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RESUMO

A préatica da imunizagdo influenciou grandemente o aumento da expectativa de vida mundial,
representando a estratégia de intervengcdo com a melhor relagdo custo-beneficio até hoje
aplicada em saude publica. Novas tecnologias vém permitindo o desenvolvimento de vacinas
mais seguras e eficazes, sendo o estudo de novos adjuvantes o que recebe na atualidade os
maiores esfor¢os de pesquisa. O uso de plataformas pseudo-virais ndo infecciosas (VLPs)
como adjuvantes nanoparticulados carregadores de antigenos heterdlogos pouco
imunogénicos tem atraido muita atencao, resultando ate 0 momento em trés vacinas humanas
j& comercializadas. A vacina antimaldrica RTS,S, a primeira contra esta doenga disponivel
comercialmente, ¢ um exemplo de uma vacina que alia uma VLP a outros adjuvantes para
geracdo de intensa imunidade (apesar de baixa prote¢do) contra Plasmodium falciparum. A
maléria por Plasmodium vivax, segunda espécie epidemiologicamente mais relevante a nivel
mundial e que atinge ao Brasil mais diretamente, com cerca de 80% dos novos casos, ndo tem
vacina. A fim de ajudar a reverter este problema, construimos um candidato vacinal contra P.
vivax baseado na plataforma VLP do antigeno do cerne do virus da Hepatite B (HBcAg) e na
proteina circumsporozoita (CS) do parasito. Este candidato, HBcAgPvCS-VK247, dirigido
contra a variante VK-247 do parasito foi capaz de gerar particulas pseudovirais com a
estrutura tridimensional esperada e com reatividade imunoldgica equivalente aquela da
proteina original parasitaria. Quando aliado aos adjuvantes MPLA de Bordetella pertussis e
Alhydrogel, tanto este candidato quanto um segundo candidato, o HBcAgPvCS-VK210
dirigido contra a segunda variante mais prevalente da proteina parasitaria, foram eficientes na
geracdo de anticorpos IgG, e também de suas subclasses. Pela sua melhor caracterizagao
prévia, a VLP HBcAgPvCS-VK210 foi testada em uma segunda formulagdo, com os
adjuvantes Poly [:C e AddaVax. Os resultados mostram que as duas formulagdes foram muito
eficientes para induzir anticorpos especificos IgG, IgGl, IgG2a, IgG2b e IgG3 contra as
repeti¢des centrais da proteina CS, e também induziram a produgdo de citocinas TNF, IFN-y,
IL-5, IL-4 e IL-2 apos estimulagdo especifica. No ensaio mais critico para uma vacina, isto &,
ao avaliar a protecdo frente ao desafio utilizando parasitas transgénicos P. berghei [CS vivax]
vivos, o candidato HBcAgPvCS-VK210 foi capaz de proteger 83% dos animais vacinados,
sendo a formulacao que contem Poly I:C e AddaVax a mais eficaz. O conjunto de resultados
obtidos in vivo sdo altamente promissores, e asseguram futuros estudos com as VLPs
construidas a fim de conseguir uma formulagdo antimalarica universal contra a infec¢do por
P. vivax.

Palavras-chave: Vacinas 1. Adjuvantes 2. Virus Like-particles 3. Malaria 4.



ABSTRACT

Immunization greatly influenced the global increase in life expectancy, representing the
Public Health practice with the best cost-benefit balance applied until today. New
technologies are allowing the development of safer and more efficient vaccines, and amongst
them the study of new adjuvants involve most current research efforts. Virus-like particles
(VLPs) are nanoparticulate carrier adjuvants for low immunogenicity heterologous antigens,
and three human commercial vaccines are based on this platform. Malaria vaccine RTS,S, the
first commercially-available candidate against this disease is an example of a VLP-based
vaccine that generates intense immunogenicity (although limited protection) against
Plasmodium falciparum. Plasmodium vivax, the second most-prevalent human malaria
species that is responsible for nearly 80% of new malaria cases in Brazil, has no vaccine
available. To reverse this problem, we generated a candidate vaccine against P. vivax based
on hepatitis B virus core antigen (HBcAg) virus-like particles and the circumsporozoite
protein of the parasite. The candidate, termed HBcAgPvCS-VK247, is directed against the
parasite’s VK-247 variant CS repeats. HBcAgPvCS-VK247 displayed a correct 3D structure
by electron microscopy and an immune reactivity equivalent to that of the full-length parasite
protein. When formulated into Bordetella pertussis MPLA plus Alhydrogel, both this
candidate as well as a second one, HBcAgPvCS-VK210, built against the second more
prevalent CS variant (VK-210), were very efficient in generating specific IgGs as well as
most subclasses of antibodies. In face of a better previous characterization of the particle,
HBcAgPvCS-VK210 was also tested in a second formulation with adjuvants Poly I:C e
AddaVax. Results show that both formulations were very efficient in inducing specific IgG,
IgGl, IgG2a, IgG2b e 1gG3 antibodies against CS’s central repeats, and also induced TNF,
IFN-y, IL-5, IL-4 e IL-2 in mouse lymphocytes after specific restimulation. When tested in
the most critical vaccine assay, i.e. a challenge with P. berghei [CS vivax] live transgenic
parasites, HBcAgPvCS-VK210 was able to protect 83% of vaccinated animals when
adjuvanted by Poly I:C e AddaVax, the most efficient formulation. As a whole, our in vivo
results are highly promising and call for future studies with these VLPs combined in a search
for a feasible P. vivax. universal vaccine.

Keywords: Vaccine 1. Adjuvants 2. Virus Like-particles 3. Malaria 4.
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1. Introducio

1.1. O dramatico aumento da expectativa de vida populacional nos ultimos 125 anos.

A melhora na saude publica e na qualidade de vida da populagdo mundial que hoje
desfrutamos foi alcancada gracas aos esforcos realizados durante a “Primeira Revolugdo da
Satude Publica”, final dos anos 1800 e inicio de 1900. Este periodo foi marcado pelo sucesso
no controle das doencgas infeciosas pelo aperfeigoamento das condigdes de saneamento,
tratamento de dgua, gerenciamento de esgoto, coleta de lixo, inspe¢do de alimentos e ainda os
avancos sociais que levaram a diminui¢ao da mortalidade. No entanto, este exame histérico
ndo estaria completo sem o reconhecimento do impacto dos antibidticos e das vacinas na
melhoria da saide e da expectativa de vida.

Gragas a descoberta da penicilina por Fleming (1929), juntamente com as préaticas de
saneamento basico e ainda o desenvolvimento das vacinas, a expectativa de vida aumentou
tanto em paises de alta quanto baixa renda, eliminando muitas doengas que, historicamente,
mataram milhdes de pessoas. As vacinas sdo amplamente consideradas como a estratégia de
interven¢do médica mais segura e eficaz, com melhor custo beneficio. Em conjunto com a
introducdo de antibidticos e higiene, as vacinas contribuiram significativamente para um
declinio constante na mortalidade e morbidade causada por doencas infeciosas.

Nos Estados Unidos, a expectativa de vida em 1900 era de 47,3 anos e doencas como
pneumonia, influenza, tuberculose, difteria, smallpox (variola), pertussis (coqueluche),
sarampo e febre tifoide eram as principais causas de mortalidade (ARIAS, 2012). Durante o
século 20 somente a variola foi responsavel pela morte de cerca de 300 milhdes de pessoas e
hoje, gragas ao desenvolvimento da vacina, ndo existe nenhuma morte ocasionada pelo virus,
tendo sido erradicada oficialmente em 1980 (FENNER, F.; HENDERSON, D. A.; ARITA, L;
JEZEK, Z.; LADNYI, 1988). Um estudo realizado por van Panhuis et al. (2013), concluiu
que durante o periodo de 1888 a 1924 as vacinas foram capazes de prevenir 40 mil casos de
difteria, 35 milhdes de casos de sarampo e um total de 103 milhdes de casos de doengas
infecciosas que acometeram criancas nos Estados Unidos. Atualmente, a expectativa de vida
nos EUA ¢ de 78,6 anos e as doencas como cancer, alzheimer, diabetes, doencas respiratorias
crOnicas, doenga cardiaca e acidente vascular encefalico sdo as responsaveis pelos maiores

indices de mortalidade nos anos de 2016 ¢ 2017 (MURPHY et al., 2018).
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No Brasil, entre os anos de 1940 ¢ 1998 a reducao de oObitos principalmente por
doencas infecciosas preveniveis por vacinas fez elevar a expectativa de vida ao nascer em
cerca de 30 anos (BALLALALI, 2017a). A vacinagdo infantil diminuiu a circulagdo de agentes
infecciosos entre a populagdo, impactando positivamente na saude de adultos e idosos
elevando consequentemente a expectativa de vida no Brasil, que segundo o IBGE ¢ de 72,5

anos para homens e 79,6 para as mulheres no ano de 2017 (Figura 1) (BALLALAI, 2017).

Figura 1. Expectativa de vida ao nascer no Brasil; evolu¢ao de 1940 a 2016.
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Fonte: Adaptado de IBGE- Diretoria De Pesquisa, 2018. Crescente expectativa de vida dos Brasileiros sendo
representada pela linha verde a média de vida entre os homens, em vermelho a linha representa a média de vida

entre as mulheres e em roxo a linha traz a representagdo da média entre homens e mulheres.

A reducdo da mortalidade infantil e a facilitagdo do acesso universal as vacinas
seguras, de eficacia comprovada, ¢ uma obrigagdo moral para as comunidades internacionais
e um direito humano para que todos tenham individualmente a oportunidade de viver com

mais satde e por mais tempo (ANDRE et al., 2008).

