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RESUMO

Antigenos presentes na membrana dos merozoitos dos Plasmodium spp.
sdo excelentes candidatos vacinais contra a malaria, visto que muitas
dessas proteinas sao essenciais para a invasao dos eritrocitos hospedeiros.
O desenvolvimento de uma vacina contra 0s estagios sanguineos do
parasito da malaria, visa bloquear a ligacéo parasito-eritrdcitos, a fim de
diminuir ou eliminar os sintomas da doenca. Esses sintomas, sdo
resultantes da liberacdo das toxinas e dos compostos imunoestimuladores
apos lises repetitivas dos eritrocitos infectados.

Neste estudo, foi avaliada a imunogenicidade e os niveis de prote¢do,
apos um desafio com os parasitos vivos do Plasmodium vivax, em
macacos Aotus lemurinus griseimembra. O estimulo foi efetuado
utilizando uma formulagdo vacinal experimental contendo quatro
antigenos do estagio sanguineo (Antigeno do merozoito apical 1 -AMAL,
Proteinas da superficie do merozoito 1 -MSP-1, Proteina de ligacdo ao
antigeno Duffy-DBP, Merozoite Apical Erythrocyte Binding-ligand -
MAEBL) desse protozoario. Além disso, também avaliamos um novo
candidato vacinal, denominado MAEBL, pertencente a mesma familia de
proteinas de ligacdo aos eritrécitos (EBLS) na tentativa de otimizar a
formulagéo original da vacina.

Os resultados dos ensaios utilizando os macacos mostraram que a
formulagéo vacinal contendo o0 AMA-1, MSP139 e as duas variantes da
DBP-1I formulada em adjuvante Montanide ISA720 é altamente
imunogénica. Tal combinagcdo de antigenos foi inoculada por via
subcutanea sob a forma de proteinas (duas doses) e adenovirus (reforco
final) recombinantes, obtendo-se 0 aumento sequencial dos anticorpos
totais (até 1: 32000). Como resultado foi observado que os titulos de
anticorpos foram intensamente impulsionados apés o desafio com
parasitos vivos. Os titulos de anticorpos por imunofluorescéncia também
foram elevados (até 1:12000) e altamente especificos contra o0s
merozoitos do P. vivax fixados em laminas microscépicas. Quando
examinamos as citocinas secretadas ap6s as imunizac6es, foi observado
0 aumento das concentracdes de IFNy e IL-2 nos macacos imunizados.
No entanto, nenhuma diferenca significativa foi detectada durante as
andlises matematicas. A parasitemia demostrou que os macacos melhor
imunizados apresentaram melhor protecdo, com diminui¢do dos niveis
méaximos de parasitemia. Além disso, 0s macacos mostraram um
encurtamento no periodo de infeccdo, o qual nunca ultrapassou os 18 dias
nos animais imunizados, sendo patente até o dia 28 nos animais controle.
Nao foi possivel obter protecdo estéril com a formulacéo vacinal em teste.



Na tentativa de melhorar ainda mais a formulacdo vacinal, foi também
estudado um novo antigeno denominado MAEBL, presente tanto no
estagio hepatico como no sanguineo. Primeiro, foi efetuada uma andlise
in silico do gene putativo da proteina MAEBL em comparagdo com a
sequéncia da MAEBL do P. yoelii, previamente publicada. O gene cédon-
otimizado para expressdo em células eucariodticas, foi sintetizado e
incorporado no genoma do vector adenoviral de tipo 5 humano deficiente
de replicacdo. Testes iniciais de transcricdo e traducdo do RNA foram
realizados indicando a correta producdo do RNA mensageiro que codifica
0 ftransgene, bem como da proteina PVvMAEBL recombinante.
Camundongos C57BL/6 imunizados com este adenovirus foram
parcialmente protegidos contra o desafio cruzado com os parasitos vivos
de roedores P. yoelii, indicando ndo apenas que a vacina candidata é
imunogénica, mas também que induz a protecdo cruzada entre as duas
espécies de Plasmodium.

Este estudo demonstrou que um candidato vacinal com capacidade para
proteger parcialmente contra a malaria de P. vivax foi gerado. Novos
esforcos estdo sendo feitos para melhorar mais ainda esta formulacdo
mediante a adicdo/troca de novas proteinas, incluindo MAEBL e/ou
outros antigenos para realizar futuros testes de vacina contra P. vivax.

Palavras-chave: Maléria, Plasmodium vivax, DBP, MAEBL, vacinas
recombinantes, Dose-reforgo, adenovirus humano tipo 5 recombinantes,
proteinas recombinantes.



ABSTRACT

Antigens present on the membrane of Plasmodium spp. merozoites are
excellent vaccine candidates against malaria because many of those
proteins are required for invasion of host erythrocytes. Developing a
vaccine against the blood stages of the malaria parasite aims at blocking
this parasite-erythrocyte bond in order to decrease or eliminate the
symptoms of the disease, which result from the release of toxins and
immune-stimulating compounds after the repetitive burst of infected
erythrocytes.

In this study we have evaluated, in twelve Aotus lemurinus griseimembra
monkeys, the immunogenicity and the levels of protection elicited against
a challenge with live Plasmodium vivax parasites induced by an
experimental vaccine formulation containing four blood-stage antigens of
this protozoan parasite. Additionally, we have also evaluated a new
vaccine candidate, denominated MAEBL, belonging to the same family
of erythrocyte-binding ligands (EBLS) in an attempt to optimize the
original formulation of the vaccine.

Results of monkey experiments show that the vaccine formulation
containing apical membrane antigen 1 (AMA-1), merozoite surface
protein 1- 19KDa fragment- (MSP119) and two variants of the Duffy-
binding protein region Il (DBP-II, PA and MT) formulated in Montanide
ISA720 adjuvant is highly immunogenic. Total antibody titers increased
sequentially (up to 1:32.000) as this combination of antigens where being
inoculated subcutaneously in the form of recombinant proteins (two
doses) or adenoviruses (final booster dose). Of interest, antibody titers
were intensely boosted after the challenge with live parasites.
Immunofluorescence antibody titers were also high (1:12.000) and highly
specific against P. vivax merozoites fixed in microscopic slides. When we
looked at the cytokines secreted after immunization, we could observe an
increase of IFNy and IL-2 concentrations in the supernatant of stimulated
PBMCs from immunized monkeys. However, no statistical significance
could be achieved during mathematical analyses. Parasitemia was also
analyzed in all immunized animals after a challenge with live P. vivax
parasites. The main fact observed was that the best immunized monkeys
where better protected, as shown by a decrease in peak parasitemia levels
as well as a decreased infection time, which never surpassed day 18 from
onset in immunized animals, while it was patent up to day 28 in control
animals. No sterile protection could be achieved with our vaccine
formulation.



In an attempt to further improve our vaccine formulation, MAEBL, a new
antigen present in both the liver and blood-stages was also studied. First,
we analyzed in silico the putative gene of MAEBL by comparison with
previously-published P. yoelii MAEBL sequences. A gene, codon-
optimized for expression in eukaryotic cells, was synthesized and
incorporated into type 5 replication-deficient adenoviral vector genome.
Initial RNA-transcription and translation tests were carried out, indicating
a correct production of both the messenger RNA encoding the transgene,
as well as the recombinant Pv-MAEBL protein. C57BL/6 mice inoculated
with 10exp8 plaque forming units of this viral vector were partially
protected against a cross-challenge with live P. yoelii rodent parasites,
indicating not only that the new vaccine candidate is immunogenic but
also that it induces cross-protection between both Plasmodium species.

Our study demonstrated that we were able to generate a candidate
vaccine formulation with capacity to partially protect against malaria, and
we are devoting our efforts to further improve this formulation by the
addition/exchange of new vaccine candidates, including MAEBL and/or
other antigens to perform future P. vivax vaccine tests.

Key-words: Malaria, Plasmodium vivax, DBP, MAEBL, vaccines,
recombinant, human adenoviruses type 5, recombinant proteins.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Maléria
1.1.1  Maldria aspectos gerais e distribuicao geografica

A maléria é um problema de salide mundial, que atinge principalmente os
paises tropicais e subtropicais. A malaria € uma doenga parasitaria
causada apds infecdo com o protozoario pertencente ao filo Apicomplexa,
Ordem  Coccidiida, Sub-Ordem  Haemosporidiidea,  Familia
Plasmodiidae, Género Plasmodium. Na atualidade, das 150 espécies que
identificadas neste género, cinco tém sido descritas como causadoras da
malaria humana (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae
e P. knowlesi) (CARTER; MENDIS, 2002; KANTELE; JOKIRANTA,
2011).Tais protozoérios diferencam-se pela morfologia, o ciclo de vida e
0s sintomas que produzem nos seus hospedeiros.

Os agentes transmissores desta doenga sdo as fémeas dos mosquitos da
ordem Diptera, da familia Culicidae e do género Anopheles. No mundo
existem aproximadamente 40 espécies de Anopheles com capacidade de
transmitir a malaria ao humano (HAY et al., 2010), sendo a mais
distribuida no Brasil o An. Darlingi seguido de An. Albitarsis e An.
aquasalis (SINKA et al., 2012) Figura 1.

Figura 1. Distribuicdo mundial dos Anopheles, vetores de transmisséo da
malaria.

Americas Euro. & M.-East Africa India/Western Asia South-East Asia & Pacific
s s

Fonte. (SINKA et al., 2012).
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Dependendo do agente etioldgico, a aparicdo dos sintomas € variavel,
podendo-se manifestar entre os sete dias no caso do P. falciparum (HILL,
2011) ou até em 30 dias no caso P. malariae, sendo os sintomas mais
comuns:
e Febre;
Calafrios;
Suores;
Dores de cabega;
Nausea e Vomito;
Dores corporais;
Mal-estar;
Vertigem e anemia.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no seu ultimo Relatdrio
Mundial sobre a Maléria relatou a incidéncia de aproximadamente 212
milhGes de casos globais (OMS, 2016c), causados quase exclusivamente
pelas espécies P. falciparum e vivax, resultando em 429 mil mortes no
mundo. A Figura 2 mostra os casos globais reportados no 2015
ocasionados pelos principais agentes etiologicos, P. falciparum (424710
mortes) e P. vivax (3100 mortes) (OMS, 2016c¢), sendo as criangas entre
dois e dez anos (303000 mortes) as mais afetadas (OMS, 2016c).

Tais valores, representam um ponto final ao “Global Malaria Action Plan
2008-2015 (GMAP)”, e um de inicio a “Global Technical Strategy for
Malaria 2016-2030” (OMS, 2016b), proposto no ano 2015 pela
Assembleia Mundial da Saide em complemento ao plano “Action and
Investment to Defeat Malaria 2016-2030 (AIM)” (OMS, 2016a). Tais
planos expdem que é essencial o desenvolvimento de produtos capazes
de controlar os vetores da doenga, assim como o desenvolvimento de
vacinas capazes de controlar os dois maiores agentes etiol6gicos (OMS,
2016a).

Historicamente, o desenvolvimento de vacinas contra a maléria focou em
combater o P. falciparum, principal causador da malaria severa. No
entanto, a segunda espécie mais prevalente no mundo, o P. vivax,
considerada por muito tempo como uma espécie “benigna”, tem ganhado
importancia pelo incremento das evidéncias que demostram que durante
anos, 0s impactos econdmicos, endémicos e 0s sintomas causados por este
parasito foram subestimados (PRICE et al., 2007). Neste contexto,
segundo a ultima atualizagdo do “The Malaria Vaccine Technology
Roadmap”, é essencial o desenvolvimento tanto de uma vacina eficaz
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contra o P. falciparum quanto contra P. vivax para alcancgar a erradicacao
definitiva da doenca (MALARIA VACCINE FUNDERS GROUP,
2013).

Figura 2. Incidéncia da Malaria no mundo causada pelo P. falciparum e
vivax, os dois principais agentes etioldgicos da malaria. (A) Casos
reportados de Maléaria no mundo no ano 2015, apresentados segundo as
diferentes regides. (B) Mortes causadas por malaria no mundo no ano
2015 divididas por regides.

A. Casos de Malaria no mundo

WP falciparum m P vivax

‘) Q9 o o

R. Sudeste R. Mediterranea R. Pacifico R. Américas
Asia Oriental QOcidental
14 400 000 3 800 000 1200 000 800 000

B. Mortes causadas por Malaria no mundo

R. Sudeste R. Mediterrdnea R. Pacifica R. Américas
Asia Oriental Ocidental
26 200 7300 1500 490

Fonte. Adaptado (OMS, 2016c).
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1.1.2  Ciclo bioldgico do Plasmodium vivax

O ciclo bioldgico do Plasmodium vivax é semelhante aos ciclos dos outros
Plasmodium sendo suas principais diferencas a capacidade de infetar
unicamente reticuldcitos, possuir a capacidade de se diferenciar em
hipnozoitos e a presenga de gamet6citos durante os primeiros estagios no
hospedeiro vertebrado.

Tais ciclos podem ser divididos em duas fases: Uma fase assexuada, que
se desenvolve nos mamiferos e outra sexuada dentro das fémeas do
mosquito Anopheles.

A transmissdo aos mamiferos acontece durante o repasto sanguineo do
mosquito. Naquele momento aproximadamente 15 esporozoitos
(ROSENBERG et al., 1990) migram desde as glandulas salivares deste
até o tecido subcutaneo do mamifero ou, em casos menos frequentes,
diretamente na corrente sanguinea (SIDJANSKI; VANDERBERG,
1997). Uma vez em contato com 0s vasos sanguineos, pela via direta ou
por migracdo desde o local subcutaneo, estes esporozoitos migrardo
rapidamente (de 30 minutos a 1 hora) (HAMILTON FAIRLEY, 1947) até
os capilares sinusoides hepaticos. Neste lugar, apds serem sequestrados,
reconhecem e atravessam as células de Kupffer e invadem seus primeiros
alvos, os hepatécitos, se iniciando o estagio hepatico (PRADEL;
FREVERT, 2001; MENARD, R. et al., 2013) como mostra a Figura 3.
Nos hepatdcitos, especificamente dentro do vacuolo parasitéforo (MOTA
et al., 2001), os esporozoitos se diferengcam em trofozoitos, os quais apos
sucessivas esquizogonias exoeritrociticas, ddo lugar aos esquizontes
(estruturas compostas por numerosos merozoitos) (STURM et al., 2006).
Porém, varios autores tém demostrado que algumas espécies de
Plasmodium sp. possuem a capacidade de pausar por semanas ou anos
estas metamorfoses, se armazenando numa forma latente, denominada
hipnozoito, até serem reativados por mecanismos ainda desconhecidos
(KROTOSKI et al., 1982; MARKUS, 2011; DOERIG et al., 2015).
Apos dias de amadurecimento, brotamentos do hepatdcito, denominados
merossomos, liberardo nos capilares dos sinusoides (STURM et al., 2006)
entre 30-40 mil esquizontes por cada esporozoito diferenciado. Com este
evento, finaliza o estagio hepatico (DOERIG et al., 2015).
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Figura 3. Ciclo bioldgico do Plasmodium vivax. O ciclo inicia apés a
inoculacdo de esporozoitos pela fémea do mosquito anopheles. Depois,
0S esporozoitos viajam ao figado, onde apds sucessivas divisdes
assexuadas se diferenca em merozoitos ou na forma dormente
denominada hipnozoitos. Posteriormente, 0s merozoitos sdo liberados na
torrente sanguinea se iniciando o estagio eritrocitico. Durante este Gltimo
estagio cada reticulécito infetado com o parasito liberara ao meio novos
merozoitos ou produtos tdxicos como hemozoina. Finalmente, uma
porcdo de estes merozoitos sanguineos se diferenciaram em gametdcitos
0s quais serdo ingeridos pelo mosquito apds uma segunda picada
culminando o ciclo biolédgico dentro do hospedeiro vertebrado.

Sporazoites inoculated
by masquito

-
A 2 B A
| 4 o 25 5Te)
» ) o @ B
> /' s \ Male and female gametocytes
Trophozoite
& Jring Schizont

Fonte. (MUELLER et al., 2009).

No inicio do estagio eritrocitico, cada merozoito liberado nos capilares
dos sinuséides poderd invadir um eritrocito (HILL, 2006). Apoés
sucessivas esquizogonias formara esquizontes eritrociticos (compostos
aproximadamente por 20 merozoitos). Por sua vez 0s merozoitos serdo
liberados depois de 48h, iniciando ciclos complexos repetitivos intra-
eritrociticos de invasdo-multiplicagdo-lise-invasdo em intervalos
regulares.
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A invasdo dos eritrécitos alvo envolve uma complexa cascata de quatro
passos: reorientagdo, adsorcédo, formagao da juncéo irreversivel e entrada,
conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4. Esquema do processo de interacdo do merozoito do P. vivax
com o eritrocito. (A) Reorientacdo; (B) Adsorgdo (C e D) troca do polo
apical para o outro polo e juncéo por filamentos de actina-miosina do
parasito; (E) processo em que uma protease denominada romboide atua
para a entrada do parasito formando um vacuolo parasitéforo.

Cc

D

Fonte Adaptado de: (COWMAN; CRABB, 2006).

Sabe-se que as interacdes entre algumas das proteinas do parasito com as
superficies dos eritrocitos sdo fundamentais no reconhecimento dos
eritrdcitos alvo e no inicio da invasdo. Os principais antigenos envolvidos
nesse processo sdo as proteinas de superficie dos merozoitos (MSP-1,
MSP-2 E MSP-3) e o antigeno 1 da membrana apical (AMA-1)
(PREISER et al., 2000; COWMAN; CRABB, 2006).

Uma vez reconhecido o eritrocito alvo, o parasito precisa se reorientar,
com auxilio do antigeno AMA-1, para possibilitar a formacéo de juncgdes
irreversiveis, produtos das interagdes secundarias entre o aparelho apical
parasitario e a membrana do eritrécito (COWMAN; CRABB, 2006).
Ap6s a formacdo de tais jungdes, e por fatores desconhecidos, se
estimulam motores de actina-miosina, que produzem a migracdo das
juncdes desde a extremidade anterior a posterior, e 0 decorrente ingresso
do merozoito para o interior do eritrécito. A etapa final da invasdo
consiste na selagem do vactolo e da membrana eritrocitaria formada.
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Produto dos ciclos repetitivos, séo liberados a corrente sanguinea, grupos
heme, na forma de hemozoina, os quais sdo, dentre outros, responsaveis
pelas manifestacGes clinicas da doenca. (DOERIG et al., 2015).

Apos alguns ciclos, uma pequena fragdo dos merozoitos sanguineos
sofrem diferenciagdo em gametdcitos masculinos e femininos. Estes
ingressam ao mosquito numa segunda picada, e se diferenciam no
intestino do invertebrado em macrogameta (feminino) e microgameta
(masculino). O processo de fertilizacdo acontece alguns minutos apds
ingestéo pelo mosquito (WERNSDORFER, 1988), e origina inicialmente
0 zigoto, posteriormente oocinetos, oocistos e finalmente os novos
esporozoitos, que serdo armazenados nas glandulas salivares para infectar
um novo hospedeiro vertebrado (DOERIG et al., 2015).

1.2  Respostas imunes contra Malaria

As manifestac@es clinicas da doenca nos humanos variam de acordo com
0 género de Plasmodium spp. Infectante e com caracteristicas proprias do
individuo, podendo ser assintomatica, observado em individuos
constantemente expostos & malaria (AREVALO-HERRERA et al., 2014),
moderada e grave no caso da maioria das invasfes produzidas pelos
parasitos P. falciparum (MILLER et al., 1977) e P. vivax (PRICE et al.,
2009; GAMA et al., 2011).

Durante o périplo dos esporozoitos pela corrente sanguinea rumo ao
figado, alguns destes sdo reconhecidos pelas células apresentadoras de
antigenos (APC), especialmente pelas células dendriticas, nos linfonodos,
e apresentados as células CD8+T e CD4+T. Estas Ultimas estimulam as
células B a produzir anticorpos especificos (RILEY; STEWART, 2013),
iniciando-se as respostas imunes adquiridas contra a doenca Figura 5.
Esses anticorpos, possivelmente por opsonizacio (DOOLAN;
MARTINEZ-ALIER, 2006; KEBAIER et al., 2009), assim como as
células CD8+T (SCHOFIELD et al., 1987; WEISS et al.,, 1988),
produtoras da citocina IFN-y (FERREIRA et al., 1986) e as células
CD4+T (MARSH; KINYANJUI, 2006) exercem uma importante
atividade protetora frente aos estagios pré-eritrociticos.
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Figura 5. Resposta imune estimulada pelo Plasmodium sp. Os
esporozoitos recém inoculados migram rapidamente para os nodulos
linfaticos, onde sdo apresentados aos linfocitos T ou B, ou para o figado
onde infetam aos hepatdcitos, esse rapido movimento acreditasse é uma
estratégia de evasdo a opsonizacdo por anticorpos. No figado os
esporozoitos sdo principalmente controlados pelo sistema imune celular
ativada principalmente pela citocina IFN-y. Finalmente, os parasitos
sobreviventes, na forma de merozoitos, sdo liberados novamente a
torrente sanguinea onde por opsonizagdo ou fagocitoses sdo bloqueados.

Extrema variabilidade antigénica

Skin—»Liver

Epitopos LT polimérficos
Epitopos CB mais ou menos conservados
Pouco inmunogénicos, poucos minutos na cnrcula;io

msqu.% >

J. Intestino
>

et Bt

1 Gme!alv——blxgato ——»Oocisto —» Esporozoitos  +

H (Oocineto) H

_Antigenos menos antigénicos, porém

Fonte. Adaptado de (RILEY; STEWART, 2013).

O estagio eritrocitico, se caracteriza pela liberacio de produtos toxicos no
meio extracelular e pela ativagéo das células inflamatérias secretoras de
citocinas responséveis pelo inicio dos sintomas (HISAEDA et al., 2005).
Este estagio tem como principal mecanismo de resposta imune a humoral,
composta principalmente por anticorpos contra proteinas de ligagéo dos
merozoitos aos eritrocitos, como foi observado nas populagdes expostas
constantemente ao parasito (MICHON et al., 2000; SOUZA-SILVA et
al., 2010; ZAKERI et al., 2011; KANO et al., 2012) nas quais 0s niveis
de anticorpos aumentaram proporcionalmente com a idade (FRASER et
al., 1997; MICHON et al., 1998), sugerindo algum tipo de reforgo cepa-
especifico em cada novo quadro clinico.
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A resposta imune durante a fase sexual, no interior do mosquito, é
principalmente composta pelo sistema imune do hospedeiro ndo
vertebrado (MICHEL; KAFATQOS, 2005), assim como dos anticorpos
presentes no sangue ingerido, e dos componentes do sistema
complemento que se encontram ativos durante alguns minutos ou horas
apos a ingestdo (RENER et al., 1980).

1.3 Desenvolvimento de vacinas antimalaricas

Nos ultimos anos, a OMS em conjunto com diversos governos e entidades
publicas e privadas vem promovendo diversas diretrizes para 0 uso de
mosquiteiros, repelentes, inseticidas e educacdo as populacdes com o
intuito de controlar e futuramente erradicar a malaria no mundo.
Lamentavelmente, tais recomendagfes tém sido insuficientes para
neutralizar os efeitos do surgimento de mosquitos Anopheles resistentes
aos principais inseticidas (CISSE et al., 2015), de parasitos resistentes aos
tratamentos antimalaricos (SEVERINI; MENEGON, 2015), das
constantes migragfes humanas aos territérios endémicos do parasito
(BASURKO et al., 2013), e do deterioro sdcio-econdmico e da salde
(DABIRE et al., 2008; LUMSDEN et al., 2012). Face a este panorama 0
desenvolvimento de vacinas eficientes contra os Plasmodium sp. mais
prevalentes a nivel mundial aparece como uma eficaz alternativa.

Nos ultimos anos, a procura por tais vacinas tem sido constante, mas
infrutifera, possivelmente devido ao complexo ciclo de vida do parasito
gue apresenta em cada estagio um alto nimero de proteinas polimorficas,
como mostra a Figura 5, as quais tém demonstrado ser responsaveis por
alguns dos mecanismos de evasdo do parasito ao sistema imune do
hospedeiro (HISAEDA et al., 2005).

O desenvolvimento de imunidade em individuos em contato constante
com a doenga, assim como a protecdo induzida em criangas pela
transferéncia de soro proveniente de pacientes assintomaticos
(SABCHAREON et al., 1991) encorajam a ideia de desenvolver uma
vacina eficiente contra a maléria. As caracteristicas esperaveis de tal
vacina contra a malaria sdo um bom perfil de seguranca juntamente com
uma alta e duradoura eficacia contra a infeccdo e a doenca.
Historicamente, as primeiras vacinais contra malédria que mostraram
capacidade protetora em camundongos (NUSSENZWEIG et al., 1967),
primatas ndo humanos (COLLINS; CONTACOS, 1972) e primatas
humanos (RIECKMANN et al., 1979) foram formuladas com
esporozoitos atenuados por irradiacdo. Porém, tais candidatos vacinais
ndo sdo uma estratégia pratica, ja que sdo necessarios um alto nimero de
parasitos atenuados que precisam ser obtidos mediante disse¢do de



33 Capitulo |

mosquitos por ndo existir até hoje culturas in vitro disponiveis, nem
segura, por ter uma viruléncia residual.

Com o advento da biologia molecular, novas formula¢Ges vacinais,
contendo s6 as subunidades mais imunogénicas dos agentes etiol6gicos,
foram estabelecidas. Tais candidatos tém a caracteristica de poder
apresentar os antigenos ao sistema imune do individuo desde formulagdes
de DNA, proteinas ou glicoconjugados purificados, peptideos sintéticos,
ou vetores recombinantes (proteinas recombinantes, plasmideos
bacterianos, bactérias recombinantes ou vetores virais recombinantes)
(RAPPUOLI & GROOT, 2004).

Embora os P. vivax e falciparum sejam as duas espécies responsaveis
pelos maiores nimeros de casos de maléria no mundo, historicamente os
grandes esforcos tém sido dedicados quase exclusivamente a elaboracéo
de uma vacina contra o P. falciparum, relatado como o Unico agente
etiologico causador de malaria severa durante anos.

Recentemente, tem sido relatado a adesividade do outrora parasito
benigno, P. vivax. (CARVALHO et al., 2010). Baseado nesta observagédo
assim como na sua capacidade de formar hipnozoitos (KROTOSKI et al.,
1982), no aparecimento prematuro de gametocitos, ocasionado por
menores ciclos de desenvolvimento nos vetores (MUELLER et al., 2009)
e por sua capacidade de adaptacdo a diversos climas, que nos ultimos anos
tem acarretado a substituicdo do P. falciparum por esta espécie na regido
da Africa (WHO, 2014) é impreterivel o desenvolvimento de uma vacina
eficiente contra esta espécie.

Na atualidade sdo poucos 0s alvos vacinais contra o P. vivax comparados
com os desenvolvidos contra o P. falciparum, como pode ser observado
na Tabela 1.

Tabela 1. Candidatos vacinais contra malaria vivax em desenvolvimento.

Candidato Antigeno Estagio atingido
vacinal alvo
Pvs25H (MALKIN et al.,, 2005;
WU et al., 2008).
Pvs28 Fase sexual (HISAEDA et al., 2000).
AnAPN1 (MATHIAS et al., 2012;
ARMISTEAD et al.,
2014)
VMPO0O01, PvCSP-LSP Estagio pre (HERRERA et al., 2011;
(PvCSP) eritrocitico VANLOUBBEECK et
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ChAd63-PVTRAP/
MVA-PVTRAP

al., 2013; BENNETT et
al., 2016)

(BAUZA et al., 2014)

PVDBPII-DEK™T,
ChAd63-PvDBPII/
MVA- PvDBPI
(PvDBP)

PVMSP1y9

PVvAMA1, ChAd63-
PVAMA1/
MVA-PVAMA1

Estagio
eritrocitico

(MORENO et al., 2008;
NTUMNGIA; ADAMS,
2012; DE CASSAN et al.,
2015)

(DEVI et al., 2007)

(BOUILLET etal.,
2011a; VICENTIN etal.,
2014).

Fonte. Adaptado de:(MUELLER et al., 2015).

Tais candidatos, podem ser classificados de acordo com o estagio do ciclo
da vida do parasito que buscam agir em 3 grupos: candidatos vacinais do
estagio pré-eritrocitico, estagio eritrocitico ou sanguineos e da fase sexual
(BIRKETT etal., 2013) Figura 6.

Figura 6. Impacto dos candidatos vacinais no ciclo biolégico do P. vivax.
Os candidatos vacinais podem estar focados em trés estagios do ciclo de
vida do parasito: estagio sexual (focado no blogueio da transmissao e por
consequéncia na eliminacdo da doenca), pre eritrocitico (focado na
prevencdo de novas infecdes) e eritrocitico (focado em evitar novos casos
e assim prevenir a aparicdo de sintomas e suas complicacgdes).

Impacto

Vacina

Casos
Consequéncia -{_-_’ evitados

Estagio
Eritrocitico

Prevengao
da doenga

Fonte. Adaptado de: (BIRKETT et al., 2013).
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Estes grupos constituem parte de duas grandes estratégias: a primeira
focada na prevencdo da transmissdo (vacinas contra a fase sexual), e a
segunda focada na prevencdo da infe¢do e apari¢do dos sintomas clinicos
(vacinas contra o estagio pré-eritrocitico e o estagio eritrocitico). Sendo o
ideal aqueles candidatos vacinais que interajam nas duas estratégias
diretamente.

1.3.1 Candidatos vacinais contra os antigenos sexuais

O Unico grupo de candidatos vacinais focados no blogueio da transmissédo
e diminuigdo dos parasitos e ndo em prevenir a doenga, sdo aqueles que
contam na sua formulacdo com antigenos da fase sexual, especialmente
antigenos da superficie dos gametas, zigoto ou do oocineto.

Estes candidatos tem as vantagens de: (i) precisar combater pouco nimero
de parasitos (aproximadamente 100 zigotos ou oocinetos), em
comparagdo com os bilhdes de parasitos presentes nos outros estagios, e
(ii) que estes se encontram expostos durante horas de forma extracelular
(KASLOW, 1997).

O blogueio dos parasitos nesta fase, além de prevenir a doenca, evitara o
aparecimento de parasitos mutantes resistentes aos diversos componentes
protetores, evitando finalmente a reducdo da morbidade e mortalidade
(SMITH et al., 2001).

1.3.1.1 Pvs25e Pvs28

Os antigenos Pvs25 (25 kDa), presente na superficie do zigoto e
envolvido na invasdo do oocineto ao intestino, e o Pvs28, presente na
superficie do oocineto, sdo proteinas pouco polimérficas (TSUBOI et al.,
1998). Estes candidatos vacinais pbs-fertilizacdo, tém sido formulados
com Alhydrogel e testados em camundongos, nos quais foram capazes de
estimular alta producdo de anticorpos, evitando a transmissdo ao
mosquito (HISAEDA et al., 2000).

Estudos realizados com o candidato vacinal Pvs25H/Alhydrogel,
contendo o antigeno heterélogo Pvs25H (20,5 kDa portador dos
aminoacidos 23-195 da proteina Pvs25), em humanos demostraram uma
diminuicdo de apenas 20-30% do desenvolvimento do P. vivax nos
mosquitos (MALKIN et al., 2005).

Estudos posteriores realizados em primatas ndo humanos do tipo rhesus,
usando uma vacina formulada com a proteina recombinante Pvs25H em
Montanide 1SA720, estimularam maior quantidade de anticorpos
inibitérios em comparagdo com o uso do Alhydrogel (SAUL et al., 2007;
WU et al., 2008).
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1.3.1.2 Alanil aminopeptidase 1 (AnAPN1)

A AnAPNL1 é uma proteina altamente conservada em todas as espécies de
Plasmodium. Esta proteina tem papel fundamental na invaséo do oocineto
ao intestino do mosquito, onde devem formar os oocistos que finalmente
sofrem o processo de maturacdo até a fase de esporozoitos. Neste
contexto, recentes estudos realizados em camundongos demostraram uma
potencial funcdo inibitdria dos anticorpos especificos estimulados contra
ANnAPN1 (MATHIAS et al., 2012), e o blogueio da transmissdo dos P.
vivax e falciparum a diferentes Anopheles (ARMISTEAD et al., 2014)

1.3.2 Candidatos vacinais contra o estagio pré-eritrocitico

Os candidatos vacinais do estagio pré-eritrocitico tém como objetivos a
neutralizagdo dos esporozoitos inoculados e o0 bloqueio da invasdo destes
aos hepatdcitos.

Ao inibir a infeccdo dos hepatdcitos, é reduzido o potencial de
diferenciagdo dos esporozoitos a merozoitos ou hipnozoitos, se evitando
desta forma o inicio do ciclo de invasdo-multiplicacdo-lise-invasdo dos
eritrdcitos e a consequente gametogénese. Como foi descrito
anteriormente, cada esporozoito tem o potencial de produzir entre 30000
— 40000 merozoitos, pelo qual os candidatos vacinais do estagio pré-
eritrocitico precisam ser altamente efetivos, toda vez que uma pequena
guantidade de P. vivax sobrevivente que emerja do figado pode ocasionar
0 desenvolvimento da doenca.

Alguns dos antigenos estudados na fase pré-eritrocitica sao:

1.3.2.1 Proteina do circunsporozoito do P. vivax (PvCSP)

A proteina do circunsporozoito tem uma fungdo importante na invasao
dos parasitos ao figado, ao ser responsavel da unido dos esporozoitos com
0 receptor heparan sulfato dos hepatécitos (FREVERT et al., 1993;
PRADEL et al., 2004). Tal proteina vem sendo utilizada como antigeno
na formulacdo do candidato vacinal RTS,S, atualmente, o Unico candidato
contra malaria que culminou a fase 3 de desenvolvimento e esta pronta
para iniciar a fase 4 a inicio do 2018. Este candidato tem como alvo a
proteina do circunsporozoito do P. falciparum (PfCSP).

O (ltimo reporte sobre esta vacina mostra que ao final da fase 3 a vacina
RTS,S/ AS01 preveniu 36,3% e 28,3% dos casos de maléria nas criangas
(5-17 meses de idade) imunizadas com 4 doses e 3 doses, respetivamente
e 25,9% e 18,3% nos infantes (6-12 semanas) vacinados com 0s mesmos
protocolos (RTS; SCTP, 2015).
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Considerando a relevancia desses resultados, foi construido em base aos
extremos carboxi e amino terminal da PFCSP e das regides repetitivas das
proteinas VK210 e VK247, um candidato vacinal contra P. vivax,
denominado Vivax malaria protein 1 (VMPO001), o qual demostrou em
estudos de fase clinica 1/2a diminuir o tempo de parasitemia em 59% e
gerar respostas humorais e celulares robustas (BENNETT et al., 2016).

1.3.2.2 Proteina de adesdo ao trombospondina (TRAP)

O antigeno PVTRAP é uma proteina transmembrana importante na
mobilidade e na invasdo dos hepatécitos (EJIGIRI et al., 2012) e das
glandulas salivais do mosquito (GHOSH et al., 2009). Candidatos
vacinais formulados com tal antigeno e administrados com dois diferentes
vetores, Adenovirus de chimpanzés (ChAd63) e Vaccinia virus Ankara
(MVA), estimularam a producdo de altos titulos de anticorpos e de
resposta de células T em camundongos (BAUZA et al., 2014). Mais
recentemente, camundongos foram imunizados com pseudovirus (virus
like particles) portando o antigeno PvTRAP administrado em protocolo
homdlogo e posteriormente desafiado com P.berghei expressando a
proteina PvTRAP. Tais camundongos apresentaram uma alta taxa de
sobrevivéncia, provavelmente por consequéncia do aumento das
respostas imunes humorais e celulares (CABRAL-MIRANDA et al.,
2017).

1.3.3 Candidatos vacinais contra o estagio eritrocitico

Os candidatos contra este estagio tém o intuito de diminuir os sintomas
tipicos e severos ocasionados pela doenca, e inibir a transmissdo desta
(BIRKETT et al., 2013). Para atingir tal fim, a maioria destes candidatos
tém incorporado na sua formulacdo proteinas dos merozoitos
participantes na invasdo dos eritrocitos como podem ser as proteinas
MSP-1,-3,-4 -5 e -9, RBP-5, AMA, DBP, MAEBL ou recentemente os
antigenos ricos em triptofano (TRA) (ZEESHAN et al., 2013;
ZEESHAN, MOHAMMAD et al., 2015; ZEESHAN, M. et al., 2015).

1.3.3.1 P.vivax proteinas da superficie do merozoito-1 (PvMSP-1)

Durante a invasdo aos eritrocitos jovens, reticuldcitos, a proteina MSP-1
(200kDa) é subdividia inicialmente por clivagem proteolitica em 4
fragmentos denominados MSP-1gs, MSP-13, MSP-13s € MSP-14.
Durante uma segunda clivagem o fragmento MSP-14, Unico ainda
ancorado a membrana do merozoito, € subdivido em diversos fragmentos
soltveis, com exce¢do do fragmento MSP-119 (19kDa, que permanece
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ligado a membrana do merozoito pela unido do seu extremo C-terminal
com o fosfatidilinositol da membrana) (HOLDER; BLACKMAN, 1994).
Este fragmento consiste de dois dominios de 5 cisteinas cada um, que em
conjunto, comp&em o fator de crescimento epidérmico, principal alvo de
protecdo (CALVO et al., 1996) como foi demostrado em diversos estudos
in vitro e in vivo (COLLINS et al., 1999; DUTTA et al., 2001;
SACHDEVA et al., 2004; ROSA et al., 2006; SINGH et al., 2006;
BARGIERI et al., 2008).

1.3.3.2 Antigeno do merozoito apical 1 do P. vivax (PvVAMAL)

O antigeno PVAMAL é uma proteina transmembrana secretada pelas
Roptrias, componente do complexo apical dos Plasmodium sp., que estdo
envolvidas na invasdo aos hepatécitos (SILVIE et al.,, 2004) e na
reorientacdo dos merozoitos durante a invasao aos eritrdcitos (TRIGLIA
et al., 2000; HEALER et al., 2002; MITCHELL et al., 2004). Estas
carateristicas, adicionado a sua capacidade de estimular anticorpos em
pacientes naturalmente infectados (REMARQUE et al., 2008), fazem
desta proteina uma candidata vacinal com capacidade protetora contra os
estagios pré-eritrociticos e eritrociticos como foi demostrado com
diversos estudos (HODDER et al., 2001; BOUILLET et al., 2011a;
VICENTIN et al., 2014).