1.2 A origem das vacinas

1.2.1 O empiricismo como fonte das primeiras vacinas.

Os primeiros esforgos realizados para o controle das doengas por imunizagdes
ocorreram na China, no século 10 depois de Cristo (Figura 2). Naquele tempo a técnica
denominada como variolagdo, consistia em utilizar crostas de feridas de pessoas infectadas

pelo virus smallpox em individuos saudaveis na esperanca de serem protegidos contra a
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doenca. O pd obtido das crostas de pustulas, eram soprados nas narinas daqueles a serem
protegidos, e isto causava uma infec¢do, por vezes intensa, que caso fosse resolvida pelo
individuo, resultava em prote¢do. Outros tipos de inoculagdo surgiram nos séculos seguintes,
mantendo porém, o mesmo principio (D’AMELIO; SALEMI; D’AMELIO, 2015).

Disseminador da variolacao e bom observador, Edward Jenner revolucionou a saude
da populacao ao demonstrar formalmente o efeito da imunizagao e protecdo cruzada, mesmo
sem conhecimento cientifico e noc¢ao de tal efeito. Jenner comprovou a veracidade do senso
comum a respeito da protecdo cruzada, na qual mulheres ordenhadeiras infectadas com o
virus da variola bovina (causada pelo virus cowpox) eram protegidas da variola humana
(causada pelo virus smallpox). Em 1796, Jenner demonstrou esse efeito ao infectar um garoto
de 8 anos (James Phipps) com o virus do cowpox obtidos das lesdes de Sarah Nelmes
(ordenhadeira infectada pelo cowpox) e o desafiou posteriormente com a inoculagdo do
smallpox. Passados alguns dias o garoto ndo apresentou qualquer sintoma severo da doenga,
levando Jenner a concluir que a infec¢do prévia com o cowpox fornecia imunidade completa
ao smallpox, sem o risco de desenvolver a doenga. Apesar do longo caminho a ser percorrido
e esclarecido, as descobertas de Jenner marcaram oficialmente o nascimento da vacinagao.

O termo variolacao foi entdo substituido por Richard Dunning para vacinagdo, cuja
origem vem do latim vaccinus que pode ser entendido como “derivado da vaca” (STEFAN,

2005; WILLIS, 1997).

Figura 2 abordagem empirica ao desenvolvimento de vacinas
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principais, sendo o primeiro a abordagem empirica, baseada no isolamento, inativacao e injecdo dos
microrganismos causadores da doenga. As caixas fechadas indicam vacinas licenciadas ou praticas de vacina¢io
ja empregadas; caixas com borda pontilhada indicam vacinas que ainda estdo em desenvolvimento.

O processo de vacinagao foi disseminado e adotado nos continentes Europeu e
Americano sendo posteriormente conduzido ao redor do mundo em campanhas de vacinagao
em massa. O ultimo registro de variola contraido de forma natural ocorreu na Somalia em
1977. Desde entdao, somente o acidente de laboratorio que levou a morte de uma pessoa em
Birmingham, na Inglaterra, foi registrado sendo a variola oficialmente erradicada em 1980
(CDC, 2016).

Apesar da conquista histérica de Jenner, mais de um século se passou sem um novo
avango no desenvolvimento de novas vacinas. Jenner ndo tinha conhecimento da origem
microbiana das infec¢des e nao tinha no¢ao do mecanismo de agdo da sua vacina. O
conhecimento cientifico das vacinas, ocorreu somente no final do século XIX, gracas as
conquistas na area de microbiologia e imunologia alcangadas por Louis Pasteur ¢ Robert
Koch.

As descobertas de Pasteur na area de microbiologia, como a presenga de organismos
fermentadores e o desenvolvimento do processo de pasteurizagdo levou Pasteur a ser
selecionado como membro da Academia de Medicina, em 1873, onde defendeu a tese que
parte das doencas contagiosas e dos processos infeciosos devia-se a agdo de microrganismos.

Em 1876, Koch realizou a primeira demonstracao do ciclo de vida do bacilo antraz,
cujos esporos foram localizados na terra onde os animais eram enterrados. Koch, conseguiu
ainda isolar o microrganismo em culturas, sendo o primeiro a demonstrar o agente causador
da doenga (KOCH, 1876).

Em 1878, Pasteur recebeu de Henry Toussaint uma cepa bacteriana causadora da
chicken cholera (cOlera do frango- Pasteurella multocida), e juntamente com seu assistente
Emile Roux, desenvolveram o método de atenuagdo de patogenos que levou ao
desenvolvimento da primeira vacina atenuada (PASTEUR, 1880a, 1880b).

Percebendo a descoberta da técnica que poderia ser estendida a outras doencas,
Pasteur retornou ao estudo do antraz e no verdo de 1880 Pasteur e Toussaint disputaram o
desenvolvimento de diferentes abordagens para a criagdo de uma vacina contra o antraz.
Enquanto Pasteur tentava a atenuac¢do do antraz para o desenvolvimento da vacina, Toussaint
desenvolveu a primeira vacina inativada, sendo oficialmente reconhecido como o pioneiro no

desenvolvimento da vacina contra antraz, pelo aquecimento por 10 min a 55°C dos bacilos.
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Pasteur comecgou a atenuar microrganismos em laboratério, secando, aquecendo,
expondo-os a oxigénio ou passando-os em diferentes hospedeiros animais (PASTEUR,
1880). Um marco muito importante na histéria das vacinas, foi o desenvolvimento da
primeira vacina humana em 1885, onde Pasteur aplicou sua técnica de atenuagdo de
patogenos e desenvolveu a primeira vacina viral atenuada e o tratamento contra a raiva
(PASTEUR, 1885). Em 1888, o Instituto Pasteur foi estabelecido como centro de tratamento
contra raiva, pesquisa de doengas infecciosas e instituto de treinamento (DE GREGORIO;

RAPPUOLL, 2014; RAPPUOLLI, 2014).

1.2.2 Das vacinas vivas atenuadas para as vacinas “racionais” do século 21.

Sucessdes de avangos ocorreram permitindo o aprimoramento e a geragdo de novas
técnicas para o desenvolvimento de novas vacinas.

Apds a descoberta de que a difteria e o tétano sdo causados por toxinas bacterianas,
Emil von Behring e Shibasaburo Kitasato descobriram que o soro de animais que haviam
sido inoculados com essas toxinas poderia proteger os humanos da doenga (VON BEHRING;
KITASATO, 1890). Com base na experiéncia de Pasteur, Albert Calmette e Camille Guérin,
passaram uma estirpe de Mycobacterium bovis, 230 vezes em meio de cultura, para obter
uma vacina atenuada (BCG) contra a tuberculose (CALMETTE; GUERIN, 1899).

O desenvolvimento das primeiras vacinas humanas inativadas foram contra o bacilo
da difteria (Corynebacterium diphtheriae), febre tifoide (Salmonella typhi) e contra a bactéria
causadora da peste negra (Yersinia pestis), e amplamente utilizada até a primeira metade do
século XX (GIRARD et al., 20006).

Em 1924, Gaston Ramon produziu a primeira vacina contra a Difteria (C.
diphtheriae) gragas ao aprimoramento da técnica desenvolvida por Alexander Glenny e
Barbara Hopkins, na qual a toxina diftérica foi convertida em toxdide pela acdo da formalina,
levando a uma significativa redu¢do dos numeros de casos de difteria e a quase completa
eliminagdo da doengca nos paises industrializados (GLENNY; HOPKINS, 1923).
Notavelmente, a mesma vacina toxoide contra a difteria que foi descoberta na década de 1920
ainda estd em uso, tendo sido feitos apenas alguns refinamentos (RAPPUOLI; MALITO,
2014; RELYVELD, 2011). Esse mesmo procedimento de obtencdo do toxodide foi aplicado
posteriormente para a produgdo da vacina contra tétano (Clostridium tetani) por Ramon e

Zoeller em1926 (RAMON; ZOELLER, 1926).
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As vacinas contra influenza foram desenvolvidas em meados da década de 1930,
quando se descobriu que o virus da influenza podia ser cultivado em ovos embrionados,
procedimento que ainda hoje € usado para fabricar a maioria das vacinas contra influenza
(STANLEY, 1945).

Posteriormente ao desenvolvimento da primeira vacina contra pertussis (Bordetella
pertussis), as primeiras vacinas formuladas com a combinagdo de diferentes agentes foram
elaboradas. Com a introdugdo das vacinas combinadas, houve a diminuigdo do nimero de
injecdes necessarias € consequentemente notou-se um aumento da cobertura vacinal. Desde
1940, criangas de paises industrializados sdo rotineiramente imunizadas com a vacina DTP
(RAPPUOLI; MALITO, 2014; RELYVELD, 2011). Atualmente, no Brasil, a vacina ¢
utilizada em uma combinagdo pentavalente (Difteria, Tétano, Pertussis, Hepatite B+
Haemophilus influenzae tipo b ), sendo implementada em 2012 ao Calendario Basico de
Vacinagio pelo SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Na metade do século 20 as técnicas de cultura in vitro foram adaptadas para
crescimento e cultivo de virus. Thomas Weller; Frederick Robbins; John Enders, (1949)
desenvolveram a técnica de cultivo do virus (Polio) e por esse fato receberam, em 1954 o
prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, por possibilitar o isolamento, manutencdo e
atenuagao de cepas virais para o desenvolvimento de vacinas em cultura de diferentes tipos
de tecidos. Impulsionados pela segunda guerra mundial e a necessidade de aumentar a
disponibilidade de vacinas para militares, as vacinas contra influenza, encefalite japonesa e
tifo comecaram a ser produzidas em grande escala. Nesse periodo ocorreu ainda, o
desenvolvimento da vacina contra Polio (Poliovirus- 1955), Rubéola (Rubella virus) e
Caxumba (Paramyxovirus) (HIELLMAN et al., 1968; KOPROWSKI; JERVIS; NORTON,
1952; SALK; PITTSBURGH, 1959).