1.3.3.3 Regido Il da proteina de ligacdo ao antigeno Duffy do P.
vivax (PvDBP-II)

A proteina PvDBP (140 kDa), codificada pela familia de genes
erythrocyte binding ligands (ebl), é um constituinte do micronema dos
merozoito. Tal proteina cumpre uma importante fungéo durante a invaséo
dos parasitos aos eritrdcitos (ADAMS et al., 1992; HOWELL et al.,
2006).
A PvDBP pode ser dividida em sete regies, como pode ser observado na
Figura7:

e Regido I. Sequéncia do peptideo lider.

e Regido II ou PvDBP-II ou Dufty-binding-ligand (DBL). Regido

rica em cisteinas.

e Regides III, IV e V. Regides hidrofobicas.

e Regido VI. Regido rica em cisteinas.

e Regido VII. regido transmembrana (ADAMS et al., 1992).
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Figura 7. Esquema das proteinas PvDBP. As proteinas DBP estdo
subdivididas em sete regides denominadas RI-RVII, das quais a RIl ou
Duffy-binding-like (DBL) ¢ a Unica envolvida na invasdo. A DBL esta
subdivida em trés subdominios (D1, D2 e D3) nos quais estéo localizadas
as pontes de dissulfeto envolvidas na adesdo eritrocitaria especialmente o
ponte formado entre a cisteinas cinco e seis.

[mml ——— o i B i ,
1237 5 3 78910 1112 Jcisteinas
Sub Dominios \ p1 D2 D3
VI

Il
Pk-EBP [[I_DBL | IRRRRARS
11-V Vil

Lider

Fonte. Adaptado de (SINGH et al., 2006).

A PvDBP-Il é a regido diretamente relacionada com a unido aos
eritrocitos (CHITNIS; MILLER, 1994; CHITNIS et al., 1996; SINGH et
al., 2003). Tal regido esta subdividida em trés subdominios: D1, D2 e D3,
0S quais contem 12 cisteinas, formando 6 pontes de sulfeto, e alta
guantidade de aminoécidos aromaticos (ADAMS et al., 1992), como pode
ser observado na Figura 7.

Analises funcionais de tais pontes realizados por Singh, et al. (2003),
apontaram que a ponte dissulfeto formada entre as cisteinas C5 e C6,
desenvolve uma fungéo essencial na invasdo aos eritrocitos via unido da
regido DBL com o receptor do antigeno Duffy para quimiocinas (DARC)
(HORUK et al., 1993). Recentemente, esta unido se descreveu como um
complexo heterotetrdmico conformado por duas unidades da regido DBL
e dois DARC (BATCHELOR et al., 2014).

Esta via de invasao, dependente da unido DBP-DARC, por muito tempo
sugeriu que os humanos deficientes do grupo sanguineo Duffy (Fy-)
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seriam resistentes a invasdo dos merozoitos pelo P. vivax e knowlesi
(MILLER et al., 1976; WERTHEIMER; BARNWELL, 1989), ndo
obstante, estudos recentes realizados em pessoas duffy negativas
infectadas com P. vivax revelaram a presenca de vias alternativas para tal
processo de invasdo (RYAN et al.,, 2006; CAVASINI et al., 2007;
KASEHAGEN et al., 2007) ou a sobre producdo da proteina DBP
(MENARD, D. etal., 2013).

A DBL além do setor rico em cisteina, apresenta também uma sequéncia
de aminodcidos conservados e um dominio altamente variavel,
responsavel pela sua caracteristica polimorfica (TSUBOI et al., 1994;
XAINLI et al., 2000; COLE-TOBIAN et al., 2002; BAUM et al., 2003),
gue segundo alguns estudos ndo tem um funcdo na invasao (SINGH et al.,
2006) mas podem constituir um mecanismo de evasdo ao sistema imune
do hospedeiro vertebrado e de selecdo natural (AMPUDIA et al., 1996;
SINGH et al., 2006), tais setores séo apresentados na Figura 8.

Figura 8. Representacdo da superficie molecular da DBL. Azul: Os
subdominios 1 e 2. Verde: Subdominio 3. Amarelo: Loop do Subdominio
3. Cinza: Cluster de residuos polimdrficos. Laranja: Sitio de
reconhecimento do receptor DARC.

Fonte. Adaptado de (SINGH et al., 2006).
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No Brasil, tal polimorfismo foi descrito em diversas populacGes em
contato com a malaria, como um resultado direto da presenca dos residuos
polimorficos 417, 419 e 424. Estes permitirdo dividir os polimorfismos
em 3 grupos, denominados de acordo com o estado de procedéncia em;
Para (PvDBP-II-PA), Mato Grosso (PvDBP-1I-MT) e Amazonas
(PvDBP-1I-AM) (SOUSA et al., 2006; SOUSA et al., 2010; FERREIRA,;
CASTRO, 2016).

As sequéncias das PvDBP-1I endémicas do Brasil possuem um efeito
sinérgico entre os aminoacidos 417 e 437. Estes polimorfismos foram
descritos por Sousa et al. (2006), que adicionalmente relataram que tais
variagdes vém acompanhadas por modificacbes no aminoécido 424 na
maioria das amostras analisadas, mas ndo por alteragdes no aminoacido
503. A partir destas observagoes e levando em conta que a Unica diferenca
entre a sequéncias do PvDBP-II-AM com as sequéncias dos PvDBP-I1I-
PA e PvDBP-II-MT é o aminoéacido 503, pode se inferir a necessidade de
um candidato vacinal baseado no antigeno PvDBP-II polivalente,
contendo os polimorfismos locais mais representativos, PvDBP-II-e
PvDBP-II-PA.

Os anticorpos contra PvDBP-II sintetizados em pessoas em contato
constante com a malaria tém as carateristicas de as proteger contra futuras
reinfecgBes (FRASER et al., 1997; KING et al., 2008), e aumentar sua
guantidade em forma proporcional com o nimero de exposi¢fes a doenca
(MICHON et al., 1998).

O reconhecimento dos eritrécitos pela regido PvDBP-II tem sido
demostrado com sucesso em ensaios in vitro (DUTTA et al., 2000;
SINGH et al., 2003). Esta regido, assim mesmo, tem demostrado ser
altamente imunogénica quando foi formulada conjuntamente com o
antigeno MSP119, em presenca do adjuvante Montanide ISA720. Tal
mistura, além de estimular maior quantidade dos anticorpos especificos
contra cada um dos componentes, demostrou aumentar a capacidade
protetora, em comparacdo de quando foram administrados de forma
individual (DEVI et al., 2007).

O desenvolvimento de uma vacina eficiente formulada com a regido
DBL, contra a Malaria, devera ser capaz de subjugar os altos niveis de
polimorfismo que se apresentam. Neste cendrio, a partir dos epitopos mais
dominantes no mundo, foi produzida uma sequéncia denominada DEK™!
(NTUMNGIA; ADAMS, 2012). Estudos realizados com esta sequéncia
de aa, demostraram produzir anticorpos inibitorios contra os epitopos do
qual derivam, porém em pequenas quantidades (CERAVOLO et al.,
2009; CHOOTONG et al., 2010; CHOOTONG et al., 2012; DE CASSAN
etal., 2015).
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1.3.3.4 Merozoite Apical Erythrocyte Binding-ligand (MAEBL)

A MAEBL (~200 kDa) é uma proteina conservada através de todas as
espécies de Plasmodium sp (MARTINEZ et al., 2013). Esta proteina é um
caso particular da familia de genes ebl, pois além de apresenta homologia
com 0s conhecidos dominios DBL na regido carboxi terminal rica em
cisteinas, possui sequéncia de aminoacidos semelhantes com os
subdominios um e dois da AMA-1 na regido amino terminal rica em
cisteinas. Tal sequéncia por sua vez estd subdividida em dois dominios
semi conservados denominados M1 e M2 (KAPPE et al., 1998;
MARTINEZ et al., 2013), este Gltimo especialmente, altamente
relacionado com a unido aos eritrdcitos quando expressos em células COS
(KAPPE et al., 1998) como pode ser observado na Figura 9.

Figura 9. Estrutura genética conservada da familia de genes ebl. A
proteina é a Unica envolvida na invasdo. A RII estd subdivida em dois
subdominios (M1 e M2) envolvidos envolvidas na invasdo hepatica,
eritrocitaria e do hospedeiro invertebrado.

Reqgido Il Regido VI

11-v .
H: -DBL —H ebl:1 dominio DBEL
. . l I PvDEF, PKDEFP
D —— O e
FfEBA-175, BAEBL
EBL-1, JESEBL

Em:L':u:::l:CD MAEBL
:Dominio DBLD Sequencia Sinal l Dominio
transmembrana

E Deominio Dominio rico Deminio
MAEEL Cisteina putativo

Fonte. Adaptado de: (TOLIA et al., 2005).

Inicialmente descrita como proteina dos micronemas dos merozoitos
envolvida na invasdo dos merozoitos aos eritrécitos (KAPPE et al., 1998),
esta proteina recentemente também evidenciou sua presenca nas réptrias
dos esporozoitos (NOE; ADAMS, 1998), assim como sua essencial
participacdo na invasdo dos esporozoitos as glandulas salivais dos
mosquitos (KARIU et al., 2002)

O gene maebl, membro das ebl family, é composto de uma Unica copia
com estrutura multi-éxon, na qual o dominio DBL, carboxi terminal
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tipico, é seguida pelos dominios transmembrana e citoplasmatico. Ja pelo
lado do dominio amino terminal, possui uma sequéncia sinal e 0s
dominios M1 e M2 anteriormente ilustrados na figura 8 (KAPPE et al.,
1998).

Recentemente um estudo realizado por Ghai et al. (2002) demostrou que
0 dominio M2 da proteina MAEBL do P. falciparum, se liga aos
eritrdcitos, e é reconhecido e inibido pelos soros de pacientes
provenientes de regides endémicas.

A participaco desta proteina na invasdo dos esporozoitos aos hepatdcitos
recentemente também foi estudada por Preiser et al (2004). Neste estudo
observou se 3 tipos de expressao da proteina, cada uma referente a um
diferente estagio (esporozoitos da glandula salival, dos merozoitos e
esporozoitos invasores dos hepatdcitos). Ainda neste trabalho,
demostrou-se que os anticorpos PYMAEBL-M1 e PyMAEBL-M2 sdo
capazes de reconhecer o antigeno PyMAEBL e inibir o desenvolvimento
parasitario em cultura priméarias de hepatdcitos infectados com
esporozoitos, evidenciando-se a diferenca de expressdo nos diferentes
estagios .

Mais recentemente, camundongos C57BL/6J imunizados com a proteina
heteréloga PYMAEBL-M2 em adjuvante de Freund, demostraram uma
producdo balanceada dos anticorpos IgGl e IgG2, assim como a
capacidade do soro de reconhecer o antigeno testado, inibir a invasdo ex
vivo dos hepatécitos pelos merozoitos e diminuir a parasitemia in vivo
ocasionada pelo desafio com cepas letais, chegando sobreviver 90% dos
animais (LEITE et al., 2015).

Tais carateristicas, fazem deste antigeno um interessante componente de
futuros candidatos vacinais.

1.4  Tecnologias de vacinagao

As vacinas sdo preparacfes biologicas formuladas com o intuito de
estimular a imunidade contra alguma doenca em particular.
Historicamente, variolizagdo foi uma técnica precursora da vacinagdo,
utilizada para combater a variola antes do século XVI11I na Africa, india
e China. Tal técnica consistia na administracdo a pessoas sadias de uma
forma mais branda da variola com o intuito de as proteger contra esta
doenca.

Esta técnica com o passar dos anos, foi introduzida na Europa,
possivelmente por Lady Mary Wortley Montagu, porém sofreu uma forte
oposigédo, ao produzir formas graves da doenga ou incluso a morte em
aproximadamente 2% das pessoas inoculadas
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Neste contexto, foi sé no ano 1796 que foi formulada a primeira vacina
no mundo. Tal descoberta foi realizada pelo naturalista e médico britanico
Edward Jenner, quem utilizou o virus cowpox da vaca para combater a
variola (RIEDEL, 2005).

Desde entdo, e com a evolucdo da biologia molecular, foram formuladas
diferentes vacinas, as quais podem estar constituidas por micro-
organismos atenuados ou inativos ou componentes celulares destes
(proteinas, fragmentos de DNA, polissacarideos, entre outros). Os
principais tipos de vacinas estdo descritos na Figura 10. Como pode se
observar nesta figura as vacinas podem se dividir em dois grupos, as que
proveem diretamente de microrganismos, ou parte deles, e as sintetizadas
artificialmente a partir da utilizagdo das técnicas de DNA recombinante.

Figura 10. Esquema dos principais tipos de vacinas estudados. As vacinas
podem ser obtidas naturalmente dos microrganismos ou de forma
artificial usando as tecnologias de DNA recombinante. Tais vacinas
podem ser formuladas com o microrganismo inteiro atenuado, inativo ou
parte deste.

Tipos de Vacinas

Recombinantes

Inativos Proteinas ‘ VLP | | Virus | | Bacréuas| DNA

Microrgamsmos

Atenuados

purificadas

Sub umdades

‘Adeuo\'irus || Vacciua " Influenza | Outros

Proteinas Toxmas Exossomos Capsulas DNA
purificadas Inativas polissacaridicas

Tais avances tecnoldgicos tém sido importantes também para o
desenvolvimento de novos veiculos para a distribuicdo dos diferentes
antigenos, assim como novas ferramentas para a obtencao destes.
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1.4.1 Proteinas recombinantes heterélogas

Com os avancos na biologia molecular, na atualidade é possivel produzir
proteinas heter6logas em diversos sistemas procariotos ou eucariotos
mediante a incorporacdo do DNA alheio. O uso comercial desta técnica
tem sido muito empregado na producdo industrial de biofdrmacos,
enzimas e insumos agricolas. Assim, nestes ambitos, os principais
sistemas de producdo utilizados sdo: bactérias, leveduras, fungos
filamentosos, insetos, células de mamiferos, cultura de plantas, animais
transgénicos e plantas transgénicas (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).
Tais sistemas sdo selecionados tomando em conta a qualidade, eficiéncia
e rapidez da producdo, assim como as propriedades quimicas das
proteinas de interesse. Nestas circunstancias, as pequenas proteinas serao
expressas preferencialmente em sistemas procariotos, as glicosiladas
serdo melhor produzidas em células de mamiferos, fungos ou insetos.
Dentro dos sistemas procariotos, a utilizagdo das bactérias Escherichia
coli é considerada a menos custosa, sendo mais facil e rapida (BANEY X,
1999; DEMAIN; VAISHNAYV, 2009), porém este sistema ndo tem
capacidade de produzir proteinas mais extensas, ricas em pontes
dissulfeto e com modificacdes pos-traducionais (DEMAIN;
VAISHNAV, 2009).

No campo da vacinologia, a primeira vacina produzida com sucesso a
partir das proteinas recombinantes foi a vacina contra a hepatite B. Esta
vacina foi formulada com a proteina de superficie do virus HBV
(HBsAg), expressa em Saccharomyces cerevisiae (MCALEER et al.,
1984) em presenca do adjuvante aluminio. Apds a aparigéo desta vacina,
foram surgindo novas vacinas contra diversas doengas como por exemplo
contra a coqueluche (Refortrix-GSK), formulada a partir de 4 proteinas
(DECKER; EDWARDS, 2000), contra a doenca de lyme (Gardasil-
Merck Sharp e Dohme Farmacéutica Ltda.), baseada na lipoproteina
OspA produzida em E. coli com hidréxido de aluminio (PLOTKIN,
2005).

1.4.2 Adjuvantes

A obtencdo dos componentes moleculares procedentes dos diversos
agentes etiolégicos por meio de processos quimicos elaborados,
biossinteses ou por técnicas de DNA recombinante, tem outorgado maior
biosseguranca as vacinas. Porém, estes componentes em forma geral ndo
sdo tdo imunogénicos quanto sao os antecessores inativados ou atenuados
(PETROVSKY; AGUILAR, 2004). Diante desta dificuldade, a utilizag&o
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de moléculas que ajudem a obter os niveis de imunogenicidade
necessarios, denominadas adjuvantes, tem demostrado bons resultados.

Estas sustancias tem a capacidade de:

e Aumentar a imunogenicidade dos diversos antigenos (reduzindo
desta forma a quantidade necessaria de antigenos para estimular uma
resposta),

e Reduzir as multiplas imuniza¢des em protocolos doses-reforgo,

permitindo vacinacdes de uma dose,

Aumentar a duragdo e velocidade das respostas imunes,

Modular o isotipo ou subclasse de anticorpo a ser sintetizado,

Estimular a imunidade celular,

Promover a indu¢do de imunidade nas mucosas

Melhorar as respostas imunes em criancas e adultos com sistema

imune comprometido ou débil,

e Modificar a apresentacdo de antigenos em vacinas combinadas
(SINGH; O'HAGAN, 1999; PETROVSKY; AGUILAR, 2004;
HARINI et al., 2013).

Apesar de que todos os adjuvantes podem aumentar a imunogenicidade
do antigeno vacinal, cada adjuvante ativa preferentemente um tipo de
resposta imune, o que pode conduzir finalmente, a uma resposta
predominante do tipo Thl, Th2 ou Thl7, dentre outras. Diante deste
panorama, a escolha do tipo de adjuvante a ser usado devera considerar,
além do tipo de resposta desejado, a via de administracdo, a espécie a ser
vacinada e o antigeno a ser usado (PETROVSKY; AGUILAR, 2004).
Historicamente, desde os anos 1920 quando foi desenvolvido o primeiro
adjuvante baseado em componentes minerais especialmente nos sais de
aluminio, estes tém passado por uma série de aprimoramentos quanto a
seu tempo de vida, ser biodegradaveis, custo de produgdo e ndo gerar
resposta contra eles mesmos. Assim, o0s adjuvantes podem ser
classificados em componentes minerais, produtos bacterianos, emulsdes
e complexos imunoestimulantes como pode ser observado na figura 11.

Outros potentes imunoestimuladores sdo os produtos derivados de
bactérias, por exemplo a flagelina bacteriana (MCSORLEY et al., 2002)
e as proteinas de choque térmico (EBRAHIMI; TEBIANIAN, 2011) ou
os complexos imnoestimuladores formulados com citocinas pro
inflamatdrias, interleucinas e receptores do tipo toll (BATISTA-
DUHARTE et al., 2011).
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Figura 11. Classificagdo convencional dos principais adjuvantes
utilizados na atualidade. Os adjuvantes podem ser classificados em quatro
categorias Componentes minerais (a maioria derivados das sais de
alumino), derivados bacterianos (como a flagelina, proteinas de choque
térmico e derivados das paredes microbianas), as emulsfes (como 0s
adjuvantes completos e incompletos de Freund, emulstes dleo-agua e
saponinas) e os complexos imunoestimuladores (como as citocinas,
interleucinas e receptores do tipo toll).

Adjuvantes
Componente Produtos o Complexos
minerais E| kacterianos Emulsoes imunoestimulantes
Fosfato de Freund o
Aluminio  |f~-Micobacterias f= (FCAFIA) | Citocinas
{AIPO4)
Ridroxide ce Componented Oleo IL-1
| @luminio | Micobacteriad| | amido | IL-2
Al(OH)3 N
AlK(so4)2 ([ ]| Muramil (|} : L | TR
12H20 dipeptiden | |oSaponinas
Fosfato de
— Calcio —Corinebactériag
(CaPO4)
= B. perfusais
Lipopollssacarideq
—1 (LPS)

Fonte. Adaptado de: (HARINI et al., 2013).

Finalmente, o grupo das emulsdes pode ser sub dividido em trés grupos:
as derivadas do adjuvante de Freund (Adjuvante completo e incompleto
de Freund), saponinas e 6leo amido. E neste grupo dos adjuvantes
baseados na emulséo 6leo-agua, que podemos ubicar ao Montanide ISA
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720. Este adjuvante produzido a partir do 6leo esqualeno e do surfactante
refinado baseado em monoleato de manide, permitem a liberagdo
gradativa dos antigenos, funcionando assim como uma fonte duradoura
de antigenos (PETROVSKY; AGUILAR, 2004).