Em 1980 surgiam duas novas eras importantes para o desenvolvimento das vacinas, a

era das vacinas conjugadas e da engenharia genética (Figura 3).
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Figura 3. Abordagens modernas para o desenvolvimento das vacinas.
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Fonte: Adaptado de, De Gregorio; Rappuoli, 2014. A abordagem moderna para o desenvolvimento de vacinas.
A segunda abordagem moderna comegou na década de 1980, quando novas tecnologias permitiram avangos no
desenvolvimento de vacinas que ndo seriam possiveis usando a abordagem empirica. As caixas fechadas
indicam vacinas licenciadas ou praticas de vacinagdo ja empregadas; caixas com borda pontilhada indicam
vacinas que ainda estdo em desenvolvimento.

Os primeiros trabalhos sobre conjugagdo quimica iniciaram apds a verifica¢ao de que
a cadeia de polissacarideo utilizada nas vacinas ndo era suficiente para gerar uma resposta
imunogenica satisfatoria, sendo necessario a ligacdo desses aglcares com uma proteina
carreadora. Os polissacarideos capsulares consistem em epitopos repetitivos que ndo sdo
processados pelas células apresentadoras de antigenos, mas que interagem diretamente com
as células B, induzindo sintese de anticorpos na auséncia de linfocitos T e consequentemente
a auséncia da indu¢do de memoria imunologica (ADA; ISAACS, 2003; GOLDBLATT,
2000; STEIN, 1992). Apesar das limitacdes das vacinas polissacarideas, a vacina contra
pneumococo ndo conjugada ¢ ainda utilizada, porém apenas como imunobioldgico especial,
para determinados grupos de pacientes que apresentam suscetibilidade aumentada a infecgao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A ideia de utilizar uma proteina acoplada & cépsula antigénica, na tentativa de
melhorar a imunogenicidade da vacina, foi notada pela primeira vez por Oswald Avery e

Walther Goebel em 1929, no entanto somente em 1987, Robbins e Rachel Schneerson,
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juntamente com seus colaboradores, lancaram as vacinas conjugadas através da ligagdao do
toxoide diftérico ao polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae tipo b (AVERY;
GOEBEL, 1931; RODRIGUES LP, SCHNEERSON R, 1971). As vacinas glicoconjugadas
de hoje estao disponiveis contra H. influenzae tipo b, vacina conjugada contra pneumococo, e
vacina conjugada contra meningococo tipo A, C, W e Y (DE GREGORIO; RAPPUOLI,
2014; DELANY; RAPPUOLI DE GREGORIO, 2014).

A revolugdo na area de engenharia genética no final do século 20, impactou
diretamente o desenvolvimento de novas vacinas e com melhoria no perfil de seguranca. O
primeiro fruto dessa revolucdo permitiu a origem da segunda geracdao da vacina contra
Hepatite B Engerix-, produzida a partir da inser¢do do gene do antigeno S (antigeno de
superficie) em leveduras capazes de expressar esse antigeno (VALENZUELA et al., 1982).
Outra importante vacina gerada gragas a essa tecnologia, foi o desenvolvimento da vacina
contra o papilomavirus humano (HPV) (FRAZER; COX, 2006; ZHOU et al., 1991).

Todas as vacinas descritas acima, sao direcionadas a uma populacdo saudavel na
busca pela prevencdo de doencas (vacinas profilaticas). No entanto, algumas vacinas tém
surgido na tentativa de aliviar o sofrimento daqueles que ja estdo com a doenca. Grande
esforco vem sendo dedicado ao desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra tumores,
SIDA, Hepatite B e tuberculose e possivelmente contra as bactérias que causam ulceras
gastricas. Em 2010 a FDA aprovou a primeira vacina terapé€utica contra o cancer de prostata
(PROVENGE) (SELA; HIELLMAN, 2004).
Nos ultimos anos, tivemos a introdu¢do da mais moderna tecnologia aplicada na producdo de
vacinas. Impulsionada pelos avangos na era gendmica € o completo sequenciamento de
patogenos, a vacinologia reversa surge fundamentada na identificagdo de novos candidatos a
vacinas meningocdcicas, baseada na sequéncia do genoma da cepa do sorogrupo B de
Neisseria meningitidis (ADU-BOBIE et al.,, 2003). A partir do sequenciamento de N.
meningitidis, foi possivel a selecdo de aproximadamente 570 possiveis alvos vacinais. Desses
570 alvos, 350 proteinas recombinantes tiveram a capacidade de serem expressas em
Escherichia coli. Apds a imunizacdo de animais com esses candidatos, 91 novas proteinas
foram confirmadas como sendo expressas na superficie da membrana e 28 foram encontradas
para induzir anticorpos. Ao decorrer de andlises mais aprofundadas, cinco proteinas foram
selecionadas para formular uma vacina multicomponente (GIULIANI et al., 2006).

A vacinologia reversa juntamente com as vacinas de 4cidos nucléicos e vacinas

sintéticas, sdo promissoras em iniciar uma nova era vacinal (RAPPUOLI et al., 2011).
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Abordagens empiricas tém sido utilizadas desde a era Pasteur para a producdo de
vacinas, utilizando dessa forma antigenos atenuados, componentes antigénicos parcialmente
purificados (vacinas de subunidades) e toxinas ou polissacarideos detoxificados. No entanto,
durante os ultimos 30 anos, novas tecnologias tém tornado possivel o desenvolvimento de
novas vacinas, o que antes seria impossivel com a aplicagao das abordagens empiricas. Essas
tecnologias como visto anteriormente incluem DNA recombinante, glicoconjugagao,
vacinologia reversa, identificacdo de novos antigenos alvos e ainda como veremos adiante o
desenvolvimento de novas classes de adjuvantes que possam promover respostas imunes
humorais e celulares mais eficazes (DELANY; RAPPUOLI; DE GREGORIO, 2014;
RAPPUOLI et al., 2011).

A compreensdo de quais as respostas sdo desejaveis e necessarias para a protecdo e
como podem ser induzidas por uma vacina ird derrubar uma barreira para o desenvolvimento
racional e efetivo das proximas geracdes de vacinas, possibilitando nimero maior de vacinas
contra diferentes doencas infeciosas em diferentes grupos populacionais (DELANY;

RAPPUOLI; DE GREGORIO, 2014).

1.3 Os adjuvantes imunologicos e sua utilidade na formulagdo de vacinas.

Muitas das novas vacinas possuem um numero limitado de antigenos purificados que
geralmente tem levado a um perfil mais seguro quando comparado com antigenos atenuados,
por exemplo, porém ao mesmo tempo t€ém-se notado uma menor imunogenicidade devido a
remocao das diferentes caracteristicas dos organismos. Este fato evidencia a necessidade da
adicdo de uma substincia capaz de amplificar a resposta imune aos antigenos vacinais,
alcancando assim o principal objetivo das imunizagdes que ¢ a inducdo da imunidade
protetora (AWATE; BABIUK; MUTWIRI, 2013; O’HAGAN, 2000; PASQUALE et al.,
2015). Essas substancias capazes de potencializar a resposta imune aos antigenos sio
denominadas adjuvantes e apesar da frequente presenca na maioria das formulagdes vacinas,
o desenvolvimento de novos potencializadores de reposta imune ainda permanece lento.

A palavra adjuvante deriva do verbo em Latim adjuvare, que significa socorrer ou
reforcar podendo ser utilizados para multiplos propositos, como por exemplo:

e Aumentar a imunogenicidade de imunogenos fracos, como antigenos
recombinantes ou altamente purificados;

e Aumentar a meia vida bioldgica e ou imunolédgica da vacina antigénica;
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e Promover o recrutamento celular;

e Direcionar a resposta imune apropriada para a vacina;

e Melhorar a entrega dos antigenos pelas APCs

e Ativar ou maturar as APCs;

e Induzir a produgdo de citocinas imunomoduladoras;

e Ativar inflamossomas e induzir a inflamacao local;

e Reduzir a quantidade de antigenos assim como da frequéncia de imunizagdes;

e Melhorar a eficdcia das vacinas em individuos imunocomprometidos,
imunologicamente imaturos ou senescentes (COFFMAN; SHER; SEDER,
2010; VOGEL, 2000).

Os adjuvantes foram descritos pela primeira vez por Gaston Ramon em 1924, um
veterinario francés que observou o aumento do titulo de anticorpo anti-tétano e anti-difteria
em animais que apresentavam abcesso no local da vacinagdo. Ao induzir abcessos utilizando
tapioca, farelo de pdo ou amido juntamente com a toxina inativada, Ramon confirmou a
hipdtese de que a adigdo de substancias capazes de induzir uma inflamag¢do no local da
injecdo ¢ eficiente para a geragao de uma resposta imune mais robusta (RAMON, 1924). Ao
mesmo tempo, Glenny et al. (1926), descobriram o efeito dos sais de aluminio como
adjuvantes e desde entdo seu uso vém sendo administrado em vacinas virais e bacterianas,
como as vacinas contra difteria, tétano e coqueluche, vacinas contra os virus das hepatites A e
B, raiva, dentre outras. J4& em 1930 Jules Freund desenvolveu o adjuvante completo de
Freund (FCA), um poderoso composto formado por uma emulsdo de 4gua em 6leo mineral
contendo Mycobacterium. Apesar de ser um dos mais efetivos adjuvantes conhecidos, o uso
de FCA em vacinas humanas ndo ¢ permitido devido a alta reatogenicidade provocada no
local da inje¢ao (FREUND; CASALS; HOSMER, 1937).