A eficiéncia deste adjuvante tem sido comprovada em estudos em
camundongos imunizados com as proteinas PvDBP-II e MSP-1
formuladas com os adjuvantes Montanide ISA 720 ou Alhydrogel. Neste
estudo se observou que aqueles animais imunizados com o adjuvante
Montanide ISA720 foram capazes de estimular a producdo de maior
quantidade de anticorpos contra tais antigenos (DEVI et al., 2007).
Beneficios similares foram observados em provas realizadas em
camundongos utilizando os antigenos PfMSP-115 e PfEBA-175 (DE
CASSAN et al., 2011; DE CASSAN et al., 2015), em coelhos e primatas
ndao humanos, rhesus (Macaca mulata), imunizados com candidatos
vacinais formulados com o antigeno PfCP-2.9 (conformado pelas
proteinas pré-eritrociticas AMA-1 e MSP119), nos quais se observou uma
maior producdo dos anticorpos em presenca do adjuvante Montanide
ISA720 em comparacdo com aqueles que foram imunizados s6 com a
proteina quimérica (PAN et al., 2004).

1.4.3 Adenovirus recombinantes

Os adenovirus sdo virus ndo envelopados, icosaédricos de ~ 90nm de
didmetro, pertencentes a familia Adenoviridae. Estes virus possuem um
DNA dupla fita linear de aproximadamente 36kb e sdo agentes etioldgicos
de diversas doengas respiratorias, oculares e intestinais em aves e
mamiferos, incluindo o homem, no qual podem causar sintomas desde leves
até letais no caso dos individuos imunossuprimidos (BERK, 2013).
Atualmente, tem sido identificados 57 sorotipos diferentes de adenovirus
humanos (HAd), os quais estdo agrupados em 6 diferentes espécies (A-
G) de acordo com sua sorologia, capacidade de hemaglutinagdo,
oncogenicidade em roedores, capacidade de transformagdo em cultura
celular primarias e sequéncia genética (NEMEROW et al., 2009; BERK,
2013).

Estes virus possuem uma capsideo com 720 proteinas héxons,
distribuidas como 240 trimeros, uma base pentona em cada um dos cinco
vértices do icosaedro associada com uma ou duas fibras. Cada uma das
20 faces da capsideo possui 12 trimeros de héxons e uma pentona por
vértice. A unidade icosaédrica assimétrica consiste em quatro trimeros de
héxons e uma base pentona (REDDY et al., 2010). Adicionalmente, no
capsideo o virus possui uma proteina, denominada plX, que faz o papel
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de cimento entre os héxons, e no lado interno trés pequenas proteinas,
pllla, pVI e pVIII envolvidas na maturagdo viral.

O DNA viral localizado no nlcleo do virus, encontra-se associado a
numerosas copias das proteinas V, VII e u, as quais sdo clivadas por
proteases virais ap0s de estabelecido no nlcleo do hospedeiro
(NEMEROW et al., 2009). O esquema estrutural dos adenovirus é
apresentado na Figura 12.

Figura 12. Esquema da estrutura do Adenovirus. Os adenovirus sdo virus
nao envelopados, icosaédricos (~ 90nm). Tais virus estdo constituidos no
capsideo principalmente pelas proteinas héxona, base pentona e uma ou
duas fibras, e no nucleo pelas proteinas V, VII, Um e terminal.

Proteinas Capsideo Proteinas Nucleo
8 Hexona ¥ Proteina VI @ Proteina Terminal
» Base = Proteina llla e Proteina Mu

Pentona ~ Proteina VIII » Proteina VIl
Y Fibra b Proteina IX @ Proteina V

Fonte. (NEMEROW et al., 2009).

O genoma do HAd contém cinco unidades de transcri¢dao imediatos (E1A,
E1B, E2, E3 e E4), quatro intermediarias (IX, Va2, L4 intermediario e E2A
tardio) e uma unidade de transcrigdo tardia (Maior Tardio), esta tltima
responsavel por gerar a familia de mRNA tardios (L1, L2, L3, L4 e L5) por
intermédio do major late promoter (BERK, 2013).

Sdo diversas as fungdes dos produtos de cada uma destas unidades, assim,
da transcri¢do da unidade E1A, se obtém duas proteinas responsaveis pela
transcricdo e por induzir a fase S nas células hospedeiras, E1B, duas
proteinas que boqueiam a apoptoses, da unidade E2, trés proteinas
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diretamente relacionadas com a replicacdo do DNA viral, da E3, produtos
que modulam a resposta contra infe¢des no hospedeiro ¢ da unidade Maior
Tardio elementos necessarios para a montagem da capsideo. Os produtos
das unidades E4, por outro lado, ndo tem uma fun¢ao carateristica, mas tem
sido descritos como mediadores transcricionais, na corre¢do do RNA e na
regulacdo translacional (BERK, 2013). A relagdo entre cada setor e seus
produtos proteicos ¢ apresentada na Figura 13.

Figura 13. Esquema do genoma do Adenovirus humano. Las proteinas
virales sdo expressas de forma precoce (cor verde), intermediaria (cor
laranja) e tardia (preta).

Proteina X b
= rr 52 Pentona Hexona 22K, 33K 116 Fibra
13.6K 55K llla pVIL V pVI I 23K 100K pVIll 104 IV
35K ML 15
RNAs ‘
- —— L4
1% . __-E intermediario
VA “.n E3
E1A E1B VALl P
=z= = 12 L3 S
—T— — T T — L — — T T —
RNAs E2A L
precoce
E2B _ E4
— — 4
Va2 E2A
Tardio
Proteina Va2 140K 87K 72K
AdPol pTP DaP
Fase precoce
Fase intermediario

Fonte. Adaptado de (BERK, 2013).

Avances nas técnicas de biologia molecular tem permitido a elaboracao
de adenovirus humanos recombinantes (rHAd). Tais adenovirus
demostraram ser eficientes vetores portadores de antigenos, motivo pelo
qual sdo utilizados no desenvolvimento de vacinas contra diversas
doencas, dentre esses a malaria (ROCHA et al, 2004). Uma das
principais vantagens do uso destes vectores inativos ¢ a capacidade
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imunomoduladora remanescente que apresentam, a qual, pode modificar
respostas imunes nos hospedeiro ¢ desta forma estimular protegdo contra
diversas doencas (ZHANG et al., 2001; TATSIS; ERTL, 2004;
BANGARI; MITTAL, 2006; PRIDDY et al., 2008; PINE et al., 2011;
FRAHM etal., 2012; ZAK et al., 2012).
Os antigenos heter6logos podem ser inseridos em diversas regides do
genoma do Ad, especialmente nas regides E1, E3 e E4, (IMLER, 1995),
sempre que ndo supere a capacidade maxima de empacotamento do
capsideo de 2Kb (MCGRORY et al., 1988; TATSIS; ERTL, 2004)
Atualmente, se lhes denomina HAd de primeira geragdo, aos HAd que
tém a regido E1 (E1A e E1B) substituida pela sequéncia do antigeno, e
tem a possibilidade de aumentar sua capacidade de clonagem pela excisdo
da regido ndo essencial E3 (BERK, 2013). Tais rHAd tém a capacidade
de se desenvolver em limitado niimero de células, sendo as principais as
células HEK293 (células de embrido de rim humano transformadas com
fragmentos de DNA dos adenovirus tipo 5) (GRAHAM et al., 1977). Ja
0s HAd de segunda geragdo, sdo aqueles com delecdo das regides E1-2-3
ed.

O emprego dos rHAd néo replicativos como vetores vacinais possui como

vantagens:

e Uma biologia do virus bem estudada.

e Correto desenvolvimento do virus em diversas culturas celulares
outorgando altos titulos virais sem precisar incorporar seu material
genético no hospedeiro (BERK, 2013).

e Virus bioseguros, ao ter deletado diferentes regides essenciais para
garantir que ndo sejam capazes de replicar (LIMBACH; RICHIE,
2009)

e Infecgdes autolimitadas nos organismos hospedeiro ao mesmo tempo
em que estimulam respostas imunes inata, celulares (CD8+T) e
humorais contra os antigenos exogenos expressados (TATSIS; ERTL,
2004; SCHULDT; AMALFITANO, 2012).

Os sorotipos de adenovirus mais utilizadas como vetores vacinais contra
a malaria e que estdo sendo testadas em alguma fase clinica pelas suas
propriedades de induzirem tanto a resposta imune inata quanto adaptativa
em hospedeiros mamiferos sdo: E (Adenovirus de chimpanzés-ChAdo63),
B (HAd35), D (HAd26) e C (HAdS5) (SCHAGEN et al., 2004; TATSIS;
ERTL, 2004; HOLLINGDALE et al.,, 2017), esta ultima altamente
imunogénico e com comprovada capacidade de estimular a resposta
imune de memoria (CASTELUBER, 2010; BOUILLET etal., 2011a). Na
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Tabela 2 sdo apresentados os adenovirus recombinantes estudados em
estagio clinico para combater qualquer tipo de maldria.

Tabela 2. Candidatos vacinais contra maldria em estagio clinico
formulados com adenovirus recombinante. E (Adenovirus de Chimpanzé
-ChAd63), B (HAd35), D (HAd26) e C (HAd5). PF=P. falciparum, PV=
P. vivax.

Vacina/
Antigeno

Antigeno

Alvo

Fase

% Protecio

HAdS

HAdS/HAdS

HAdS

DNA/HAdS

HAd35

HAd35

HAd35

CSP+ AMAI

CSp

CSP + AMALI

CSP + AMALI

CSp

CSp

CSP +RTS,S

RTS,S

PF

PF

PF

PF

PF

PF

PF

12a

1/2a

1/2a

1/2a

Nao testado
(SEDEGAH
etal., 2011)
0
(TAMMIN
GAetal.,
2013)

0
(TAMMIN
GAetal,
2013)

27
(CHUANG
etal., 2013;
SEDEGAH
etal., 2014)
Nao testado
(CREECH
etal., 2013)
Nao testado
(OUEDRA
OGO et al.,
2013)
44
(OCKENH
OUSE et
al., 2015)
52
(OCKENH
OUSE et
al., 2015)
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Nio testado
ChAd63/MVA ME-TRAP PF 1 (O’HARA
etal., 2012)
21
ChAd63/MVA ME-TRAP PF 1/2a (EWER et
al., 2013)
MSP1 1 Nio testado
(SHEEHY
etal.,
2012a;
ChAd63/MVA PF ’
AMA1 1 SHEEHY et
al., 2012b;
ELIAS et
al., 2013)
0
(SHEEHY
et al.,
2012b;
ELIAS et
AMAI PF al., 2013;
BISWAS et
al., 2014;
ELIAS et
al., 2014)
0
(SHEEHY
ChAd63/MVA 1/2a et al,
2012b;
ME-TRAP + PF ELIAS et
MSP1 al., 2013;
BISWAS et
al., 2014;
ELIAS et
al., 2014)
11
(SHEEHY
etal.,
MSP1 + AMA1 PF 20120
ELIAS et
al., 2013;
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ChAd63/MVA

ChAd63

ChAd63/MVA

ChAd63/MVA

ChAd63/MVA

ChAd63/MVA

ChAd63/MVA
ChAd63/MVA

MSP1

ME-TRAP

CSp

CSp

ME-TRAP

ME-TRAP

ME-TRAP/EPI

PvDBP
RTS,S + ME-
TRAP

PF

PF

PF

PF

PV
PF

1/2a

12a

1/2

BISWAS et
al., 2014;
ELIAS et
al., 2014)

0
(SHEEHY
etal.,
2012b;
ELIAS et
al., 2013;

BISWAS et
al., 2014;
ELIAS et
al., 2014)

Nio testado

(OGWANG

etal., 2013;

KIMANI et
al., 2014)

Nao testado

(DE

BARRA et

al., 2014)
7
(HODGSO
N et al,,
2015)

13
(HODGSO
N et al.,,
2015)
67
(OGWANG
et al., 2015)
Nao testado
(AFOLABI
et al., 2016)
Nio testado
82
(RAMPLIN
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Getal,
2016)

75
(RAMPLIN
Getal,
2016)

RTS,S PF 1/2

Fonte. Adaptado de: (HOLLINGDALE et al., 2017).

A imunizacdo com tais adenovirus em todos os casos implica a utilizacdo
de protocolos de dose-refor¢o ou prime —boost.

1.4.4  Protocolos de Dose-reforco ou Prime-boost

A baixa imunogenicidade estimulada por diferentes candidatos vacinais,
especialmente aqueles formulados a partir de subunidades dos agentes
etiolégicos, tem sido um dos principais obstdculos para o
desenvolvimento de novas vacinas eficientes no controle de diferentes
doencas.

Por este motivo, na atualidade a grande maioria de vacinas formuladas
com agentes etioldgicos inativos, atenuados, ou por subunidades
recombinantes destes, requerem a aplicacéo de dois ou mais reforcos para
obter valores significativos de imunogenicidade

Os protocolos de dose-reforco podem ser classificados de acordo com os
tipos de vetores vacinais a ser utilizados em: Homélogo (quando os
antigenos sdo subministrados pelo mesmo vetor na primeira dose e nos
reforgos) e Heterélogo (quando sdo administrados diferentes vetores na
dose e nos reforgos).

Antigenos do estagio pré-eritrocitico administrados com protocolos dose-
reforco heterdlogo demostraram ser capazes de bloquear o estagio pré-
eritrocitico do parasito, ao estimular tanto uma imunidade humoral quanto
celular (BIRKETT etal., 2013).

Do mesmo modo, estudos realizados em primatas ndo humanos com tal
protocolo de estimulo inicial com gp160 do SIV expressa em vaccinia
virus e reforco com proteina gp160 expressa em células infectadas com
baculo virus, resultaram em 100% dos animais protegidos quando
desafiados com virus imunodeficiéncia simia (SIV) (HU SL et al., 1992).
Considerando a relevancia de tais resultados, os protocolos dose-reforco,
ou prime-boost, heterdlogos estdo sendo amplamente utilizados para
elaborar outros candidatos vacinais contra malaria, hepatite C, AIDS ou
anthrax (MCCONNELL et al.,, 2007; WINSTONE et al., 2009;
FOURNILLIER etal., 2013).
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No modelo de malaria murina, a PyCS, primeira proteina testada com o
protocolo dose (virus influenza ou vaccinia recombinantes) -reforgo
(virus influenza ou vaccinia recombinantes), demostrou que a ordem dos
vetores é importante para a obtencdo da resposta imune desejada (LI et
al., 1993). Posteriormente, Brufia-Romero et al., (2001) imunizaram
camundongos BALB/c com prime (AdPyCS) -boost (VacPyCS) e
obtiveram um aumento de células T CD8* e T CD4*, altos titulos de
anticorpos inibitorios de esporozoito e uma inibicdo de 100% do
desenvolvimento do ciclo de vida do parasito apds de trés meses e meio
da aplicacdo do prime. Neste mesmo contexto, Gonzalez-Aseguinolaza et
al. (2003) propuseram o uso de prime (influenza adaptado ao frio) — boost
(MVA atenuado) para diminuir os riscos de usar uma vacina com
influenza moderadamente atenuada, conseguindo induzir protecdo nos
camundongos expostos a P. yoelii.

Por outra parte, os vetores de DNA com os antigenos PbCS e PbTRAP
também foram testados em protocolo prime (DNA)-boost (MVA),
alcancando-se uma protecdo mais eficiente nos camundongos imunizados
com a mistura ou apenas com PbCS (SCHNEIDER et al., 1998). Assim
mesmo, tais antigenos protegeram totalmente camundongos C57BL/6,
guando foram imunizados com protocolo dose (AdPbCS e ADPbTRAP)-
reforgo (proteina PbCS e VacPbTRAP) (BAUZA et al., 2015).

Os protocolos heter6logos (proteina-adenovirus) também demostraram
ser eficientes no controle do P. vivax, como foi observado em estudos
com os antigenos do estagio eritrocitico AMA-1, realizados por Bouillet
et al. (2011) em camundongos, nos quais se observou o estimulo de
respostas mediadas por anticorpos, assim como a proliferacdo de células
T de memoria. Adicionalmente, De Cassane et al. (2015), utilizaram os
poxvirus e adenovirus recombinantes expressando a PvDBP variante
Salvador |, detectando a presenca de anticorpos e células T nos
camundongos e coelhos imunizados. Os anticorpos gerados aderiram aos
parasitos nativos e inibiram a ades&o ao receptor DARC em experimentos
in vitro. Este mesmo fendmeno protetor, ja tinha sido descrito
anteriormente pela aluna de doutorado do nosso grupo Marisa F.
Casteluber (2010) e foi um dos alvos do nosso trabalho atual.
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2 JUSTIFICATIVA

A Maléria é um problema de satide mundial, que atinge especialmente os
paises da Africa e do Sudeste Asiatico. Em 2015, segundo o dltimo
informe da Organizacdo Mundial da Saude, foram diagnosticados 212
milhGes de novos casos no mundo, a maioria criancas entre dois a dez
anos. Embora estes ndmeros tenham diminuido nos ultimos anos, o
surgimento de espécies de Plasmodium resistentes as drogas e de
mosquitos vetores resistentes aos principais inseticidas, poderiam
comprometer os avangos obtidos até o momento.

O P. vivax é a espécie mais distribuida fora da Regido Africana.
Inicialmente foi descrito como um parasito benigno, conceito que nos
ultimos anos tem sido modificado por causa do aparecimento de sintomas
graves, que em alguns casos desencadearam a morte.

Diante deste panorama, uma solucéo vidvel para o controle da malaria
poderia ser o desenvolvimento de uma vacina regional eficiente contra as
principais espécies. Tal desenvolvimento pode estar focado em combater
um ou mais dos trés estagios do ciclo de vida do parasito (estagio sexual,
estagio pré-eritrocitario e estagio eritrocitario).

Diversos autores tém manifestado que o desenvolvimento de uma vacina
contra o estagio eritrocitico poderia prevenir a invasao dos eritrécitos e,
por conseguinte, a liberacdo dos produtos tdxicos responsaveis pela
aparicdo dos diversos sintomas da doenca.

Neste panorama, as proteinas encarregadas do reconhecimento dos
eritrocitos, se mostram como 0s antigenos mais promissores para 0
desenvolvimento desta vacina.

Diversos estudos tém realcado a importancia na invasdo dos eritrdcitos da
proteina AMAL, do fragmento C-terminal da MSP-1, da regido Il da
proteina Duffy-Binding Protein do P. vivax (PvDBP-II), assim como da
regido M2 da proteina Merozoite Apical Erythrocyte Binding-ligand
(MAEBL-M2), e tém demostrado que tais antigenos estimulam as
respostas imunes humorais e celulares, assim como induzem altas taxas
de sobrevivéncia em modelos murinos e em primatas ndo humanos
imunizados. Porém, maiores estudos sdo necessarios para determinar a
formulacéo vacinal ideal, assim como o sistema de entrega mais eficiente.
Na atualidade os vetores virais recombinantes, como o adenovirus tipo 5
usado neste estudo, sdo capazes de potencializar as respostas imunes
celulares e humorais, 0 que 0s converte em excelentes vectores vacinais
para serem usados sozinhos ou, de forma mais eficiente, em protocolos
de imunizagdo mistos (prime-boost heterélogo) junto a outras
apresentacBes dos mesmos antigenos parasitarios.
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Baseado neste panorama, e na falta de capacidade dos P. vivax de infectar
camundongos, o presente trabalho buscou avaliar a eficiéncia de uma
vacina multiantigénica formulada com as variantes PvDBP-II-MT e PA,
administrada por vectores virais recombinantes ou como proteinas
recombinantes purificadas em presenca do adjuvante Montanide ISA 720,
em primatas ndo humanos antes e ap0s o desafio com P. vivax.
Adicionalmente, o presente estudo pretendeu avaliar a capacidade
protetora em camundongos de um novo antigeno baseado na proteina
MAEBL-M2 dos P. vivax.
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Hipdtese

As vacinas formuladas com antigenos que atingem dois ou mais estagios
sdo mais imunogeénicas e eficientes que aquelas formuladas s6 com um
antigeno.