Embora com o mesmo proposito de aumentar a resposta imune, os adjuvantes sao
diversos quanto a constitui¢do quimica e estrutural, a atividade e ao modo de acdo e de uma
maneira geral podemos classifica-los em trés grandes grupos: os adjuvantes de

nanoparticulas, os polifuncionais, sistemas de adjuvantes e ainda os imunoestimulantes

(Figura 4):
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Figura 4 Classifica¢do dos adjuvantes.
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Fonte: A autora. A grande variedade de adjuvantes sendo classificados de acordo com o principal mecanismo de
acdo. Em verde encontram-se os adjuvantes pertencente a classe das nanoparticulas; em rosa encontram-se 0s
adjuvantes pertencente a classe dos polifuncionais e sistemas adjuvantes; em azul encontram-se os adjuvantes

pertencente a classe dos imunoestimulantes.
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1.3.1 Sais de aluminio.

Os sais de aluminio tém sido amplamente utilizados como adjuvantes sendo os
primeiros a serem licenciados para uso em humanos. Esta classe de adjuvantes inclui o
fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio e hidroxifosfato de aluminio e desde 1920 e
durante os 70 anos seguintes, foram os Unicos adjuvantes comercialmente disponiveis (DE
GREGORIO; CAPRONI; ULMER, 2013; REED; ORR; FOX, 2013).

O efeito adjuvante dos aluminios foi descoberto acidentalmente por Glenny et al.
(1926), quando ao precipitar o toxodide diftérico utilizando potéssio de aluminio (KAl

(SO4)2-12H20), produziu uma mistura capaz de aumentar a resposta imune contra o

antigeno. Devido a problemas de reprodutibilidade encontrado durante o processo de
producao, o sulfato de aluminio utilizado até entdo, foi completamente substituido por
hidroxido de aluminio e fosfato de aluminio nas vacinas comercias.

Apesar do uso generalizado destes adjuvantes, ainda ndo existe total entendimento
sobre seu mecanismo de acdo que parece envolver multiplas vias: a) a formacdo de um
deposito pelo qual os antigenos sdo entregues lentamente aumentando dessa forma a
producao de anticorpos; b) a inducao da inflamacao que leva ao recrutamento das células
apresentadoras de antigenos (APCs) e captura dos antigenos; c) a conversdo de antigenos
soltiveis em particulas que serdo fagocitadas pelas APCs, como os macrofagos, células
dendriticas (DCs) e linfécitos B(MARRACK; MCKEE; MUNKS, 2009).

A principio acreditava-se que o mecanismo de acdo se dava pelo efeito deposito,
como postulado por Glenny, sendo que a associagdo do antigeno com o adjuvante promovia a
persisténcia do antigeno por um periodo maior € a entrega se tornava mais lenta levando a um
maior periodo de exposi¢do para a apresentagdo ao sistema imune. No entanto, nas ultimas
duas décadas, pesquisadores iniciaram diversos estudos que revelaram os multiplos papéis
desempenhados pelos adjuvantes de aluminio e que desafiam a teoria de depdsito para o seu
efeito adjuvante (GLENNY et al., 1926; WEN; SHI, 2016). Hutchison et al. (2012),
demonstraram que a retirada do local da inje¢do contendo aluminio no periodo entre 2-24
horas ap6s a inoculagdo, o resultado da resposta imune nao ¢ alterado, indicando que o efeito
deposito ndo se faz necessario, ou que pelo menos ndo € o inico mecanismo responsavel pela
acao do adjuvante. O complexo antigeno-aluminio pode desaparecer apos algumas semanas e
o efeito prolongado ¢ atribuido as células inatas que sdo atraidas mais rapidamente para o

local da imunizagao onde iniciam a captura do antigeno (MANNHALTER et al., 1985).
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Em resposta a presenga do aluminio, monoécitos inflamatorios e DCs sdo ativados de
forma indireta, pela produgdo de sinais de perigo como o acido urico, que aumentam o
recrutamento celular e a ativacdo de neutrofilos ¢ monocitos inflamatorios, e induzem a
diferenciag¢@o das DCs inflamatorias. Rapidamente engolfam o antigeno e migram do local da
injecdo para os linfonodos para a apresentacao antigénica as células T.

Os sais de aluminio também induzem a morte celular, e consequente liberagao do
DNA além disso, a produ¢do de 4acido urico também vem sendo atribuida como um
mecanismo de a¢do desempenhado que culmina com a ativagdo dos PAMPs e tem sido

reportado como responsavel pela resposta imune do tipo Th2 caracteristica desse adjuvante.

1.3.2 Monofosforil Lipidio A (MPLA).

O adjuvante Monofosforil Lipideo A (MPLA) ¢ um produto derivado dos
Lipopolissacarideos (LPS) encontrado como constituinte majoritdrio das paredes das
bactérias Gram-negativas. O MPLA utilizado no presente trabalho foi obtido a partir da
remocao de um residuo de fosfato que resulta em uma menor toxicidade, cerca de 0,1% da
toxicidade inflamatoria da molécula do LPS.

A baixa toxicidade do MPLA ¢ atribuida ao recrutamento preferencial por TRIF na
ativacao dos Toll-like 4 (TLR-4) que resultam em uma diminui¢do da inducdo das citocinas
pro-inflamatorias como IL-6, IL-18 e TNF-a e aumento de IL-10 pelos macrofagos. A
estimulacdo via TLR-4 pode contribuir para a ativacdo da resposta imune inata, pela ativagdo
da atividade transcricional de NFxB e subsequente expressdo de citocinas pro-inflamatdrias
como, TNF-a e IL-6. A producdo dessas citocinas pode melhorar a resposta imune adaptativa
pela estimulagdo da maturacao das APCs (DIDIERLAURENT et al., 2009).

O reconhecimento do LPS precisa tanto do TLR-4 quanto MD-2, levando a uma
expressdo das citocinas pro-inflamatdrias pela via de transcricdo NF«B pela ativacdo da via
de ativagdo MyD88-Mal, assim como a expressao de interferon tipo 1 via transcri¢do do fator
IRF3 através da ativacao de TRIF-TRAM. Por outro lado MPLA s6 ativa a via TRIF-TRAM
o qual conta com a propriedade adjuvante com baixa toxicidade (QUINTILIO et al., 2009).

O MPLA de Salmonella Minnesota tem sido comumente utilizado em estudos por
suas caracteristicas adjuvante, como agonista de TLR-4 e pela capacidade de promover a
produgdo de IFN-y pelos linfécitos T CD4", levando a um perfil de reposta do tipo Thl

requerida para patogenos intracelulares. Vacinas aprovadas para uso em humanos como, por
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exemplo, a vacina contra Hepatite B e contra o HPV contém em sua formulagdo o adjuvante
AS04 que corresponde a associagdo entre o adjuvante MPLA e o adjuvante hidroxido de
aluminio AI(OH)3 (DIDIERLAURENT et al., 2009; KUNDI, 2007).

Para o presente trabalho, 0o MPLA selecionado foi produzido pelo Instituto Butantan
como um subproduto obtido a partir da remog¢ao da endotoxicidade do LPS da bactéria
Bordetella pertussis (B. pertussis), no processo produtivo da vacina Triplice Bacteriana
Difteria-Tétano-Pertussis (DTP)oy) € gentilmente cedido pela Dr* Flavia Saldanha Kubrusly
(DIAS et al., 2007). Durante a produ¢ao da vacina DTP),y, ¢ realizada a hidrolise acida do
LPS, sendo gerado um subproduto, que ¢ o monofosforil lipidio A. Em um estudo realizado
por Quintilio et al., (2009), a utilizacdo do MPL de B. pertussis como adjuvante na vacina
contra gripe sazonal, ficou demonstrado a capacidade desse produto em induzir e produzir
interferon —f, além do aumento da ativacdo de linfocitos T sem a indugdo da resposta
inflamatoéria. Os resultados demonstraram ainda, a indugdo de altos titulos de inibicao de
hemaglutinacdo em camundongos, mesmo com a redu¢do no nimero de reforgcos vacinais

(QUINTILIO et al., 2009).

1.3.3 AddaVax / MF59.

O adjuvante AddaVax ¢ uma emulsdo de 6leo (esqualeno) em agua produzido pela
empresa InvivoGen muito semelhante ao adjuvante MF59 Novartis (atual GlaxoSmithKline-
GSK) (Quadro 1) que ¢ licenciado na Europa e nos Estados Unidos e esta presente nas

vacinas contra influenza para uso em humanos.

Quadro 1. Composi¢do qualitativa dos adjuvantes AddaVax e MF59.