3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Desenvolver uma vacina antimalérica, contra a infecgao causada pelo
Plasmodium vivax, baseada em antigenos da fase eritrocitica do ciclo
de vida do parasito.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar nos primatas ndo humanos Aotus lemurinus
griseimembra imunizados com uma vacina experimental
baseada nos antigenos MSP1i5, AMAL e DBP-1I-MT e PA da
fase eritrocitica do P. vivax as respostas imunes e a capacidade
protetora contra o parasito.

e Imunizar macacos Aotus lemurinus griseimembra com as quatro
proteinas  purificadas e  adenovirus  recombinantes
correspondentes.

e Avaliar as respostas imunes humorais e celulares induzidas pelos
candidatos vacinais.

e Determinar a capacidade protetora in vivo dos candidatos
vacinais ap0s o desafio com P. vivax.

» Otimizar a formulagdo vacinal multiantigénica, a partir da
producdo da proteina recombinante MAEBL-M2
e Produzir e purificar adenovirus recombinantes capazes de

expressar as proteinas PvMAEBL-M2.

e Determinar a capacidade protetora in vivo do candidato vacinal
otimizado.
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1  APRESENTACAO DO CAPITULO

O presente capitulo apresenta os resultados de um ensaio pré-clinico
realizado em primatas ndo humanos com alguns dos nossos candidatos
vacinais, dentre eles as proteinas PvDBP-1I-MT e PA. Esses dois
antigenos foram escolhidos em virtude dos bons resultados descritos pela
Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber durante seu doutorado, os
quais empregamos para elaborar o manuscrito apresentado na minha
qualificacéo.

Neste capitulo, so descritas a prote¢ao e as respostas imunes estimuladas
apos imunizagdo com a mistura de quatro antigenos do estagio eritrocitico
do P. vivax (PvAMAL, PvMSP1,, PvDBP-II-MT e PA), administrados
com o protocolo heterélogo P/P/A.

Estes experimentos foram produto da parceria de nosso grupo de pesquisa
com o Centro de Investigacion Cientifica Caucaseco em Cali, Col6mbia.
Como produto desta pesquisa, foi escrito um manuscrito intitulado:
Immunogenicity and Protective Efficacy of recombinant P. vivax antigens
administered in prime-boost protocols to Aotus monkeys, que em breve
serd submetido para publicacéo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1  Protocolos de imunizac¢des dos primatas ndo humanos

Para o presente estudo foram usados 14 macacos Aoutus lemurinus
griseimembra, machos e fémeas néo prenhas, provenientes da Fundacién
Centro de Primates (FUCEP) em Valle del Cauca, Colémbia. Tais
animais foram imunizados, segundo os protocolos descritos na Figura 14,
manipulados e desafiados nas instalagbes do Centro de Investigacion
Cientifica Caucaseco conforme os protocolos éticos da mesma FUCEP e
da CEUA/UFMG.

Brevemente, 12 macacos pesando em média 800 g., com fungdes
hepéaticas e renais normais e bom estado geral de salde foram
previamente tratados com antiparasitarios (Mebendazol durante 5 dias a
35 mg/Kg e Ivermectina por 24 h a 200 pg/Kg) e separados em dois
grupos contendo 6 animais cada um (6 controles (Ctrl) e 6 animais
imunizado com proteinas, proteinas e adenovirus (PPA).

As coletas de sangue para os posteriores ensaios foram realizadas antes
de cada imunizacdo e do desafio, e 40 semanas apds o inicio do
experimento. As proteinas e adenovirus recombinantes utilizados foram
construidos e analisados pelo nosso grupo e enviados até a Colémbia para
sua utilizacdo na presente pesquisa.
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Figura 14. Protocolo de imunizagdes utilizado para avaliar a capacidade
imunogénica dos candidatos vacinais baseados nas proteinas PvDBP-II-
MT e PA, AMAL e MSP1;9. Na parte superior pode ser observado o
esquema vacinal utilizado no presente trabalho. Os primatas ndo humanos
foram separados em dois grupos (controles e PPAmMIix). Os animais
controle foram imunizados via subcutadnea no dia zero (Estimulo Inicial),
assim como quatro semanas depois (Refor¢o 1) com 500 uL contendo
solucdo salina (SS), e oito semanas ap6s o Reforco 1 (Reforgo 2) com 4
x 10° PFU/animal de rAdCtrl. Os individuos do grupo PPAmix foram
imunizados nos mesmos periodos de tempo com um estimulo inicial e um
posterior reforco 1 contendo 40 pg/animal de mistura de antigenos
proteicos (Pmixy € com um reforgo 2 contendo 4 x 10° PFU/animal da
mistura de adenovirus recombinantes (rAdmix). Finalmente, ambos grupos
foram desafiados por via intravenosa quatro semanas depois do Reforco
2 com 10° formas sanguineas de parasito vivo P. vivax (Salvador-1). As
coletas de amostras foram realizadas antes de cada imunizacdo e do
desafio, assim como 24 semanas ap6s do mesmo. Na parte inferior estdo
descritas as formulacdes empregadas tanto no Estimulo Inicial como nos
Reforgos para os grupos Controle e PPAmix.

Estimulo Reforgo Reforgo
Grupo inicial 1 2
500ul 500ul 41089 PFU
Controle SS SS AdCtrl
40ug 40ug 4x10e8 PFU pos
PPA Pmix Pmix Admix Desafio desafio
0 4 12 16 0 Semanas
Amostras T T T T %
P. vivax
Estimulo Reforgo Reforco
Grupo inicial 1 2
Controle 88 8§s AdCtrl
Solugao Solugéo
Salina Salina rHAdLacZ
PPA Pmix Pmix rAdmix
PvDBP-II-MT  PvDBP-II-MT  rHAdPvDBP-II-MT
PvDBP-1I-PA  PvDBP-II-PA  rHAdPvVDBP-1I-PA
PvAMA1 PvAMA1 rHAdPvAMA1
PvMSP19 PvMSP19 rHAdPVMSP 19
Adjuvante Montanide Montanide
ISAT20 ISA720

2.2 Estudo das respostas imunes humorais estimuladas pelos
candidatos vacinais

As respostas imunes humorais estimuladas pelos candidatos vacinais
formulados com os principais antigenos PvDBP-1I-MT, PvDBP-II-PA,
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PVAMAL (BOUILLET et al., 2011b) e PvMSP115-PADRE (CUNHA et
al., 2001) foram analisadas pelo método de ELISA, assim como por
imunofluorescéncia indireta (IFAT) a partir das amostras de sangue
coletadas conforme aos protocolos prdprios do Centro de Investigacion
Cientifica Caucaseco.

2.2.1 Deteccdo dos niveis de anticorpos especificos mediante
ensaios de ELISA

Anticorpos 1gG especificos contra 0s quatro antigenos maléricos
presentes no soro coletado dos animais foram avaliados por ELISA em
placas de 96 pocos (Maxisorp; Nunc, Roskilde, Denmark). As placas
foram sensibilizadas durante 2 h a 37 °C com 200 ug/poc¢o das quatro
proteinas, misturadas ou separadas, em Coating Buffer (15 mM Na.COs,
35 mM NaHCOs3, pH 9.6) + 2 % albumina do soro bovino (BSA). Ap6s
esse periodo, as placas foram blogueadas com PBS + 2.5% BSA durante
16 h a 4 °C, lavadas com PBS-T e incubadas durante 1 h a 37 °C com
diferentes dilui¢des dos soros dos macacos imunizados + 1% BSA. Apos
incubacdo, as placas foram novamente lavadas com PBS + 0,05% Tween
20 e incubadas com o anticorpo secundario anti IgG de Aotus conjugado
a peroxidasse (produzido no centro de Desenvolvimento de drogas e
vacinas contra Malaria, Cali, Colémbia e conjugado no Absea
Biotechnology Ltd., Beijing, People’s Republic of China). Finalmente, as
placas foram analisadas mediante determinacao da absorbancia de luz de
frequéncia de 405 nm (ODags) em espectrofotdmetro (MRX; Dynex
Technologies, Inc., Chantilly, VA). O ponto de corte foi determinado pela
absorbancia média obtida do soro de 10 macacos ndo imunizados e com
auséncia de historico de maldria frente aos diversos antigenos. Os foram
considerados positivos quando maiores ou iguais ao ponto de corte
acrescido de trés desvios padrdes (+ 3 SD).

2.2.2 Avaliacdo do potencial reativo dos anticorpos induzidos
mediante ensaios de imunofluorescéncia

O potencial reativo dos anticorpos IgG gerados nos primatas imunizados
contra o P. vivax, cepa variante Salvador-l foi avaliado por IFAT
seguindo protocolo descrito anteriormente por Golenda e colaboradores
(1997) com certas modificagfes (GOLENDA et al., 1997).

Brevemente, amostras coletadas de sangue dos macacos infectados com
P. vivax-Sal-I foram passadas por colunas CF11 celulose, para a remogéo
dos leucdécitos presentes, centrifugadas a 5000 g por 10 minutos a
temperatura ambiente (T amb) e analisadas por coloracdo de Giemsa para
determinar os estagios parasitarios presentes. Posteriormente, a fracdo
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parasitaria foi lavada trés vezes com meio RPMI e cultivada por 40 h. Em
seguida, os esquizontes obtidos foram fixados as laminas e incubados por
1 h com os soros dos macacos imunizados diluidos 1:50 com PBS. Apds
essa hora, as amostras foram incubadas por 1 h com o anticorpo
secundario anti-Aotus 1gG conjugado a fluoresceina (produzido no
Centro de Desenvolvimento de Drogas e Vacinas contra Malaria, Cali,
Colombia e conjugado no Absea Biotechnology Ltd., Beijing, People’s
Republic of China), lavados e analisados no microscopio de
fluorescéncia.

2.3  Triagem do perfil de citocinas estimulados pelos candidatos
vacinais formulados com os principais antigenos da fase
eritrocitaria

As andlises dos perfis de citocinas [ Thl (IL-2, IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-
4 e IL-5), Treg (IL-10) ] e a producdo de IFN-y pelas células
mononucleares do sangue periférico (PMBC) foram realizados no Centro
Internacional de Vacunas em Cali, Colémbia com os kits comerciais Non-
Human Primate Th1/Th2 Cytometric Bead Array kit (CBA; BD
Bioscience) e human IFN-y ELIspot (MABTECH, Stockholm, Sweden)
conforme especificacGes dos fabricantes.

2.3.1 Deteccdo de citocinas presentes no soro mediante Arranjo
citométrico por beads (CBA)

Para a deteccdo das citocinas presentes no soro dos macacos imunizados
e controle foram realizados ensaios de citometria de fluxo com contas.
Inicialmente os padrdes de citocinas foram reconstituidos e diluidos de
forma seriada em 200 pL de diluente (abastecido pelo kit) antes de serem
misturados com o0s contas de captura e reagentes de deteccéo (portadores
dos anticorpos anti-human IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF e IFN-
v). Posteriormente, 50 uL das diluigdes dos soros dos macacos foram
incubados com 50 pL de cada pool de contas por 3 ha T amb.

Apos a incubacdo, as amostras foram lavadas com 1 ml de Wash Buffer
e centrifugadas a 200 g por 5 minutos.

Posteriormente, os pellets foram ressuspendidos com 300 uL de Wash
Buffer e incubados com o reagente de detecgdo (portador dos anticorpos
anti-human IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF e IFN-y) durante 3 h a T amb nas
placas de leitura.

Apds este tempo, as placas foram lavadas com Wash Buffer e analisadas
por citometria de fluxo contra as curvas padrdes geradas para cada padréo
de citocina.
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2.3.2 Deteccdo do IFN-y secretado pelas células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) por teste Enzyme-Linked
InmunoSpot (ELISPOT)

Como primeiro passo nos ensaios de ELISPOT, placas de 96 pocos com
5 pg/ml do anticorpo de captura Anti-human IFN-y mAb (1-D1K;
Mabtech AB) foram incubadas por 16 h a 4 °C. Em seguida 0s pogos
foram lavados e blogueados por 2 h com meio RPMI com 10% de soro
humano a T amb. Ap6s o blogueio, foram adicionadas a cada poco 200
uL das solugdes contendo 5x10° PBMC e 10 pg/ml das proteinas de
interesse purificadas, separadas ou em conjunto (MSP1li,, AMAL,
PvDBP-11-MT e PvDBP-II-PA) e colocadas novamente em incubag&o por
40 h a 37 °C com 5% CO.. Posteriormente, as placas foram novamente
lavadas duas vezes com PBS-T e incubadas com 1 pg/ml do anticorpo de
detecgdo biotinylated anti-IFN-y mAb (7-B6-1; Mabtech AB) por 16 h a
4°C.

Finalmente, as placas foram lavadas duas vezes com PBS-T e
posteriormente com PBS e reveladas com a adicdo de estreptavidina
conjugada a fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Germany) em presenca de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro
blue tetrazolium (BCIP/NBT) (Sigma-Aldrich) para deteccdo
colorimétrica.

A contagem dos spots foi determinada em lupa binocular e os resultados
foram expressos em niimeros de spots por 106 PBMC.

2.4  Estudo in vivo da capacidade protetora do candidato vacinal
baseado nos principais antigenos da fase eritrocitica da juncéo
PvDBP-DARC

O estudo da capacidade protetora in vivo dos candidatos vacinais foi
realizado no Centro Internacional de VVacunas em Cali, Colémbia.
Brevemente, 10° formas sanguineas do P. vivax-Sal-1, gentilmente doados
pelo Dr. William Collins (Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA), foram multiplicados em dois macacos Aoutus lemurinus
griseimembra sem imunizar com o candidato vacinal. Estes parasitos
foram posteriormente retirados e utilizados para o desafio dos dois grupos
de macacos experimentais. A parasitemia foi semanalmente avaliada por
coloracdo de Giemsa até o dia 56 ou até os animais apresentarem sintomas
da doenca. Finalmente, todos os animais foram tratados com 25 mg de
Sulfadoxina + Pirimetamina.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizac8o de primatas ndo humano no presente estudo foi aprovado
pelas institui¢des participantes baseado na alta homologia genética entre
tal espécie com a humana e a incapacidade do P. vivax de infetar outras
espécies além das primatas (AMERI, 2010; CULLETON; FERREIRA,
2012). Outra dificuldade no desenvolvimento de novos candidatos
vacinais contra esta espécie, € a falta de protocolos de cultura de longa
duracio (ROOBSOONG et al., 2015) que permita o obtencdo de
Anopheles infetados e a consequéncia, 0 mantimento deste parasito no
laboratério.

No presente trabalho os titulos de ELISA, IFAT, CBA e ELISPOT
estimulados pelo candidato vacinal sdo apresentados qualitativamente na
Tabela 3, assim como os valores da parasitemia total atingidos ap6s o
desafio com o parasito.

Tabela 3. Resumo qualitativo dos principais titulos obtidos nos ensaios
ELISA, IFAT, CBA, ELISPOT (IFN-y) e parasitemia acumulada ao final
do desafio.

DEF-PA  DBP-MT PARASITEMIA

| 25 [ 25 ]
[125[ 175 10 [ 25 |
| 8000 | 6000 [ 5000 [ 20 | 12,5 [ 10 |

4,37

| 5 |
| s 477 3200 |

[ 16000 | 16000 [ 10000 [ 10000 [ 8000 | 20 [ 12,5 [ 10 |
| 8000 [ 5000 |

T SRR M/ B
20 | 175 | 125 | 75 5 ,05 | 6400 |
[ 20 |
| 6400 |

[ 20 | 125 |
4,24
[ 20000 [ 15 |

L

| 40000 | [ 125 ] 75 |

Muito baixo (Vermelho) Baixo (Laranja) Médio(Amarelo) Alto (Verde claro) Muito alto (Verde).
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3.1 Avaliacdo dos niveis de resposta imune humoral estimulada
apds a imunizacdo com o0s principais antigenos da fase
eritrocitaria

3.1.1 Quantificagdo por ELISA dos titulos de anticorpos IgG
induzidos pelas diversas imunizactes

A capacidade imunogénica das quatro proteinas recombinantes (Pmix),
administradas como estimulo inicial e posteriormente como reforgo
imune, assim como dos quatro adenovirus recombinantes (rAdmix),
administrado como segundo refor¢co (Figura 14) foram avaliadas
separadas ou conjuntamente. Para isso, amostras dos soros dos Aotus
imunizados foram coletados antes de cada dose vacinal, assim como antes
e apds 28 semanas do desafio, e 0s titulos dos anticorpos especificos
gerados em cada primata foram quantificados pelo ensaio de ELISA como
mostrados na Figura 15.

Analisando a imunogenicidade dos quatro antigenos em cada individuo
imunizado, pode-se concluir que apesar de existir resposta imune
especifica em todos os individuos vacinados, a imunizacdo foi
heterogénea, existindo altos e baixos respondedores a vacina.

Desta forma, apds quatro semanas da administracdo do Pmix, o individuo
785 produziu anticorpos acima da média contra os quatro antigenos,
seguido pelo 015. Como pode ser observado na tabela 2.

Ja apds o primeiro refor¢o, PPmix, observou-se um aumento nas sinteses
de anticorpos nos individuos 774 e 797, que da mesma forma que o
individuo 015, apresentaram valores acima da nova média contra ao
menos um dos antigenos.

O reforgo prévio ao desafio, rAdmix, ndo conseguiu aumentar os titulos
dos anticorpos contra 0s quatro antigenos, mantendo-se os valores por
acima da média nos individuos 774, 015, 785 e os menores nos 797 e 105.
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Figura 15. Titulo de anticorpos induzidos em cada individuo apds
administragdo dos candidatos vacinais através do tempo. ELISA realizado
em placas sensibilizadas com as proteinas (PvDBP-11-MT, PvDBP-II-PA,
PVAMAL e PvMSP119) separadas ou misturadas (MIX) como indicado
em cada caso. Como anticorpos primarios foram utilizados os soros dos
primatas imunizados diluidos de forma seriada de 1:200 até 1:160000. O
anticorpo secundario anti-lgG de Aotus foi utilizado na diluigdo 1:10000.
Ponto de corte valor média +/- trés desvios padro.
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Na Figura 16, mostram-se as médias dos titulos de anticorpos contra cada
antigeno individual (AMAL, MSP119, DBP-11-PA e DBP-II-MT), assim
como contra a mistura de todos eles quando aderidos no fundo da placa
de 96 pogos.

Nesta cinética, no tempo zero, 0s animais apresentaram titulos basais de
200 para todos os anticorpos. Estes titulos aumentaram, quatro semanas
apos a administracdo do Pmix e foram significativamente diferentes aos
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valores basais como mostrado na Tabela 4. Ainda em esta tabela pode se
observar que a administracdo da segunda dose de proteinas, PPmix,
induziu um aumento significativo dos titulos de anticorpos em todos os
€asos.

Tabela 4.-Titulo de anticorpos induzido apds administracdo da
formulagdo vacinal com os 4 antigenos AMAL, MSP135, DBP-II-PA e
DBP-1I-MT.