AddaVax MF59
Tamanho 160nm Tamanho 160nm
Esqualeno 5% Esqualeno 4,3%
Citrato de sodio - 10mM Citrato de Sodio
10mM
Tween 80 - 0.5% Tween 80 - 0.5%
SPAN 85 - 0.5% SPAN 85 - 0.5%

Fonte: A autora. Comparagdo entre os componentes contidos nos adjuvantes Addavax e MF59.
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O MF59 foi originalmente desenvolvido no final de 1980 pela companhia Chiron
Corporation (California, USA), ap6s o periodo da revolugdo do DNA recombinante que
tornou possivel a produgdo de varios antigenos proteicos recombinantes. Naquele periodo
buscava-se a criagdo de um novo adjuvante que tivesse a seguranca similar ao aluminio,
porém com a potente imunogenicidade do adjuvante de Freund, uma vez que a maioria dos
antigenos recombinantes eram monomeros soliveis de fraca imunogenicidade, mesmo ao
combiné-los com aluminio. Finalmente, apds muitos esforgos e 70 anos depois da licenga do
primeiro adjuvante para uso em humanos, o novo adjuvante denominado MF59 foi aprovado
em 1997, na Italia, sendo incluido nas vacinas contra Influenza (FLUAD) e autorizado
posteriormente nos EUA e outros 38 paises da Europa (NEST et al., 2013).

Inicialmente acreditava-se que o efeito adjuvante do MF59 era pela formagdo de um
deposito de antigeno. No entanto, mesmo sem a completa elucidagdo dos mecanismos de
acdo do MF59, estudos conduzidos por Dupuis et al., (2001), utilizando MF59 marcado
revelaram que apo6s a injecdo intramuscular ocorre uma rapida drenagem do adjuvante e
antigeno para os linfonodos e somente 10% permanece no local da inoculacdo, criando um
“microambiente imunocompetente” que prepara as células para o encontro com os antigenos
e que favorece o desenvolvimento da resposta imune antigeno especifica (DE GREGORIO;
CAPRONI; ULMER, 2013; O’HAGAN et al., 2012; OTT et al., 1995).

Estudos conduzidos com células humanas in vitro demostraram que o MF59 induz
uma maior fagocitose e pinocitose, aumentando, portanto, a captura de antigenos pelas APCs.
Apds a injecdo intramuscular, o MF59 atua ativando principalmente os mondcitos,
macrofagos, granulocitos e células dendriticas (Figura 5), que resulta na indugdo da secre¢do
de quimiocinas e receptores de quimiocinas (CCL2, CXXL8, CCL4, CCLS5) envolvidas no
recrutamento celular (MOSCA et al., 2008; SEUBERT et al., 2008). O resultado disso tudo ¢
um sinal amplificado e um significativo influxo de células fagociticas que proporciona um
transporte mais eficiente de antigenos para os linfonodos drenantes (SEUBERT et al., 2008).
O mecanismo pelo qual a administracio do MF59 leva a liberacdo dessas quimiocinas e
citocinas ainda nao estd bem esclarecido, mas acredita-se que a inoculacao via intramuscular
pode induzir um sinal, através da liberagdo de ATP pelas células musculares do local
imunizado. Apesar do MF59 nio ativar nenhum receptor do tipo Toll-like, a acdo adjuvante ¢
dependente de MyD88, sendo possivelmente o ATP responsavel em ativar eventos
desencadeados pelos receptores purinérgicos necessarios para a adjuvanticidade (NEST et al.,

2013; SEUBERT et al., 2008; VONO et al., 2013).
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Figura 5. Mecanismo de acao do adjuvante MF59.
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Fonte: Adaptado de Kommareddy; Singh; O’hagan, 2017. (A) O adjuvante em combinagdo com antigeno
injetado no musculo. (B) No musculo, monocitos, macrofagos e células dendriticas residentes em tecidos sdo
ativados e respondem induzindo uma mistura de quimioquinas (CCL2, CXCL8, CCL4, CCL5), o que resulta em
um influxo significativo de células fagociticas que absorvem o antigeno e se diferenciam em células
apresentadoras de antigeno (células dendriticas). Essas células sdo responsaveis pelo transporte eficiente do
antigeno para os linfonodos, onde a resposta imune ¢ desencadeada pela ativagdo das células T e B e pela
producdo de anticorpos

1.3.4 Poly I:C.

O adjuvante acido Polyinosinic:polycytidylic (Poly I:C) ¢ um analogo nucleosidico
sintético constituido por uma dupla fita de RNA (RNAds). A RNAds ¢ um padrdao molecular
associado a infeccao viral por ser produzido pela maioria dos virus durante a replicagdo
(AKIRA, 2001). Em um estudo realizado por Alexopoulou et al., (2001), ficou demonstrado
que o TLR-3 humano reconhece RNAds e a ativagdo deste receptor por Poly I:C pode induzir
a ativacdo de NF-kB e proteina quinase ativada por mitogeno (MAP) pela via independente
da molécula adaptadora MyD88, levando a maturagdo das DCs. Além da capacidade de ativar
os TLRs-3, o Poly I:C também est4 implicado na ativacdo das proteinas citoplasmaticas do
tipo MDAS e RIG-1 sendo a via MDAS a primeira via a ser reconhecida e essencial para a

producgdo de IFN-a, ja a proteina RIG-I é reconhecida posteriormente e ambas sdo mediadas
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pelo adaptador IPS-1 (também denominado como Cardif, VISA ou MAVS) (Figura 6)
(KATO et al., 2006).

A deteccdo imune dos acidos nucléicos remonta ao inicio da década de 1960, com a
observacdo de que acidos nucléicos, como o RNA de cadeia dupla longa e especificamente o
Poly I:C, podem induzir o fator antiviral IFN-I (ISAACS; COX; ROTEM, 1963). Embora as
moléculas de RNA tenham sido os primeiros acidos nucleicos encontrados responsaveis pela
inducdo de IFN-I, esta linha de pesquisa continuou apenas em 2001, com a identificagdo do
RNA de fita dupla como ligante para TLR3 (ALEXOPOULOU et al., 2001). Os TLRs-3 sao
expressos principalmente nos endossomos, mas também tem sido reportada a sua presenga
nas membranas celulares. A ativagdo do TLR-3 nas DCs recruta o adaptador TRIF na qual
ativa posteriormente IRF3 e NF-kB induzindo a produgdo de IL-12 e IFN-I, além de
aumentar a expressao de MHC-II e apresentagdo cruzada (LIU et al., 2016a).

A ativagdo de ambas as vias MDAS e TLR-3 otimiza a magnitude ¢ durabilidade da
resposta imune, induzindo a produgdo de IFN-I que, além de diversas propriedades antivirais,
podem também contribuir para maturagao de células dendriticas e na polariza¢ao da resposta

imunoldgica para um perfil Thl e T CD8 (LONGHI et al., 2009).

Figura 6. Representacdo esquematica da interacdo entre TLR-3/MDAS e Poly I:C.

c

Fonte: Adaptado de
adjuvante Poly I:C e indug@o da resposta imune anti-viral por promover a produgdo de IFNs tipo I e citocinas
inflamatorias.

iu et al., 2016a. Representagdo esquematica da interagdo entre o TLR-3, MDAS e o

Assim, as caracteristicas descritas tornam Poly 1:C um promissor adjuvante para
vacinas que necessitam de uma resposta do tipo Thl e CTL (linfocitos T citotdxicos, como €

o caso das vacinas contra o cancer, virus e parasitas como Plasmodium.
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1.4 As “Virus-Like Particles” como indutora de resposta imune humoral e celular.

Historicamente, com a descoberta das particulas ndo infecciosas do virus da Hepatite
B presente no sangue de pacientes infectados, o “Australia antigen” surgiu também a ideia
atrativa e promissora de utilizar essas particulas para o desenvolvimento profilatico de
vacinas. Muitas proteinas estruturais dos virus possuem a habilidade de se montarem em
particulas que se assemelham aos virus nativos, sendo denominadas de Virus-Like Particles
(VLPs). Essas VLPs sdo estruturas altamente ordenadas que se juntam para formar particulas
com capacidade de manter a conformagao auténtica das proteinas dos capsideos virais, mas
com a caracteristica de ndo possuirem material genético infecioso, podendo ser sintetizadas
em diferentes sistemas de expressdo (procarioticos ou eucaridticos). A auséncia de enzimas
como protease, transcriptase reversa ¢ material genético no seu interior, impedem a sua
integracdo no genoma do hospedeiro e, por esse motivo, a reversdo da viruléncia
(JENNINGS; BACHMANN, 2008; LUA et al., 2014; ROY; NOAD, 2008; ZHAO et al.,
2013).

As VLPs vém sendo estudadas por décadas como candidatos vacinais e sdo
pertencentes a primeira classe de nanoparticulas a alcangarem o mercado gracas a primeira
vacina aprovada pela FDA, em 1981. A vacina HEPTAVAX-B foi desenvolvida para
proteger humanos contra o virus da Hepatite B, a qual utilizava o antigeno da superficie do
virus da Hepatite B (HBsAg) derivado do plasma de doadores contendo o virus (LIU et al.,
2016b). Com o avanco na historia das tecnologias vacinais, surgiu a primeira vacina de DNA
recombinante, que utiliza a VLP do antigeno HBsAg, com 22nm de didmetro idénticas as
derivadas de plasma, tanto em sua morfologia, quanto propriedades imunologicas, sendo
expressa em leveduras (Saccharomyces cerevisiae). Em 1986, essa formulacdo vacinal
denominada RECOMBIVAX HB, foi licenciada e produzida pela empresa Merck como a
primeira vacina recombinante e primeira baseada na plataforma VLP.