1gG especifica
&
0&0 Média + Desvio padrdo
& DBP-11- | DBP-II-
MIX AMA1 MSP119 MT PA
TO 200 £ 200 £ 200 £ 200 £ 200 £
(0 semanas) 6,3 4,7 6,3 6,3 6,3
Pmix 12400 14800 + 8000 4600 3200 =
(4 semanas) 49,8 54,4 40 30,3 25,3
PPmix 17600 £ 21600 £ 10400 7000 = 8800
(12 semanas) 59,33 65,7 45,6 37,4 419
PPAMIX 14800 £ 22400 £ 10400 + 6200 * 6400 +
(16 semanas) 54,4 66,9 45,6 35,2 35,8
Desafio 84000 £ 72000 £ 44000 £ 40000 * 28000 +
(40 semanas) 129,6 120 93,8 89,4 74,8
Ctrl (-) 1250 + 250 + 1125+ _ _
(40 semanas) 17,6 7,9 16,7

Na Figura 16, também pode ser observado que os niveis dos anticorpos
induzidos pelo estimulo da terceira dose, o adenovirus (PPAmix), ndo
aumentaram, podendo isto indicar uma baixa imunogenicidade dos
diversos rHAd utilizados. Contudo, os titulos chegaram a seus pontos
mais altos apds do desafio.
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Figura 16. Valor médio dos titulos de anticorpos induzidos nos seis
primatas Aotus imunizados. ELISA em placas sensibilizadas com as
proteinas (PvDBP-II-MT, PvDBP-II-PA, PVAMALl e PvMSP119)
separadas assim como misturadas (MIX). Como anticorpos primarios
foram utilizados os soros dos primatas imunizados diluidos em diluicdo
seriada de 1:200 até 1:160000. O anticorpo secundario anti-Aotus IgG foi
utilizado na dilui¢do 1:10000. Os dados foram analisados por GLM no
IBM SPSS Statistics 23 e comparados pelo t-student, p<0,05, corrigido
pelo coeficiente de Sidak.
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A diferenca significativa entre a producdo dos anticorpos pelos animais
imunizados e os controles observada desde a primeira imunizacao até o
desafio, permite concluir que os antigenos empregados estimularam a
producdo de altos niveis de anticorpos IgG especificos.

A andlise dos resultados obtidos por intermédio do modelado linear geral
(GLM) indicaram gue a quantidade de anticorpos sintetizada em cada um
dos tempos tem uma relacdo direta com o ndmero de imunizacdes e com
0 tempo transcorrido. Assim mesmo, mediante deste modelo, foram
determinadas as diferencas estatisticas entre as diferentes imunizagdes
pelo teste t-student, com valores de p <0,05 corrigido pelo coeficiente
SIDAK, para diminuir os erros Tipo | (Afirmar que ndo existe diferenca
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significativa quando existe) em varias hip6teses simultaneas
(LEGENDRE; LEGENDRE, 2012).

As superioridades dos titulos obtidos apds as imunizagGes com respeito
ao tempo zero indicam que os antigenos utilizados sdo imunogénicos.
Neste contexto, os valores das pendentes obtidas para cada um dos
anticorpos com respeito ao tempo permite afirmar que ao parecer 0s
antigenos AMA1, MSP1i9, seguidos pelos DBP-II-MT e finalmente
DBP-11-PA, foram os mais imunogénicos. Recentemente, Obaldia et al
(2017) observaram efeitos humorais parecidos em soros de primatas
Aotus, ap6s ser imunizados com os antigenos AMALl e MSP1lsy
administrados em 3 priming com DNA e um boost com os rHAd.

Assim mesmo, a baixa imunogenicidade das proteinas PvDBP
formuladas com o adjuvante Montanide ISA 720 observada no presente
trabalho, é congruente com estudos prévios, nos quais foram descritos
uma melhor producdo destes anticorpos quando formulados com o
adjuvante de Freund (AREVALO-HERRERA et al., 2005).

A diferencga entre os titulos atingidos ap06s as diferentes estimulacfes
assim como os resultados estatisticos sdo apresentados na Tabela 5. Nesta
tabela se observa na cor vermelha, que as imunizagdes PPAmMix
enfraqueceram todos os titulos dos anticorpos em comparacdo com a
imunizacdo PPmix, menos o correspondente a AMALl. Da mesma
maneira ressalta que os niveis de anticorpos estimulados apds qualquer
imunizacdo sdo maiores que os estimulados nos controles negativos apés
0 desafio (Ctrl (-) desafio)

Tabela 5. Diferencas dos titulos de anticorpos induzidos ap6s
administracdo do protocolo PPAmiIx.

1gG
Imunizagdes DBP- | DBP-
MIX | AMAL1 | MSP119 H-MT | 11-PA
) (J) Diferenca (1-J)
Pmix -12200 | -14600 -7800 -4400 -3000

(4 semanas)
PPmix -17400 | -21400 -10200 -6800 -8600
(12 semanas) * * * * *
TO PPAmix | -14600 | -22200 | -10200 | -6000 | -6200

(0 semanas) (16 semanas) * * * &3 €2
Desafio -83800 | -71800 -43800 | -39800 | -27800
(40 semanas) * * * * *
Ctrl(-) | -1050 | -50 -925

* *

(40 semanas) *
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PPmix -5200 -6800 -2400 -2400 -5600
(12 semanas) * * * * *
PPAMIXx -2400 -7600 -2400 -1600 -3200
Pmix (16 semanas) * g * * *
(4 semanas) Desafio -71600 | -57200 -36000 -35400 | -24800
* * * * *

(40 semanas)
Ctrl (-) 11150 | 14550 6875
(40 semanas) * * *
PPAMIx 2800 -800 0 800 2400
(16 semanas) * * * *
PPmix Desafio -66400 | -50400 -33600 | -33000 | -19200
(12 semanas) | (40 semanas) * * * * *
Ctrl (-) 16350 | 21350 9275
(40 semanas) * * *
Desafio -69200 | -49600 -33600 | -33800 | -21600
PPAMIx (40 semanas) * * * * *
(16 semanas) Ctrl (-) 13550 22150 9275
(40 semanas) * * *
Desafio Ctrl (-) 82750 71750 42875
(40 semanas) | (40 semanas) * * *
* Diferencas significativas entre os tratamentos apresentados na coluna I vs J.
(ex. O Titulo de anticorpos no TO- Coluna (I) é inferior em 12800 unidades ao
titulo Pmix — Coluna (J)).
Comparagdo multipla pelo t-student, p<0,05.
Valores em vermelho indicam que os titulos de anticorpos da coluna | sdo
maiores aos apresentados na coluna J.

Finalmente, é interessante observar que no ELISA sensibilizado com as
guatro proteinas, ndo teve um titulo igual a somatéria dos antigenos que
0 compde, indicando uma possivel interferéncia entre estes no momento
da avaliagéo.

3.1.2 Andlises da capacidade de reconhecimento dos anticorpos
sintetizados por IFAT

Apos ter verificado a sinteses dos anticorpos 1gG especificos contra as
quatro proteinas utilizadas, se procedeu avaliar a capacidade destes em
reconhecer parasitos por IFAT. A Figura 17 apresenta o reconhecimento
dos esquizontes pelos anticorpos especificos presentes em cada soro dos
primatas imunizados.
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Figura 17. Titulos de anticorpos detectados por imunofluorescéncia
observados em cada primata ndo humano apds cada imunizacdo com o
protocolo PPAmix. Reconhecimento dos esquizontes fixados em laminas
pelos soros diluidos em PBS. Como anticorpos primarios foram utilizados
0s soros dos primatas imunizados diluidos de forma seriada de 1:200 até
1:160000. O anticorpo secundario anti-Aotus IgG foi utilizado na diluicdo
1:10000.
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Nesta Figura 17, podemos observar que os titulos de fluorescéncia
induzidos pela administracdo da primeira dose, Pmix, ndo foram iguais
nos seis individuos imunizados, apresentando-se inferior no macaco 797
e elevados nos individuos 785, 105, 15 e 774, tal comparacdo pode ser
observada de forma qualitativa na Tabela 2. Porém, esta vantagem se viu
diminuida depois da administracdo da segunda dose, PPmix, ja que os
niveis de anticorpos no individuo 797 aumentou, enquanto 0s outros
guatro individuos permaneceram quase iguais ou até diminuiram, como
no caso do 774.

A aplicagdo da terceira dose, rAdmix, estimulou um maior
reconhecimento dos parasitos no macaco 797. Isto chama a atencdo
considerando que os anticorpos estimulados pelo segundo reforgo neste
individuo foi s um pouco inferior & média calculada.

Ja as capacidades de reconhecimento estimuladas pelo desafio, ndo
tiveram diferenca estatistica entre os individuos imunizados (34000 *
1318,9) e os controles negativos (29050 + 1474,6). Como pode ser
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observado na cor vermelha na Tabela 6, a diferenca entre estas duas
médias foi 4950.

Tabela 6. Diferencas com respeito ao tempo das médias da capacidade de
reconhecimento dos anticorpos estimulados, corrigidos pelos coeficientes
de Sidak para a comparacdo multipla, p <0,05. As coletas e as analises
das amostras de sangue foram realizadas antes da proxima imunizacao e
24 semanas ap0s do desafio.

Imunizagéo Diferencas entre imunizagdes (1-J)
Media PPmix PPAmMix | Desafio Desafio
m Desv. ) ) ) Ctrl (-)
padréo Q)]
Pmix 5200 + -2880 -23850
(4 semanas) 1318,9 560 -3120 & *
PPmMix 4640 + -3680 -29360 -2441
(12 semanas) 1318,9 - * *
PPAMix 8320 * _ » -25680 -20730
(16 semanas) 1318,9 & A
Desafio | 34000
(40 semanas) 1318,9 - - - 4950
Ctrl (-) 29050 +
(40 semanas) 1474,6 - - - -

* Diferencas significativas das imunizagdes da coluna I vs J. Comparagdo
multipla pelo t-student, p<0,05.
Valores em vermelho indicam que o reconhecimento dos anticorpos das
imunizagBes da coluna | sdo maiores as imunizages na fila J.

A partir destes dados, poderiamos concluir que os anticorpos sintetizados
pelos dois grupos atingiram a capacidade maxima de reconhecimento dos
parasitos.

Na média grupal este aumento da capacidade de reconhecer o0s
esquizontes eritrocitarios do P. vivax, experimentou de forma geral um
aumento exponencial no transcurso das 40 semanas avaliadas, como pode
ser observado na Figura 18 e na Tabela 6.



102 Capitulo Il

Figura 18. Cinética da capacidade dos anticorpos de reconhecer
esquizontes eritrocitarios. Os valores representam os titulos de
imunofluorescéncia (IFAT) dos animais imunizados. Reconhecimento
dos esquizontes fixados em laminas pelos soros diluidos 1:50 até 1:80000
em PBS e revelados com o anticorpo secundario anti-Aotus 1gG
conjugado a fluoresceina. A visualizagdo foi realizada por microscépio
de fluorescéncia a partir das amostras obtidas antes de cada imunizacéo.
Os dados foram analisados por GLM no IBM SPSS Statistics 23 e
comparados pelo t-student, p <0,05, corrigido pelo coeficiente de Sidak.
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Na Figura 18 pode ser observado como o primeiro reforgo, PPmix,
provocou uma diminuicdo ndo significativa do reconhecimento em
comparagao com o alcancado pelo Pmix. Esta diferenca de 560 unidades
é descrita quantitativamente na Tabela 5, na cor vermelha. Assim mesmo,
pode se observar que ndo existiu uma diferenca significativa entre Pmix
e PPAmix. A partir destes dados pode se concluir que provavelmente o
método de transporte do Brasil até a Colémbia ndo foi o mais adequado,
0 que provocou uma diminuicdo da viabilidade e imunogenicidade dos
adenovirus recombinantes.
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Na tabela 6, pode se observar que a imunizagdo com o rAdmix (8320),
aumentou a capacidade de reconhecimento dos IgG gerados quando
comparados com o primeiro (5200) e segundo reforgo proteico (4640),
PPmix. Esses dados demostraram a importancia do segundo reforco
adenoviral na formulagdo vacinal e a possibilidade de ter sido
subestimado seus titulos de anticorpos durante o ensaio de ELISA.
Apesar disso, 0os maiores valores de reconhecimento, tanto no grupo
imunizado como no controle negativo, se deram apds o desafio.

O desafio com os parasitos, nestes dois grupos, estimulou
significativamente seus reconhecimentos. Uma possivel explicacdo para
este fendmeno poderia ser que a presenca dos componentes parasitarios
de forma integral é mais reativa que as fragdes utilizadas no presente
trabalho.

Outro possivel motivo poderia ser que a capacidade de reconhecimento
estimulada pela primeira dose, Pmix, seja a maior possivel
artificialmente. Esta Ultima explicacdo poderia ser reforcada pela sucinta
diferenca ndo significativa de 4950, descrita na tabela 5 na cor vermelha,
observada entre 0s dois grupos apos o desafio.

Finalmente, as analises de IFAT tanto individuais como grupais descritas
na Figura 17 e 18 assim como na Tabela 6, demostraram que existe
relacdo direta entre o nimero de imunizagbes e a capacidade de
reconhecimento do parasito. Entretanto, os titulos IFAT estimulados
pelas diversas imunizagdes foram diferentes nos diversos primatas, sendo
0s mais baixos os sintetizados pelo individuo 797 apds as imunizagdes
Pmix e PPmix.

Uma possivel explicacdo para essa diferenca, seria que o primata 797
apresentou 0 menor titulo de anticorpos contra as proteinas AMAL e
MSP119, apds as imunizagbes com Pmix e PPmix, porém a partir dos
dados obtidos ndo é possivel confirmar uma relacéo direta entre os titulos
de anticorpos observados e a capacidade de reconhecimento dos
esquizontes. .

3.2  Triagem do perfil de citocinas estimulados pelos candidatos
vacinais formulados com o0s principais antigenos da fase
eritrocitaria

3.2.1 Quantificagdo das citocinas estimuladas apds as diversas

imunizacdes e desafio mediante CBA

Para verificar se o processo de imunizagdo dos macacos com 0s quatro
antigenos induziu algum perfil de citocinas prioritario, 0s soros destes
foram coletados antes da administracdo de cada dose e analisados por
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citometria de fluxo usando CBA segundo especificacdes do fabricante.
Na Figura 19 podem se observar os titulos da citocina IL-2 ao final do
experimento assim como apds cada imunizagéo.

Figura 19. Andlise da citocina IL-2 presente nos soros dos primatas
imunizados e controle. Os macacos imunizados pelos diferentes
protocolos foram avaliados quanto & producdo de citocinas mediante
citometria pelo kit comercial Non-Human Primate Th1/Th2 Cytometric
Bead Array kit (CBA; BD Bioscience) e quantificados por citometria de
fluxo. Os dados foram analisados por GLM no IBM SPSS Statistics 23 e
comparados pelo t-student, p <0,05, corrigido pelo coeficiente de Sidak.
As linhas continuas representam o0s logio dos titulos nos animais
imunizados e as descontinuas aos controles negativos.
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Os resultados obtidos a partir das analises das citocinas produzidas [Thl
(IL-2, IFN- ye TNF-o), Th2 (IL-4 e IL-5), Treg (IL-10)] ndo
demostraram nenhuma diferenga significativa para nenhuma citocina
entre cada imunizagdo e nem entre 0s grupos, como pode ser observado
na Figura 20, porém os titulos da IL-2 aumentaram com respeito ao
tempo.
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Figura 20. Andlise das citocinas [Thl (IL-2, IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-4
e IL-5), Treg (IL-10)] presentes nos soros dos primatas imunizados e
controle. Os macacos imunizados pelos diferentes protocolos foram
avaliados quanto a producdo de citocinas mediante citometria pelo kit
comercial Non-Human Primate Th1/Th2 Cytometric Bead Array Kkit
(CBA,; BD Bioscience) e quantificados por citometria de fluxo. As linhas
continuas representam os logio dos titulos nos animais imunizados e as
descontinuas aos controles negativos
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Como pode ser observado na figura 20, a falta de um respaldo estatistico
entre os titulos de citocinas estimulados pelos animais controle e
imunizados poderia ser consequéncia da variabilidade genética
apresentada entre os animais heterogénicos utilizados ou a casos sub
clinicos ndo observados.

Porém, nenhum dos titulos das citocinas avaliadas, tiveram relagcdo com
0s nimeros de imunizagdes nem com o tempo nos quais foram feitos. Por
tanto pode se deduzir que 0s experimentos por citometria ndo foram
suficientemente sensiveis ou 0s mais adequados para detectar as
diferencas.

Baseado neste resultado, e considerando os titulos de anticorpos
estimulados, pode se concluir que as andlises das citocinas ndo foram
suficientemente sensiveis para comprovar diferencas ap6s cada
imunizacdo.
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3.2.2 Quantificagdo do IFN-y secretado pelas PBMC por

intermédio de ELISPOT

Os resultados obtidos pelo ELISPOT mostraram que ndo existiu uma
diferenca entre as médias dos IFN-y sintetizados pelas PBMC nos
primatas imunizados e nos controles como pode se observar na Figura
21.

Os resultados mostraram que as quatro proteinas separadamente e em
conjunto foram capazes de induzir a secrec¢do de IFN-y in vitro apos cada
imunizacdo, decaindo drasticamente apds 24 semanas a partir do desafio
como pode ser observado na Tabela 7.

Esta relagdo entre o titulo dos IFN-y e 0o ndmero de imunizacdo foi
confirmada por GLM com um p <0.05.

Tabela 7. Médias dos spots formados pelo IFN-y secretado pelas PBMC
em presenca dos guatro antigenos isolados ou como mistura.

MIX AMA1 MSP119
Ctrl (-) Imuniz. Ctrl (-) Imuniz. Ctrl (-)
TO 42 + 8,33 + 2,08 + 542 + 2,1+
(0 semanas) 1,8 1,8 1,4 1,4 1,2
Pmix 6,7 £ 15,42 + 50+ 12,92 + 33+
(4 semanas) 1,8 1,8 1,4 1,4 1,3
PPmix 9,38 + 20,83 £ 75+ 16,67 44 +
(12 semanas) 2,2 1,8 1,7 1,4 15
PPAmMIix 10+ 225+ 8,13 + 18,5 + 56+
(16 semanas) 2,2 2 1,7 1,6 15
Desafio 6,3+ 14 + 50+ 11,0 + 3,13 +
(40 semanas) 2,2 2 1,7 1,6 1,5
MSP119 DBP-11-PA DBP-1I-MT
Imuniz. Ctrl (-) Imuniz. Ctrl (-) Imuniz.
TO 54+ 0,42 + 1,67 £ 0,42 + 25+
(0 semanas) 1,2 0,9 0,9 0,8 0,8
Pmix 9,6 £ 0,42 + 38+ 0,83 + 3,33+
(4 semanas) 1,3 0,9 0,9 0,84 0,8
PPmix 12,1 + 0,63 + 50+ 0,63 + 50+
(12 semanas) 1,3 1,1 0,9 1,0 0,8
PPAMix 14,0 = 13+ 6,5+ 1,25 + 55+
(16 semanas) 1,4 1,1 1,0 1,0 0,9
Desafio 9,0+ 1,3+ 20+ 0,0+ 15+
(40 semanas) 1,4 1,1 1,0 1,0 0,9
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Figura 21. Anélises por ELISPOT das médias de spots de IFN-y secretado
pelas PBMC presentes nos primatas imunizados e controle. A secrecdo
do IFN-y pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos
macacos imunizados foi avaliada pelo kit comercial human IFN-y
ELISPOT (MABTECH, Stockholm, Sweden). Os spots formados foram
revelados e quantificados em lupa binocular e os resultados foram
analisados por GLM no IBM SPSS Statistics 23 e comparados pelo t-
student, p <0,05, corrigido pelo coeficiente de Sidak.
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Porém, apesar das diferencas observadas no nimero de spots ndo levar a
significancia estatistica estes valores aumentaram ap6s cada imunizacao.
Este aumento, tanto no grupo controle como no imunizado indicaria o
potencial imunogénico tanto do adjuvante Montanide ISA720 quanto dos
adenovirus recombinantes e os antigenos utilizados.

Baseado nestes resultados e nos titulos das IL-2 estimulados, poderia se
concluir que os candidatos vacinais foram imunogénicos, porém devido
aos experimentos terem sido realizados em animais com background
genético misturado (outbread) ndo se pode obter confiabilidade estatistica
suficiente para dar suporte matematico a esta observacdo. Analises
individuais da secrecdo do IFN-y sdo apresentados na Figura 22.

A secrecdo do IFN-y pelas PBMC estimulada pelos candidatos vacinais
foi heterogéneo. Contudo, interessantemente, da mesma forma ao caso
dos anticorpos ap6s a administracdo do rAdmix, os individuos 774, e 785,
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mostraram niveis um pouco acima da média. J& no caso do individuo 015,
este animal ndo mostrou a mesma eficiéncia, sendo superado pelo 797.

Figura 22. Anélise individual dos spots formados pelo IFN-y secretado
pelas PBMC presentes nos primatas imunizados e controle. A secrecdo
do IFN-y pelas PBMC dos macacos imunizados foi avaliada pelo kit
comercial human IFN-y ELISPOT (MABTECH, Stockholm, Sweden).
Os spots formados foram revelados pela adi¢do de estreptavidina com
fosfatase alcalina em presenca do BCIP/NBT e quantificados em lupa
binocular.

MIX AMA1

00

SFCImilhio
1
1
-
-»
X
SFCImilhio

Dessto 0 = o PParis
A semaras Dsemwe  4semaam  12semass 16 semonss

| DBP-1I-MT

SFCImilhio
SFC/milhso

DBP-II-PA

SFCImilhio




109 Capitulo I

3.3 Protecdo induzida por imunizagdo com a vacina experimental
formulada com os quatro antigenos da fase eritrocitaria
administrados pelo sistema dose-reforco heterélogo

Apo0s quatro semanas da Gltima imunizacdo todos os membros dos dois
grupos foram desafiados com o parasito P. vivax Salvador-I.

A parasitemia dos animais foi monitorada a cada dois dias mediante
esfregacos sanguineos e coloragdo de Giemsa, se observando diferentes
graus de protecdo entre os individuos dos grupos imunizados e controles.
Os individuos 785 e 797 do grupo dos imunizados, apresentaram as
menores parasitemias em comparacdo com todos os outros individuos do
grupo PPAmIx, como pode ser observado na Tabela 2, e em especial, com
0s 886 (40520) e 596 (44980) pertencentes ao grupo controle.

Os animais do grupo controle tiveram seus maximos valores de
parasitemia, 6890 e 6600 parasitos por RBCs, nos dias 10 e 12,
respetivamente como pode ser observado na figura 22. Ja no caso dos
animais mais protegidos tais valores maximos foram de 1040 para o
animal 785 ao décimo dia e 2300 para o animal 797 no décimo quarto.
Em relagdo aos outros integrantes do grupo imunizado, estes atingiram
seus valores mais altos (4000 parasitos o individuo 015; 4200 o 105 e
finalmente 5000 o 774) no oitavo dia, como pode ser observado na figura
23.

Figura 23. Analise individual das parasitemias atingidas nos primatas
desafiados com o parasito P. vivax Sal-1. A parasitemia foi avaliada cada
dois dias até o dia 56 por coloragdo de Giemsa.
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A parasitemia, tanto no caso do controle como do PPAmiIx, tiveram uma
duracdo entre 14 e 18 dias, iniciando-se no sexto dia e no segundo,
respetivamente. Como pode ser observado na Figura 24 e na Tabela 8,
apesar da falta de suporte estatistico que indique significancia matematica
para as diferengas observadas na parasitemia, é de grande interesse a
constatagdo de que 3 animais do grupo imunizado ndo tiveram
ressurgimento da Parasitemia depois do dia 20, enquanto todos 0s animais
do grupo controle tiveram. Isto indica uma interferéncia da resposta
imune vacinal no ciclo de vida do parasito, assim como uma possivel
capacidade protetora, que poderia levar ao controle dos sintomas da
doenca. Ressurgimentos parecidos ja foram observado em estudos
prévios realizados em primatas ndo humanos (AREVALO-HERRERA et
al., 2005).

Figura 24. Média dos valores de parasitemia atingidos nos primatas nao
humanos desafiados com o parasito P. vivax Sal-l. A parasitemia foi
avaliada cada dois dias até o dia 56 por coloracdo de Giemsa. A area sob
a curva (AUC) foi calculada mediante 0 método dos trapézios. Na cor
verde é apresentado os valores obtidos para os animais imunizados, € no
azul para os controles negativos.
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Tal ressurgimento foi maior no grupo controle, com valores de até 1700
no individuo 596, e com duracdo de até seis dias. J& no caso do grupo
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imunizado, tal ressurgimento do parasito s6 foi observado nos individuos
015 e 105 com similar duracdo de tempo que o observado no grupo
controle, porém com valores maximos de 200 em ambos individuos.

Tabela 8. Valores das médias das parasitemias observadas nos primatas
ndo humanos desde o dia do desafio até 36 dias depois.

Grupos Dias Média Grupos Dias Média
0 0+0,0 0 0+0,0
25+ 140 +
2 50,0 2 151,66
. 75+ . 1000 +
150,0 959,17
) 4825+ : 2124 +
181,36 1537,22
g 13375+ 5 2804 +
970,92 2217,93
3975 + 2684 +
20 260177 101 119234
2780 + 1666 +
12| 285175 12| Taaas
18525 + 1236 +
. 507.63 i 789,86
1825 + 690 +
cTrL | 1© 492,44 MUNLZ 16 652,15
) 5 990 + » 364 +
165,165,5 177,43
800 + 320 +
20 141,42 20 164,32
22 0+0,0 22 0+0,0
750 + 80 +
24 645,5 24 109,54
825 + 80 +
& 713,56 & 109,54
275 + 40 +
28 95,74 28 54,77
3075+ 30+
&Y 67.01 &Y 44,72
10 +
32 0+0,0 32 2%
34 000 34 00,0
36 0+0,0 36 0+0,0
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As nossas observacdes estdo de acordo com a extensa literatura existente
na area de desenvolvimento de vacinas antimalaricas, onde foi
repetidamente mostrado que 0s anticorpos com capacidade protetora
precisam de uma resposta celular e de citocinas intensa e simultinea para
ter a eficécia suficiente. Assim, no nosso estudo dois dos trés principais
produtores de anticorpos, 015 e 774, sofreram as maiores parasitemias no
grupo PPAmix com areas por embaixo da curva (AUC) de 33,98 e 41,84,
respectivamente.

O reconhecimento dos parasitos por IFAT, por outro lado, demostrou ter
uma relagdo direta com a protecdo apresentada, com exce¢do dos primatas
015 e 785, que mostraram- Porém, devido & similaridade entre os titulos
IFAT estimulados nos grupos controle e experimental, pode se sugerir
gue sd alguns dos antigenos foram os responsaveis pela protecdo,
enquanto que 0s outros antigenos contribuem para a geracdo de altos
titulos de anticorpos totais mas ndo possuem capacidades protetoras
significativa.

As nossas observacdes sugerem dessa maneira que seja considerado um
biomarcador de maior importancia o IFN-y do que os titulos absolutos de
anticorpos, no aguardo de futuras definicbes de quais dos 4 antigenos
induzem os anticorpos com relacdo direta com a prote¢cdo na nossa
formulago. E intencio do nosso grupo de pesquisa incluir também nessa
formulacdo outros antigenos que participem de varios estagios do ciclo
de vida do parasito e que sejam alvo de respostas celulares além de
humorais .

Baseados nestes resultados se pode concluir, que o controle da
parasitemia esteve altamente vinculado com o reconhecimento do
parasito na imunofluorescéncia e com a secre¢do do IFN-y ¢ em menor
grau com a presenca de anticorpos totais por ELISA. Esta concluséo,
também explicaria a auséncia do ressurgimento da parasitemia no dia 22,
ja que assim como nos individuos controle os primatas ndo humanos 105
e 15 secretaram baixa concentracdo desta citocina.

Tal conclusdo também poderia explicar a protecdo ao ressurgimento,
observado na cinética da parasitemia, ja que no dia 28 como foi observado
na Figura 18, os individuos atingiram a capacidade méaxima de
reconhecimento do parasito

Nesta area, diversos estudos além de ter demostrado a importancia do
IFN-y no combate contra 0 esporozoito do parasito, tem descrito a
importante funcdo desta citocina no controle dos merozoitos (STRUIK;
RILEY, 2004; MCCALL; SAUERWEIN, 2010) em conjunto com 0s
anticorpos especificos (VALDERRAMA-AGUIRRE et al., 2005). Estes
estudos corroborariam com os atuais resultados obtidos.
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A apresentacdo das médias de parasitemia observadas na Figura 23, nos
permite concluir que apesar de ndo ter sido analisado um alto nimero de
individuos, se observou uma tendéncia protetora do candidato vacinal ao
diminuir o valor maximo da parasitemia atingida, a quantidade de
parasitos acumulado durante a mesma e finalmente ao diminuir o valor de
AUC.

Contudo, as parasitemias ndo tiveram valores homogéneos nos diferentes
elementos de cada grupo, ndo se observou diferencas significativas estes.
Este mesmo fenémeno foi observado em outro estudo com primatas ndo
humanos (OBALDIA et al., 2017). Neste estudo, Obaldia et al. (2017),
observaram que no dia 35, os candidatos vacinais formulados com os
antigenos AMAL1 e MSP14,, reduziram quase totalmente a parasitemia. A
partir deste resultado, se poderia concluir que tais antigenos possuem o
suficiente potencial protetor contra o parasito na fase eritrocitica.
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4
>

CONCLUSOES

Os candidatos vacinais formulados com os quatro antigenos
(PvDBP-II-MT, PvDBP-II-PA, PvAMAl e Pv MSPli9) sob
protocolos heterdlogos PPA estimularam de forma intensa, porém
heterogénea a sintese de anticorpos IgG especificos nos primatas ndo
humanos imunizados.

Os anticorpos estimulados pelas imunizag¢des tiveram uma relagio
direta com o nlimero de imunizag¢des e com o tempo.

Os antigenos que estimularam a maior quantidade de anticorpos
especificos foram AMAI1, seguido por MSP1li9, DBP-II-MT e
finalmente DBP-II-PA.

Os anticorpos presentes nos soros dos primatas ndo humanos
imunizados foram capazes de reconhecer as formas sanguineas do
parasito em testes in vitro por IFAT. Porém tal reconhecimento ndo
foi igual em todos os individuos.

A capacidade dos anticorpos de reconhecer os parasitos eritrocitarios
ndo teve diferenca significativa apos as trés imunizagdes. A
imunizagdo com Pmix foi ligeiramente superior a estimulada por
PPmix e inferior a PPAmix. Porém os maiores titulos de
imunofluorescéncia foram observados apds o desafio.

O segundo refor¢o, rAdmix, ndo estimulou diferencas significativas
entre os titulos de imunofluorescéncia, nem nos IgG especificos
sendo que uma possibilidade para sua ineficiéncia pode ser que o
método de transporte dos adenovirus do Brasil até a Coldmbia ndo
foi o adequado.

O aperfeigoamento do método de administracdo dos adenovirus
recombinantes, assim como do seu transporte, permitird uma maior
homogeneidade dos resultados obtidos, podendo vir a aumentar a
protecdo apos o desafio.

As capacidades dos anticorpos de reconhecer os esquizparasitosontes
eritrocitarios no grupo experimental e no controle ndo tiveram
diferenga estatistica apds o desafio.

A falta de relacdo entre os titulos das citocinas com respeito ao tempo
e as imunizagdes, apesar de ter sido comprovado uma relagao direta
entre os titulos de IgG com estas varidveis, nos permite concluir que
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a analise dos titulos das citocinas por CBA néo foi o suficientemente
sensivel para comprovar as diferengas apds cada imunizagao

Apesar das diferencgas observadas no niumero de spots formados por
IFN-y néo levar a significancia estatistica estes valores aumentaram
apos cada imunizagao.

O candidato vacinal aumentou os numeros de spots formados por
IFN-y, porém devido a utilizacdo de animais com background
genético misturado, ndo foi possivel obter o suporte matematico a
este aumento.

O controle da parasitemia foi favorecido pelo poder de
reconhecimento dos anticorpos presentes nos soros, assim como pelo
IFN-y e em menor grau pela presenca de IgG especificos, como pode
ser observado nos individuos 785 e 797.

Apesar de ndo ter um suporte estatistico que indique diferencas na
parasitemia entre os grupos, ¢ importante mencionar que trés dos
cinco animais imunizados ndo tiveram o ressurgimento da
parasitemia depois do vigésimo dia. Isto indica uma interferéncia da
resposta imune vacinal no ciclo de vida do parasito, assim como uma
possivel capacidade protetora, que poderia levar ao controle dos
sintomas da doenca.
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1  APRESENTACAO DO CAPITULO

No presente capitulo é apresentado o procedimento seguido para a
obtencdo da sequéncia codificadora da regido da proteina MAEBL do P.
vivax (PvMAEBL-M2), assim como a obtencdo de um rHAd com
capacidade de expressar essa proteina em células eucariotas,
(rHAAMAEBL-M2).

Mostramos também a seguir, a protecdo cruzada em camundongos
C57BL/6, imunizados com tais rHAd e desafiados com P. yoelii.
Finalmente, como produto desta pesquisa, mostramos no ANEXO o
pedido de patente denominada:

“SEQUENCIA GENETICA MODIFICADA DA PROTEINA MAEBL
DE PLASMODIUM VIVAX E APLICAQAO DO PRODUTO DA SUA
EXPRESSAO COMO ANTIGENO DE VACINAGAO CONTRA
MALARIA HUMANA MEDIADA POR VETORES
RECOMBINANTES”.

2  MATERIAIS E METODOS

2.1  Construcédo de um novo recombinante baseado da regido M2
da proteina PvMAEBL

Baseado na baixa sintese de anticorpos contra os antigenos PvDBP-II-
MT, PvDBP-1I-PA, AMAL e MSP1;9, assim como no limitado grau de
protecdo obtido nos primatas ndo humanos imunizados, construiu-se um
novo candidato vacinal baseado na regido M2 da proteina parasitaria
PVMAEBL.

2.1.1  Sequéncia do antigeno PvMAEBL-M2 construida

A fim de identificar a sequéncia nucleotidica da regido M2 da proteina
MAEBL do P. vivax, a sequéncia PYMAEBL cujo nimero de acesso no
GenBank é AY042083.1, foi utilizada como referéncia e foi comparado
com a sequéncia da Regido M2 do P. yoelii (AF031886.2) estudada pela
doutora Juliana Almeida Leite durante a execuc¢do de sua tese de
doutoramento (LEITE, 2013; LEITE et al., 2015).

O esquema da estrutura de tal proteina é mostrado na Figura 25. Nesta
figura pode- se observar, como a regido M2 esta flanqueada pela Regido
M1, com nimero de acesso no GenBank AF179895 e por trés regides
repetitivas denominadas I1l, IV e V.
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Figura 25. Esquema da estrutura genética da sequéncia nucleotidica da
PVMAEBL. Esquema utilizado como padrao para o desenho do antigeno
PVMAEBL-M2. Nesse esquema podem ser observadas os subdominios
M2 da Regido Il relacionados a juncdo com os eritrocitos.

Regiao Il Regido VI
Reqgido
\ 1H-Y PvMAEBL
M1 M2 :C:I:E:D:
ED:’ZL — Reaido AY042083 1
PVMAEBL-M1 Repetitiva
AF179895
. . Dominio
Sequencia Sinally +3nsmembrana
D Dominio Dominio rico Dominio
MAEBL Cisteina putative

Fonte. Adaptado de: (TOLIA et al., 2005).

2.1.2 Otimizacdo da sequéncia codificante do antigeno
PVMAEBL-M2 para sua expressdo em células eucariotas

A sequéncia genética resultante foi traduzida com ajuda do software
BLASTX, e a cadeia de aminoécidos resultante, foi utilizada como matriz
para otimizar a sequéncia de DNA para sua expressdo em células
eucariotas, pelo http://www.idtdna.com/.

2.1.3 Construgdo do vetor adenoviral recombinante para o
antigeno PvMAEBL-M2 e avaliagdo da expressdo da
proteina heter6loga

A construgdo do rHAdPVMAEBL-M2 foi realizada a partir do plasmideo
pBSK-MAEBL-Ad (Genone), contendo a sequéncia de interesse
otimizada flanqueada pelos lugares de restricdo Hindlll e Bglll.

2.1.3.1 Geragdo do adenovirus recombinante com capacidade de
expressao da proteina PvMAEBL-M2

O plasmideo pBSK-MAEBL-Ad foi ressuspendido em agua de injecdo e
multiplicado em bactérias E. coli XL1-Blue calcio competente em meio
LB com ampicilina.

O procedimento para a transformacao das bactérias E. coli XL-1 Blue foi
choque térmico conforme descrito por POPE & KENTE (1996). Ap6s
esta transformacao, as bactérias E. coli XL-1 Blue, da mesma forma que


http://www.idtdna.com/
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as M15 transformadas com o pAdCMV-link-1 (vetor usado para gerar o
cassete de expressado proteico sob controle do promotor do CMV), foram
semeadas em &gar LB suplementado com 100 mg/ml de ampicilina.

O plasmideo foi extraido de acordo com as instrugcdes do fabricante
mediante 0 PureYield™ Plasmid Midiprep System - (Promega
Corporation).

O pBSK-MAEBL-Ad assim como o pAdCMV-link-1, foram digeridos
com as enzimas de restricdo Hindlll e Bglll e os fragmentos de interesse
(plasmideo e inserto) foram purificados a partir do gel com 1% agarose
com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega
Corporation) e unidos pelos extremos coesivos em presenca de 10 U T4
DNA ligase (Biolabs), 50 mM, Tris-HCI, 10 mM, MgCL2, 10 mM DTT
e 1 mM ATP a 16 °C durante 16 h para obter o plasmideo de transferéncia
pCMV-PYMAEBL-M2.

O plasmideo resultante foi novamente multiplicado em E. coli XL1- Blue,
extraido pelo Kit PureYield™ Plasmid Miniprep System e finalmente co-
transfectado com pJM17, contendo o genoma adenoviral, em células
HEK 293.

2.1.3.2 Avaliacdo da expressdo das proteinas do rHAJMAEBL-M2
em células HEK293

Apos a producdo, multiplicacdo e titulagdo do rHAAMAEBL-M2 em
células HEK 293, este adenovirus foi testado mediante anélises da
identidade adenoviral por PCR, assim como mediante a analise da
reatividade dos soros de pacientes infectados com maléria causada por P.
vivax e camundongos desafiados com P. yoelii.

Primeiro, aliquotas do rHAdMAEBL-M2 purificados foram utilizadas
para a infecdo de novas células HEK 293A cultivadas em placas de
cultura de 6 pogos. Apds sete dias foram retiradas todas as células que
apresentaram efeito citopatico e o material genético foi extraido
utilizando-se o kit comercial AllIRep DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen,
CA, USA), de acordo as instrugdes do fabricante.