Apesar do grande avanco, 20 anos se passaram para que uma nova vacina baseada na
plataforma VLP fosse licenciada para uso em humanos e diferentemente da primeira vacina,
a GARDASIL foi gerada a partir da proteina L1 do capsideo viral de Human Papillomavirus
(HPV) para combater contra quatro tipos do HPV, sendo eles o HPV 16, 18, 6 e 11 utilizando

da mesma forma, as leveduras como sistema de expressdo (ZHAO et al., 2013).
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Trés anos mais tarde, em 2009, uma segunda vacina agora bivalente, contra o HPV
tipol6 e 18 foi gerada, a CERVARIX foi produzida em sistema de expressao de baculovirus
em células de inseto (Spodoptera frugiperda-9). Na China, em 2011, uma nova vacina
também utilizando a uma VLP foi licenciada para uso contra o virus da Hepatite E (HEV),
baseada na proteina p239 do capsideo de HEV, e a bactéria E. coli como sistema de
expressao sendo denominada de HECOLIN (KIM et al., 2014; LIU et al., 2016b; ZHANG et
al., 2014; ZHAO et al., 2013).

Um grande niimero de candidatos vacinais utilizando a plataforma VLP vem sendo
estudados e alguns se encontram em fase clinica de testes, explorando os diferentes sistemas
de expressao. Atualmente encontram-se disponiveis no mercado as vacinas listadas no quadro
2.

Em alguns casos, as VLPs podem ser utilizadas sem a adigdo de substancias
adjuvantes para alcancar uma potente resposta imune. Os efeitos auto-adjuvantes dessas
VLPs sao inerentes ao do tamanho pequeno das particulas (sdo em torno de 22-150 nm).
Quando apresentadas ao sistema imune acontece sua captura pelas DCs, processamento e
apresentacdo pela MHC classe II (MHC-II - do inglés —Major Histocompatibility Complex) e
a maturag¢do e a migracdo da DC, essencial para a estimulagdo da resposta imune inata. As
VLPs exogenas também podem ser capturadas e processadas via MHC-I para ativagdo das
células T CDS8’, que sido essenciais para a eliminagio de patogenos intracelulares. Essa
habilidade das VLPs em serem alvos das DCs ¢ tida como uma vantagem entre as diferentes
plataformas utilizadas na produgdo de vacinas, devido ao importante papel desempenhado
pelas DCs na ativacdo da resposta imune inata e adaptativa (GRGACIC; ANDERSON,
20006).



Quadro 2. Vacinas comerciais baseadas na plataforma Virus-Like particles.
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Nome Vacina Proteina Adjuvante Referéncia
comercial
Engerix ®-B | Vacina contra HBsAg (20 pg) Hidroxido de (GSK, 2013a)
Hepatite B aluminio (500 pg)
Recombivax | Vacina contra HBsAg (10 pg) Hidroxifosfato de (MERCK, 2014)
HB® Hepatite B aluminio (500 pg)
Gardasil® Vacina contra HPV 6L1(20 pg) Sulfato (GSK, 2014)
Papilomavirus HPV 11L1(40 ug) Hidroxifosfato de
Humano HPV 16L1(40 ug) aluminio (225 pg)
Tetravalente HPV 18L1(20 pug)
Gardasil®9 | Vacina contra HPV 6L1(30 pg) Sulfato (GSK, 2016)
Papilomavirus HPV 11L1(40 ug) Hidroxifosfato de
Humano HPV 16L1(60 pg) aluminio (500 pg)
Nonavalemte HPV 18L1(40 ng)
HPV 31L1(20 pg)
HPV 33L1(20 pg)
HPV 45L1(20 pg)
HPV 52L1(20 pg)
HPV 58L1(20 pg)
Cervarix® Vacina contra HPV 16L1(20 pg) AS04 (50 pg) (GSK, 2013b)
Papilomavirus HPV 18L1(20 pg)
humano
Hecolin® Vacina contra Antigeno HE (30 ng) Hidroéxido de (PARK, 2012)
Hepatite E aluminio (800 pg)

Fonte: Adaptado de Lua et al., 2014. Vacinas comerciais que utilizam particulas que mimetizam virus como
antigenos na composicao.

1.4.1 Antigeno do cerne do virus da Hepatite B (HBcAg).

O virus da Hepatite B (HBV), pertencente a familia Hepadnaviridae, possui um
genoma com uma organizagdo altamente compacta, abrigando quatro fases abertas de leitura
(ORFs) sobrepostas. Essas regides sdo identificadas por S (superficie), C (cerne), P
(polimerase) e X (proteina X), e sdo codificantes para proteinas virais, estruturais especificas
e ndo estruturais (SEEGER; MASON, 2000).

O gene C codifica quatro polipeptideos, sendo dois deles de maior relevancia. O
primeiro AUG traduzido corresponde a proteina precoce o HBe, del18 kDa, que ¢ o antigeno
secretado e associado a infeccdo persistente (MILICH; LIANG, 2003). J& a traducdao no

segundo AUG leva a sintese da proteina do cerne do virus, a HBcAg de 21 kDa, que se

dimeriza para a montagem do nucleocapsideo icosaédrico do virion, constituido por 180 ou
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240 desses dimeros que formam projecdes para fora do cerne (BOTTCHER, B. WYNNE,
S.A. CROWTHER, 1997; PUMPENS; GRENS, 2001; SCHODEL et al., 1992).

As proteinas do cerne do virus do HBV possuem a capacidade de se auto montarem,
formando as VLPs (Figura 7). As particulas formadas possuem um tamanho aproximado de
30nm. Desde o inicio da expressao do gene C em E.coli, a proteina HBcAg tem se tornado
uma poderosa e promissora ferramenta de engenharia, servindo como uma plataforma
modelo de carreador de epitopos externos, alvos para sinalizagdo celular e ainda para o
armazenamento de material genético e sequéncias imunoestimuladoras (PUMPENS; GRENS,
2016).

Embora a HBcAg seja um antigeno interno do virus, essa proteina possui uma elevada
capacidade imunogénica, sendo reconhecida durante a infec¢do causada pelo HBV. A
proteina HBc pode ser expressa em diferentes sistemas homologos e heter6logos, incluindo o
uso das leveduras S. cerevisiae, Pichia pastoris e bactérias, que mantem de igual forma a
capacidade de formar uma estrutura particulada como o nucleocapsideo viral. As VLPs
recombinantes sdo formadas por duas isoformas, de forma semelhante ao virus nativo, com
numero de triangulagdes T=3 e T=4, consistindo em 180 ou 240 subunidades
respectivamente, sendo esta ultima a mais comum (CROWTHER et al., 1994; SCHODEL et
al., 1992).

Figura 7. Representacdo da forma monomeérica e da VLP HBcAg com 180 repetigdes.

Fonte: Bottcher, B. Wynne, S.A. Crowther, (1997). A esquerda temos a representacao da forma monomérica da
VLP formada pelo antigeno HBcAg e a direita a formagdo da VLP representada com as 180 repeti¢cdes, com
destaque a por¢do imunodominante da particula.

O uso desta proteina como carreadora de epitopos heterdlogos foi primeiramente
descrito por Clarke et al., (1987), sendo utilizada para exibir antigeno foot-and-mouth disease

virus (doenga vesicular dos pés e das maos- Picornaviridae).
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Apesar do antigeno do envelope, o HBsAg, ser utilizado como carreador de epitopos
em algumas vacinas, a proteina carreadora HBcAg ¢ significativamente mais imunogénica
durante a infec¢do natural e como proteina recombinante (HOOFNAGLE; GERETY;
BARKER, 1973; MILICH et al., 1987). O HBcAg possui ainda a vantagem de ser mais
flexivel, o que possibilita a inser¢do de um nimero maior de epitopos em sua superficie. A
insercao de epitopos B preferencialmente devem ser feita na regido de loop localizada entre
os aminoacidos 78-82 e epitopos de células T devem ser inseridos na por¢ao carboxi-terminal
de HBcAg (BIRKETT et al., 2002).

Gracas ao o uso da plataforma HBcAg como carreadora de hepitopos humanos
heterdlogos, uma vacina contra malaria alcangou, pela primeira vez, a fase clinica de testes.
A vacina Malarivax (ICC-1132) foi construida a partir de epitopos B ¢ T CD4+ universais da
proteina circumsporozoita de Plasmodium falciparum inseridos na regido do loop, e na
porcio carboxi terminal um segundo epitopo de células T CD4". Esta construgio se mostrou
altamente imunogénica em camundongos quando administrada em conjunto ao adjuvante
completo de Freund com titulo de anticorpos ultrapassando 10°, em primatas ndo humanos
melhor resultado foi obtido com a utilizagdo de Montanide ISA 720 como adjuvante, com
titulos de anticorpos de 9x 10° apds a ultima imunizacdo. Nos testes clinicos, foram
conduzidas imunizagdes com esta construgdo administrada em conjunto com duas
formulacdes diferentes de adjuvante: Montanide ISA 720 e adsorvida em aluminio. Os
resultados demonstraram que uma unica dose da vacina formulada em Montanide ISA720
gerou titulo de anticorpos anti-repeti¢des de CS de P. falciparum comparaveis com a resposta
imune obtida apds multiplas imunizagdes com a vacina adsorvida em aluminio (OLIVEIRA

et al., 2003; WHITACRE; LEE; MILICH, 2009).

1.4.2 Aplicagdo da teoria das VLPs ao modelo da proteina CS de P. vivax para o

desenvolvimento de um candidato vacinal contra malaria humana.

A maléria ¢ uma doenca infecciosa e prevalente na maioria das regides tropicais do
mundo. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca da metade da
populacdo estd em risco de contrair a doenga. Em 2017, houve uma estimativa de 435.000
mortes pelo mundo e 219 milhdes de casos (WHO, 2018).

A doenca ¢ causada pelo protozoario do género Plasmodium, sendo transmitido ao
homem pela picada das fémeas de mosquitos pertencentes ao género Anopheles. Cinco

espécies de Plasmodium sdo conhecidas por infectarem e causarem a malaria em humanos: P.
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falciparum, P. vivax, P. ovale (alguns autores consideram duas espécies separadas, P. ovale
curtisi e P. ovale wallikeri) (ANSARI et al., 2016; RUTLEDGE et al., 2017), P. malariae ¢ a
espécie zoonoética P. knowlesi (MAGUIRE; BAIRD, 2010). A infec¢do tem inicio com a
inoculacdo das formas de Plasmodium presentes nas glandulas salivares dos Anopheles,
durante o repasto, conhecidas como esporozoitos, as quais ingressam dessa maneira no tecido
subcutaneo do hospedeiro vertebrado (Figura 8).

Fase pré-eritrocitica: Corresponde a primeira etapa da vida do parasito no hospedeiro

vertebrado, sendo curta e clinicamente silenciosa, com uma média de 15-50 esporozoitos
(variando entre as espécies) inoculados em uma unica picada durante o repasto sanguineo.
Apos a inoculagdo dos esporozoitos, uma propor¢do importante permanece no local da picada
por um periodo de até sete horas, os demais se movem através da derme, até encontrarem os
vasos sanguineos (20%) ou sistema linfatico (30%) (KORI; VALECHA; ANVIKAR, 2018).
O transporte via corrente sanguinea ¢ rapido e vai ao encontro o figado, gragas a proteina
circumsporozoita (CS), que possui afinidade pelos proteoglicanos expressos na superficie dos
hepatocitos e células estelares hepaticas (LAZDINA et al., 2001; PINZON-ORTIZ et al.,
2001; PRADEL; GARAPATY; FREVERT, 2002). Os esporozoitos penetram o endotélio
sinusdide através ou ao redor das células de Kupffer e células endoteliais até ganharem os
hepatdcitos. Nos hepatocitos, os esporozoitos continuam a realizar varias invasdes até
terminarem em um hepatocito final, pela possivel ativagdo do esporozoito pelos niveis de
sulfatacio dos proteoglicanos de sulfatos de heparano (HSPG - Heparan Sulfate
Proteoglycans) (COPPI et al., 2007; MENARD et al., 2013).

Uma vez no hepatdcito final e inclusos em um vacuolo parasitéforo, o parasito sofre
esquizogonia dando origem aos esquizontes, que se segmentam em merozoitos, dentro dos
Mmerossomos (MENARD etal., 2013; PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006).

Durante essa fase, alguns esporozoitos de P. vivax e P. ovale nao entram no processo de
esquizogonia permanecendo quiescentes no figado, sendo denominados hipnozoitos (formas
latentes), que sdo responsaveis pelas recaidas da doenca meses e até anos apos a infecg¢ao
(ADAMS; MUELLER, 2017).

Fase eritrocitica: Apds a liberacdo dos merossomos dos hepatdcitos, os merozoitos

sdo entram na corrente sanguinea e cada merozoito ird invadir um eritrocito e ou reticuldcitos
(no caso de P. vivax). Nos eritrocitos, 0os merozoitos passam por um processo de
diferenciagdo em trofozoitos, que se dividem mitoticamente para formar um esquizonte
eritrocitico, dando inicio a fase eritrocitica (STURM et al., 2006). O ciclo eritrocitico finaliza

com a ruptura das células infectadas (eritrécitos) e a invasdo de novos eritrocitos pelos
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merozoitos recém-formados. Essas invasdes nos diferentes eritrocitos reflete o estado clinico
da infec¢do que estd associado a liberagdo de sucessivas geragdes de merozoitos a partir dos
eritrocitos infectados. Cada ciclo tem duracdo de 48 a 72 horas, dando origem aos quadros
febris da malaria.

Uma pequena proporcao dos parasitos na fase eritrocitica se diferencia sexuadamente
para produzir as formas sexuais ou gametocitos, que serdo adquiridos pelo mosquito
Anopheles durante o repasto sanguineo nos hospedeiros vertebrados infectados. A picada da
fémea anofelina nesse periodo permite completar o ciclo de vida do parasito no intestino
médio do mosquito, uma vez que os gametas irao se fusionar dando origem aos esporozoitos
que, por sua vez, migrardo para as glandulas salivares do inseto para serem transmitidos em

uma préxima picada (SMITH; VEGA-RODRIGUEZ; JACOBS-LORENA, 2014).

Figura 8. Ciclo do Plasmodium spp. no hospedeiro humano.
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Atualmente, mais de 90% dos casos reportados no Brasil ocorrem na regido
Amazonica, sendo ocasionados principalmente pelas espécies P. falciparum e P. vivax.
Segundo a WHO, dos 219.000 casos reportados em 2017, a espécie P. vivax foi responsavel
por 175 mil casos nas Américas (WHO, 2018). Apesar da espécie P. falciparum ser
responsavel pela maioria dos casos graves, € evidente a preocupacao mundial em relagdo aos
casos, a gravidade da doenga e a incidéncia de P. vivax. A patogenia, em decorréncia da

maldria causada por P. vivax, tem se mostrado muito semelhante a infe¢do por P. falciparum,

tendo sido relatados casos de anemia severa, trombocitopenia, edema pulmonar agudo,



42

complicagdes renais e até casos de malaria cerebral (MENDONCA et al., 2015; NURLEILA
et al., 2012). Em criangas, a malaria vivax ¢ responsavel por quadros de anemia severa
podendo se agravar e causar multiplas recaidas, além de estar diretamente relacionada a
desnutri¢ao, aborto espontaneo e retardo do crescimento do feto em gestantes (GENTON et
al., 2008; MEDINA-MORALES et al., 2016).

A malaria tem um impacto negativo no crescimento econdmico das regides afetadas,
porque a doenga limita o desenvolvimento social € econdmico ao impedir que cidadaos em
idade produtiva possam exercer as suas func¢des cotidianas. Apesar dos esforcos realizados no
combate a malaria e aos avangos alcangados nos ultimos anos, ainda ndo dispomos de uma
vacina 100% eficaz contra a maléria, com capacidade de impedir a infec¢do por Plasmodium
spp-

O desenvolvimento de uma vacina pré-eritrocitica poderia prevenir tanto a infeccao,
quanto as recidivas da doenca causada pelos hipnozoitas na malaria por P. vivax, além da
reducdo da transmissdo. Dentre os principais antigenos alvos para o desenvolvimento de
vacinas pré-eritrociticas, temos a proteina circumsporozoita (CS), que foi identificada
primeiramente na espécie Plasmodium berghei e logo depois reconhecida nas outras espécies
de Plasmodium, com estruturas e propriedades imunologicas similares, sendo tipica e
exclusiva do género Apicomplexa (NUSSENZWEIG; NUSSENZWEIG, 1985; YOSHIDA et
al., 1980). Os genes da proteina CS estdao bem caracterizados e a analise da estrutura primaria
identifica trés regides comuns nas diferentes espécies de Plasmodium que inclui: um peptideo
sinal (N-terminal), um dominio central composto por repeticdes de aminoacidos em tandem
espécie-especifico e a porcdo C-terminal com dominio de adesdo celular (TSR-

trombospondina) (Figura 9) (KAPPE; BUSCAGLIA; NUSSENZWEIG, 2004).

Figura 9. Apresentag@o esquematica da proteina CS e seus diferentes dominios estruturais.
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Fonte: Adaptado de Kappe; Buscaglia; Nussenzweig, 2004. PS - peptideo sinal; RI-regido I; Repetigdes centrais
de aminoacidos (epitopos B); RIII-regido III; TSR-dominio de adesdo celular tipo I localizado na RII-plus-
regido II; GPI-cauda de glicosilfosfatidilinositol

RIll-plus
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A proteina CS ¢ o antigeno expresso de forma mais abundante na superficie do parasito.
Durante o estadgio pré-eritrocitico, pelo menos duas fungdes da CS sdo importantes em
facilitar a invasdo nos hepatocitos: a primeira diz respeito a motilidade, na qual CS se move
da extremidade anterior para a posterior do esporozoito, permitindo que os esporozoitos
depositados na derme, migrem por deslizamento através dos capilares em dire¢do a corrente
sanguinea (STEWART; VANDERBERG, 1991). A motilidade ¢ crucial durante o processo
de atravessamento do epitélio e posteriormente na invasdo hepdtica. A outra importante
fungdo estd relacionada a adesdo e invasdo dos esporozoitos nos hepatdcitos. Esta proteina
liga-se a proteina HSPG na superficie dos hepatocitos, um processo no qual o dominio N-
terminal e C-terminal da regidao TSR estdo implicados. A ligagdo entre N-terminal e HPGs
resulta em uma reagdo de clivagem da CS, levando a exposic¢ao da regido TSR, que até entdo
¢ aparentemente mascarada pela regido N-terminal. Esta exposi¢do leva ao processo de
invasdo do esporozoito ao hepatocito (COPPI et al., 2011).

Apesar das regides N- e C-terminais também serem alvos da acdo de anticorpos, a maior
parte da resposta imune induzida ¢ dirigida contra a por¢ao central da proteina.

A regido central da CS em P. vivax ¢ formada por um numero varidvel de repetigdes em
tandem que contem epitopos imunodominantes de células B, cujas variagdes alélicas
caracterizam trés gendtipos. O primeiro e mais comum ¢ o nonapeptideo repetitivo GDRA
(D/A) GQPA que caracteriza a variante CS-VK210, ja a repeticio ANGA (G/D)(N/D) QPG
corresponde a variante CS-VK247 (ARNOT et al., 1985; ROSENBERG et al., 1989) e ainda
um terceiro tipo denominado Vivax — like com a repeticdo APGANQ (E/G) GAA (QARI et
al., 1993) (QARI et al., 1993) (Figura 10). Anticorpos anti- CS tem demonstrado diminuir a
motilidade dos esporozoitos, € até mesmo inibir a infectividade dos mesmos, sendo o
candidato pré-eritrocitico mais avancado nos estudos vacinais contra a malaria (STEWART

et al., 1986; VANDERBERG; FREVERT, 2004).