O DNA purificado foi amplificado por PCR, utilizando os primers
especificos para a porcdo da proteina hexon descritos por Allard et al.
(1992) Tabela 9, fracionado por eletroforese em gel de agarose 1 % em
TAE 1x, acrescido com Gelred (Biotium), sob voltagem de 100 V,
visualizado em luz U.V. de 320 nm e fotografado (Fotodocumentador
Chemidoc MP- Bio-rad).
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Tabela 9. Primers utilizados para a verificagdo da identidade adenoviral
do rHADMAEBL-M2.

Primers Sequéncia
1- nexAA1893 5’GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG3’
2- nexAA1905 S5TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCG
GTC3’

A seguir, as proteinas extraidas das células HEK 293 infectadas
adicionaram-se 150 pl. de Tampdo de lise (2 % SDS; 5 % B-
mercaptoetanol; 0,125 M Tris-HCI pH 7,4; 30 % de glicerol; 1,5 %
inibidor de proteases). Esse extrato celular foi fervido durante 5 min a 99
°C, centrifugado a 10.000 g por 10 min, a 4 °C e armazenado a -20 °C até
ser avaliado.

As avaliacBes em gel SDS-PAGE 12% e Western Blot, foram realizadas
a partir de 30 uL das amostras (aprox. 5 pg de proteinas total segundo o
método classico de Bradford (BRADFORD, 1976) como ja foi descrito
anteriormente, utilizando como anticorpos primarios soros de pacientes
infectados com malaria causada por P. vivax e soros de camundongos
imunizados com PyYMAEBL-M2 em PBS-T enriquecido com 5 % BSA e
0,05 % Azida de Sédio. Como anticorpo secundario, foi empregado o
relativo a origem do anticorpo primario: IgGAM anticamundongo
(Sigma) e IgGAM antihumano (Sigma), todos diluidos 1:5.000 em PBS-
T contendo 2% de leite desnatado.

2.2 Determinar a capacidade de protecdo cruzada do antigeno
PYMAEBL-M2 administrado por rHAdMAEBL-M2 a
camundongos C57BL/6

A capacidade de protecéo in vivo dos rAdHMAEBL-M2 foi avaliada pelo
teste piloto em camundongos C57BL/6 com o P. yoelii YM cedidos
gentilmente pelo Professor Doutor Fabio Trindade Maranh&o Costa da
UNICAMP.

Brevemente, cinco camundongos fémeas de oito semanas de vida foram
distribuidos em dois grupos (dois animais no grupo controle e trés animais
no grupo experimental), e imunizados por via subcutdnea cada duas
semanas com 100 uL de PBS contendo o vetor viral 10° UFP de
rHAAJMAEBL-M2 (rHAdM2) ou Controle (-) (AdCtrl), previa coleta de
sangue, de acordo a Figura 26.
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Figura 26. Esquema de imunizacgdo utilizado na avaliacdo do candidato
vacinal formulado com a proteina PvMAEBL-M2. Na parte superior pode
ser observado o esquema vacinal utilizado no presente trabalho. Cinco
camundongos foram separados em dois grupos (dois controles negativos
e trés experimentais) e imunizados via subcuténea no dia zero (Dose) e
duas semanas ap6s da dose (Reforco 1) com 10° PFU/animal de
rHAdLAcZ (Controle) ou rHAdAM2 (Experimental). Finalmente, os
grupos foram desafiados via intraperitoneal com 10° das formas
sanguineas do P. yoelii cepa letal YM. As coletas de amostras foram
realizadas antes de cada imunizagdo e do desafio, assim como sete dias
ap6s o mesmo. Na parte inferior estdo descritas as formulagdes
empregadas tanto na dose como no reforco, para os grupos Controle e
Experimental.

semana semana semana
0 2 4 )
TO T T2
PBS PBS
Experimento
rHAdM2 rHAdM2 Desafio
Controle (-) PBS PBS
rHAdLacZ rHAdLacZ

Devido a impossibilidade de desafiar os camundongos com P. vivax, apés
duas semanas da segunda imunizagdo, cada animal foi desafiado com 10°
P. yoelii em fase sanguinea pela via intraperitoneal.

A capacidade de protecdo cruzada dos rHAdPVMAEBL-M2 contra as
formas sanguineas do P. yoelii foi qualificada pelos niveis de parasitemia
e sobrevivéncia obtidos. A parasitemia foi mesurada a partir de uma gota
de sangue da cauda dos animais infectados em esfregacos corados com
Giemsa. A porcentagem de parasitemia foi determinada calculando-se o
numero de parasitos em fase sanguinea por 1000 eritr4citos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Construcao do vetor adenoviral recombinante para o antigeno
PVMAEBL-M2

A sequéncia codificadora da proteina PVMAEBL possui sete regides,
similarmente as proteinas DBP-II. Diversos estudos tém demostrado que
a regido Il, especificamente os setores M1 e M2, estdo envolvidos na
invasdo de eritrocitos, hepatdcitos e glandulas salivares (KAPPE et al.,
1998; NOE; ADAMS, 1998; KARIU et al., 2002).

O antigeno PvMAEBL-M2, construido para o presente trabalho, baseou-
se na sequéncia compreendida entre os nucleotideos 2600-3599 do gene
maebl do P. vivax (Genbank, Accession number AY042083.1) otimizada
para sua expressao em células eucariotas segundo pode ser observado na
Figura 27.

Figura 27. Obtencdo da sequéncia otimizada para sua expressao em
células eucariotas do antigeno baseado na regido M2 da proteina
PVMAEBL.
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Tal sequéncia otimizada foi inserida num plasmideo denominado pBSK-
MAEBL-AJ, e este foi utilizado para transformar as bactérias E. coli XL-
1, nas quais foi multiplicado.

Imediatamente apds a transformacdo das bactérias calcio competentes, foi
conferida a presenca da regido de interesse de aproximadamente 760 pb
no plasmideo pBSK-MAEBL-Ad por digestdo enzimatica com as
enzimas HindlIl e Bglll em Buffer B ou C, como pode ser observado na
Figura 28. Como controle negativo a digestdo foi acompanhada por
material genético na auséncia de enzimas digestivas.

Figura 28. Digestdo do plasmideo pBSK-MAEBL-Ad com as enzimas
Hindlll, Bglll e Nar. A imagem mostra a fotografia do gel de agarose
resultante da digestdo do plasmideo portador da sequéncia otimizada. A
banda de interesse pesa aproximadamente 760 pb. PM = padréo de peso
molecular 1 Kb Promega Corp Ltda.

Como é mostrado na Figura 25, a banda de interesse de aproximadamente
760 pb, s6 esteve presente nas amostras digeridas com as enzimas HindlII
e Bglll na presenca do Buffer B ou C. Assim mesmo, pode ser observado
pequenas diferencas entre os quatro fragmentos obtidos, 0 que poderia
indicar algum artificio durante a eletroforese ou, alternativamente,
pequenas diferengas entre estas, por este motivo foi selecionada para
continuar o presente trabalho aquela coldnia com o nimero de pares de
bases mais préximo ao esperado.

Apos a confirmagédo da presenca da banda de interesse, esta foi retirada e
purificada do gel de Agarose com auxilio do kit Geneclean, de acordo o
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protocolo descrito anteriormente, e ligada ao plasmideo pAdCMV-link-
1, para a obtencdo do plasmideo de transferéncia pAdCMV-PVMAEBL-
M2.

A fim de se determinar a correta inser¢cdo do fragmento no plasmideo
pAdCMV-link 1, os clones foram digeridos novamente com as enzimas
Hindlll e Bglll e analisados em gel de 1 % Agarose, conforme
demostrado na Figura 29.

Figura 29. Digestdo enzimatica do plasmideo de transferéncia pAACMV-
PVMAEBL-M2. A imagem mostra a fotografia do gel de agarose
resultante da digestao ou ndo dos plasmideos de transferéncia pAdCMV-
PVMAEBL-M2, obtidos a partir das coldnias bacterianas 01, 05, 06, 13 e
20 . A banda de interesse (760 pb) se apresenta somente naqueles
plasmideos digeridos (linhas 2, 4, 6, 8 e 10). PM = padrdo de peso
molecular 1 Kb Promega Corp Ltda. Analises dos clones digeridas ou ndo
com as enzimas de restri¢do Hindlll e Bglll mostraram que os plasmideos
pAdCMV-PYMAEBL-M2 (Figura 35, linhas 2, 4, 6, 8 e 10) apresentaram
um fragmento de 760 pb, demostrando a geracdo do novo plasmideo.

sem digerir sem digerir  sem digerir sem digerir sem digerir
Digeridos Digeridos Digeridos Digeridos Digeridos
3000
2000
2500
1500
1000
Colonia 01 Colonia 05 Colonia 06 Colonia 13 Colonia 20

3.1.1 Verificacdo dos rHAAMAEBL-M2 construidos nas células
HEK?293

A presenga do rHAd foi inicialmente corroborada pela formacao de placas
de lise nos pogos com as culturas celulares HEK 293. Como controle
negativo, em cada placa cultivou-se um ou mais pogos com os cristais de
fosfato de calcio sem os respectivos plasmideos.

Com o intuito de comprovar a transcricio dos RNAm da proteina
PVMAEBL-M2 nos pogos que apresentaram placas de lise, foram feitas
andlises por meio de PCR. Para ver a expressao das proteinas, extratos de
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células HEK?293 infectadas foram analisadas pelo ensaio de SDS-PAGE,
como pode ser observado na Figura 30.

Figura 30. Andlises da expressao das sequéncias proteicas em culturas de
células HEK 293 por gel de PCR e por Western Blot. (Superior) DNA
extraido das culturas celulares, com o kit comercial AllRep
DNA/RNA/Protein, e 0s segmentos das proteinas hexon foram
amplificados por PCR. A imagem mostra a fotografia do gel de agarose
resultante da ampliacdo destes segmentos revelados sob luz UV em
presenca de Gelred. Ctrl (-) (células HEK 293 sem infectar), Ctrl (+)
(rHAdPVDBP-II-PA e ambiental), Adenovirus recombinantes
(AdPVYMAEBL-01, 13, 32, 33 e 42). (Inferior) Proteinas presentes nas
aliquotas do extrato celular, extraidas com tampao de lise e avaliadas em
gel SDS-PAGE 12% e Western Blot . Como anticorpos primarios foram
utilizadas dilui¢cbes 1:1000 de soros de pacientes infectados com P. vivax
e soros de camundongos imunizados com PyMAEBL-M2, e como
anticorpos secundarios 1:1000 IgGAM anti-camundongo (Sigma) e
IgGAM anti-humano (Sigma). Ctrl (-) (células HEK 293 sem infectar),
Ctrl (+) (AdLAcZ, rHAdPvDBP-1I-PA e ambiental), Adenovirus
recombinantes (AdPVMAEBL-42, 42-1, 42-2, 42-3, 32 e 33).
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Na parte superior da Figura 30 pode ser observado como 0s cinco
diferentes rHADMAEBL-M2 (01, 13, 32, 33 e 42) construidos,
apresentaram uma banda similar aos controles positivos na analise por
PCR. Assim mesmo, os rHAd (32, 33 e 42) mostraram bandas proteicas
tipicas dos adenovirus, como pode ser observado no gel SDS-PAGE, na
parte inferior da Figura 30.

A presenga de tais bandas sugeriria a correta montagem viral dentro das
células infectada. Como controle negativo e positivo foram utilizados os
extratos das células HEK293 sem infectar e infectadas com rHAd (LacZ,
ambiental ou rHAdPvVDBP-11-PA), respectivamente.

Apos ter confirmado a geracdo do rHAAMAEBL-M2, foi testada a
capacidade protetora de tais adenovirus mediante o esquema de
imunizacdo descrito na Figura 26.

3.1.2 Avaliagéo do reconhecimento das proteinas recombinantes
expressadas nas células HEK293

O reconhecimento das proteinas recombinantes PVMAEBL-M2,
sintetizadas nas células HEK293, pelos soros de camundongos
imunizados com rHAd-DBP-II-PA ¢ MT ou PyMAEBL-M2 (cedidos
gentilmente pela Doutora Juliana Almeida Leite), assim como 0s
provenientes dos pacientes infectados com malaria vivax foi avaliado por
Western Blot . Estes resultados podem ser visualizados na Figura 31.
Como mostrado na Figura 31 (A, B e C), as proteinas carateristicas dos
adenovirus foram reconhecidas nos ensaios de immunoblot pelos trés
soros utilizados. Isto, pode ser consequéncia de uma exposi¢do prévia a
este virus, que se encontra muito difundido globalmente. Ainda nesta
figura, nas secBes A e B, € interessante ver que 0s soros dos pacientes e
dos camundongos imunizados com as PvDBP-II-MT e PA,
respectivamente, ndo reconheceram as proteinas DBP-II, o qual poderia
indicar que esta proteina se encontrou em baixas concentracdes nas
culturas celulares ou, que os soros ndo possuiram suficiente concentracéo
de anticorpos contra esta proteina.

Da mesma forma, pode se observar que 0s anticorpos contra a proteina
PYMAEBL-M2, presentes nos soros dos camundongos imunizados, ndo
tiveram um reconhecimento cruzado da proteina MAEBL-M2 do P.
vivax. Esta falta de reconhecimento cruzado poderia ser explicada, de
igual maneira, pela baixa concentracdo da proteina MAEBL-M2 nas
culturas celulares HEK293 infectadas com o rHAdMAEBL-M2.
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Figura 31. Imagens de Western Blot mostrando o padrdo de bandas
proteico do rHAdPVMAEBL-M2 expresso em celulas HEK?293.
Anticorpo primario: 1:1000 (A) Soro de paciente com malaria vivax. (B)
Soro camundongo imunizado com rHAdDBP-II MT e PA. (C) Soro
camundongo imunizado com PyMAEBL-M2. Anticorpos secundérios
1:1000 IgGAM anticamundongo (Sigma) e IgGAM antihumano (Sigma).
Ctrl (-) (HEK 293 sem infectar), Ctrl (+) (AdLAcZ e rHAdPvDBP-II-
PA). Adenovirus recombinantes (MAEBL-M2, ~60KDa).
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LacZ MAEBL-M2
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3.2 Determinar a capacidade protetora dos candidatos vacinais
em camundongos C57BL/6

P. yoelii YM é um modelo murino rigido para testar a eficiéncia de
vacinas contra malédria devido a alta viruléncia desta linhagem.
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Camundongos C57BL/6 imunizados pelo protocolo homologo com o
rHAdMAEBL-M2 foram desafiados via intraperitoneal com 10° formas
sanguineas da cepa letal YM do parasito P. yoelii. Como mostrado na
Figura 30, pela analise de Sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir dos
dados obtidos, 40% dos animais imunizados e 100% dos controles
negativos sucumbiram ap6s nove dias.

As analises de sobrevivéncia de Kaplan-Meier caracteriza-se por estimar
0 tempo de sobrevivéncia de individuos que ndo atingiram o evento, no
caso a morte, se denominando observacfes censuradas (GOEL et al.,
2010). Tais resultados concordaram quanto ao nimero de sobreviventes
observados ap6s nove dias do desafio. Porém, diferiram quanto aos
tempos nos quais aconteceram tais fendmenos sendo observada uma
sobrevivéncia de 66,66% dos animais imunizados a partir do quinto dia,
e 6bito de todos os controles a partir do quinto dia.

Figura 32. Analises de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos animais
desafiados com P. yoelii YM dose letal.
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Ainda, durante o desafio letal a parasitemia dos animais foi monitorada
cada dois dias por meio de esfregacos sanguineos preparados com 5 ul de
sangue obtidos da cauda dos animais. Como pode ser observado na
Figura 31, animais do grupo controle apresentaram altos niveis de
parasitemia atingindo rapidamente 100% seguido pela morte apds seis
dias. Ja os animais imunizados sobreviventes foram capazes de controlar
a infeccdo reduzindo a parasitemia a 15%, aproximadamente.

Esta protecdo, estd de acordo com o recente estudo realizado em
camundongos C57BL/6 desafiados com 0 mesmo parasito, mas vacinados
com o antigeno PyMAEBL-M2 (LEITE, 2013; LEITE et al., 2015).

Figura 33. Gréafico das médias das porcentagens de eritrdcitos infectados
nos animais desafiados com P. yoelii YM dose letal com respeito ao
tempo. A parasitemia foi avaliada diariamente até o sétimo dia por meio
da coloragdo de Giemsa. A &rea sob a curva (AUC) foi calculada mediante
0 método dos trapézios.
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Os dados de protegéo aqui apresentados correspondem a um experimento
piloto, onde se aproveitaram cinco camundongos divididos em dois
grupos. Contudo, como pode ser observado na Figura 31, se conclui que
0os TrHAJMAEBL-M2 conferiram uma evidente protecdo aos
camundongos imunizados durante os nove dias avaliados, mantendo os
eritrGcitos infectados em menos de 15%.

Mesmo assim, tal protecdo indicaria que os soros dos camundongos
imunizados com o antigeno PVvMAEBL-M2 tiveram uma protecdo
cruzada contra o P. yoeli, provavelmente por causa da alta homologia
entre esta proteina e a PyMAEBL-M2.

Este novo antigeno poderia, possivelmente, aumentar seus niveis de
imunogenicidade, se fosse administrado como proteinas purificadas em
protocolos de vacinagdo homologo ou heterélogos intercalado com outros
vectores recombinantes. Infelizmente estas novas avaliagdes, assim como
a quantificacdo por ELISA dos anticorpos estimulados, ndo puderam ser
realizadas devido a limitacdes de tempo, e a falta da proteina PvMAEBL-
M2 purificada. Entretanto, ja foi solicitado o pedido de patente da
sequéncia genética modificada que codifica esta proteina, que nos
permitira produzir novos vectores recombinantes e testa-los em diversas
formulagBes vacinais. Outras importantes vantagens do presente
antigeno, é a possibilidade de ser testado in vitro ou in vivo em primatas
humanos e ndo humanos, assim como possuir 64 % de homologia com a
proteina PyMAEBL, 68% P. knowlesi e coatneyi e 72% com PvMAEBL,
EBP1.

A partir dos dados obtidos e da participagdo da proteina MAEBL durante
diversas etapas do ciclo do parasito, pode-se concluir que este novo
antigeno possui um interessante potencial como componente de uma
futura vacina antimalérica com capacidade de protecdo cruzada contra
diversas espécies de Plasmodium.
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CONCLUSOES

A sequéncia genética modificada, apresenta um interessante
potencial antigénico, por estar altamente conservado entre as
diferentes espécies de Plasmodium sp.

Os soros dos camundongos imunizados com as proteinas purificadas
PyMAEBL-M2 ou rHAdPvDBP-II-MT e PA, n3o mostraram
reatividade cruzada contra as proteinas PvMAEBL-M2 extraidas das
c¢lulas HEK293 infectadas com rHAdMAEBL-M2.

A diminuicdo da parasitemia poderia indicar, que os anticorpos contra
PvMAEBL-M2 sintetizados inibiram os parasitos P yoelii,
bloqueando desta maneira a invasdo dos eritrocitos sadios.

A sobrevivéncia observada apos o desafio mortal com o P. yoeli dos
animais imunizados com o antigeno PYMAEBL-M2, nos permitem
concluir que existiu uma prote¢ao cruzada entre os soros dos animais
imunizados contra o parasito.

A protegdo observada pelos soros dos animais imunizados nos
permite concluir que existe uma alta homologia entre as proteinas
PvMAEBL-M2 recombinante e a MAEBL-M2 existente no P. yoeli.

A participagdo do dominio M2 da proteina MAEBL durante a invasgo
aos eritrocitos e aos hepatdcitos, assim como os altos niveis de
protecao observada durante o presente trabalho, nos permite concluir
que este antigeno pode ser um interessante componente de uma
vacina contra malaria.
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