Figura 10. Representacdo esquematica das variantes formas alélicas da proteina CS de P.
vivax.
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Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2014. A por¢ado central, em azul escuro, corresponde as regides de repeti¢do
dos aminodacidos presente em cada variante da proteina CS. Cada variante e sua sequéncia particular esta
representada entre parenteses.

O sucesso da inducdo da prote¢do estéril contra a infeccdo malarica foi demonstrado
primeiramente em camundongos imunizados com esporozoitos irradiados de P. falciparum
(NUSSENZWEIG et al., 1969). Evidéncias de que a resposta imune ¢ direcionada para a
proteina CS de P. vivax e que a produgdo de anticorpos desempenham um importante papel
protetor contra este parasito, foram demonstradas em estudos clinicos com voluntarios
imunizados com esporozoitos irradiados e protegidos do desafio, gragas a geragao de
anticorpos anti-CS (MCCARTHY; CLYDE, 1977). Embora eficaz, essa estratégia ¢ limitada
pelas dificuldades em se obter esporozoitos purificados e atenuados de forma asséptica e em
quantidade suficiente para imunizag¢des na escala global, além do potencial risco de reversao
da viruléncia desses parasitos. Devido a essas limitagdes, os estudos para o desenvolvimento
de uma vacina contra a malaria t€ém focado na utilizacdo de antigenos baseados em epitopos
imunodominantes, para a geracao de proteina e ou peptideos que fossem imunogénicos com a
adi¢do de substancias adjuvantes ou sistemas adjuvantes, como por exemplo, o uso da
plataforma VLP. Até o momento temos uma uUnica vacina, a RTS,S, que consiste nos
aminoacidos 207 a 395 da CS da cepa NF54 de P. falciparum, contendo epitopos B e T
conhecidos, inseridos na proteina de superficie (antigeno S) do virus da Hepatite B (ARUN
KUMAR et al., 20006).

Para P. vivax, somente o candidato vacinal pré-eritrocitico denominado VMPO0OI,
alcangou os ensaios clinicos de seguranca em humanos. A vacina, VMP001 desenvolvida no
Walter Reed Army Institute of Research, baseia-se na CS recombinante produzida em E. coli,
com uma regido central quimérica, que fusiona epitopos das variantes CS-VK210 e CS-
VK247 de P. vivax. As imunizagdes de VMPO001/AS01 foram imunogénicas em voluntarios
nos Estados Unidos, no entanto falharam na indu¢do de uma imunidade estéril apds o desafio,
apesar do significativo atraso da parasitemia dos voluntarios (BENNETT et al., 2016).

Teixeira et al., (2014) desenvolveram uma vacina contendo as trés formas alélicas da
proteina CS (CS-VK210, CS-VK247 e Vivax-like) de P. vivax e um quarto gene foi
construido contendo sequéncias de nucleotideos que codificam as trés regides distintas em
fusdo denominada PvCS-All-CS-epitopes. Camundongos imunizados com diferentes
formulacdes emulsificadas em Adjuvante Completo e Incompleto de Freud e ou misturadas

com o agonista TLR-3 Poly I:C apresentaram altos titulos de anticorpos gerados com as
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imunizagdes, no entanto a resposta imune celular mediada por células T produtoras de
citocinas, como TNF-a, IFN-y e IL-2, ndo foram obtidas.

Num estudo prévio do nosso grupo, Almeida et al., (2014) avaliou a imunogenicidade de
duas proteinas recombinantes derivadas da proteina CS de Plasmodium vivax. A primeira é
uma VLP constituida pelo antigeno do cerne do virus da Hepatite B (HBcAg) contendo, em
sua regiao do loop, 3 copias do epitopo de células B presente na regido repetitiva da proteina
CS. A imunizacdo foi realizada utilizando o adjuvante Montanide ISA720. Os resultados
demonstraram que a imunizacdo foi capaz de gerar resposta imune humoral efetora e de
memoria, com alto percentual de anticorpos de alta avidez, bem como resposta balanceada
dos perfis Th1/Th2 e ainda a geracdo de linfocitos especificos produtores de IFN-y ou IL-2.
Porém, nenhum dado de protecdo contra infecg¢ao foi relatado nesse trabalho.

Dados recentemente publicados por Salman et al., (2017), demonstram que as VLPs
geradas a partir do antigeno da superficie do virus da Hepatite B (HBsAg) para a
apresentacdo da CS de P. vivax foram capazes de gerar altos titulos de anticorpos IgG
principalmente da subclasse IgGG2a. Dos animais imunizados com as VLPs juntamente com o
adjuvante Matrix M 100% foram protegidos frente ao desafio, ou seja, todos os animais que
foram inoculados com parasitos transgénicos da espécie P. berghei expressando em sua
superficie a CS de P. vivax permaneceram sem qualquer infeccdo sanguinea mesmo apés 20
dias da realiza¢do do desafio. Porém, sabemos que, em seres humanos essas VLPs contidas
na vacina RTS,S sé conseguem proteger aproximadamente 40% dos individuos imunizados
(MAHMOUDI; KESHAVARZ, 2017). Em resumo, as plataformas VLPs do HBV sdo muito
promissoras, mas ainda necessitam ser aprimoradas, sobre tudo em questdes de adjuvantes,

formulacao final dos antigenos recombinantes assim como sua imunogenicidade.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de esporozoitos irradiados demonstrou capacidade de protecdo contra a malaria
humana ha mais de 40 anos, porém sua utilizacdo ¢ dificil at¢ mesmo nos dias atuais devido a
dificuldade em se manter culturas de esporozoitos, sendo ainda inviavel o uso das glandulas
salivares dos mosquitos infectados para obtengdo do parasito, em larga escala em uma
vacinacdo mundial. Adicionalmente esta imunizacdo ndo induz memoria imunoldgica
duradoura, de forma que teriam que ser administradas repetidas doses dessa vacina em
intervalos relativamente pequenos de tempo.

As vacinas recombinantes tém surgido como uma esperanga para o desenvolvimento
das vacinas antimalaricas. De fato, o Unico candidato vacinal com uma minima eficiéncia em
comercializacdo, apesar de sua imperfeicao, ¢ a vacina recombinante RTS,S fabricada pela
multinacional farmacéutica GSK. No entanto, essa vacina € contra a espécie P. falciparum
endémica na Africa. A espécie prevalente no Brasil é o P. vivax, que apesar dos nimeros
elevados de infecg¢des ainda € mais negligenciado do que o P. falciparum.

Sendo assim a hipdtese deste trabalho baseia-se no fato de que a plataforma VLP -
HBcAg utilizada para a insercao de epitopos B da proteina CS de P. vivax ¢ capaz de induzir
protecdo e, se aliada a combinacdo de adjuvantes com perfil imunologico complementar,
atrairemos um maior numero de APCs para o local da imunizac¢do, o que aumentara a captura
e apresentacdo antigénica melhorando consequentemente a resposta imune humoral e celular
a ponto de proteger de forma mais eficaz os animais frente ao desafio com parasitos

transgénicos.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo a geragdo de uma formulagdo vacinal protetora

contra a maldria humana causada pela espécie Plasmodium vivax, pela combinagdo de

plataformas VLPs e adjuvantes compativeis com uso humano.

3.2 Objetivos especificos

Desenho in silico do gene recombinante, para a geracdo de uma nova VLP contra P.
vivax baseada na proteina HBcAg, geracdo das bactérias recombinantes com
capacidade de expressdo das VLPs e purificacdo da proteina recombinante;

Geracdo das bactérias recombinantes com capacidade de expressdo das proteinas
inteiras CS-VK247 e CS-VK210 e purificagdo das proteinas recombinantes;

Testes in vitro da antigenicidade e corre¢do estrutural das VLPs produzidas e
preparacdo de lotes homogéneos para realizar as formulagdes vacinais;

Imuniza¢do dos camundongos da linhagem BALB/c com os candidatos vacinais
selecionados pela combinagdo das VLPs em duas formulagdes diferentes de adjuvante
para protocolo dose reforco;

Avaliagdo da resposta imune humoral pela técnica de ELISA com os soros dos
animais imunizados;

Avaliagdo da resposta imune celular pela técnica de citometria de fluxo;
Andlise da protecdo dos animais imunizados frente ao desafio com parasitas

transgénicos P. berghei/CS vivax] pela determinagdo da sobrevida dos animais e do
tempo prepatente até a apari¢do da parasitemia.
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4. Materiais e métodos

4.1 Estratégia de trabalho.

Clonagem, Expressio e purificagio das Infecgdo camundongo naive
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4 .2 Desenho da VLP HBcAgPvCS-VK247.

O desenho da constru¢cdo da VLP HBcAgPvCS-VK247 foi baseada na sequéncia de

aminoacidos da proteina CS de P. vivax, correspondente aos epitopos B da regido central da
variante CS-VK247, segundo a literatura descrita por Arnot et al., (1985). A sequéncia
correspondente a CS foi inserida entre os aminoacidos 78 e 79 da sequéncia HBcAg e
truncada ao aminoacido 149 para eliminar o dominio de ligagdo ao RNA do HBV. Sitios das
enzimas de restricdo Ndel e Xhol foram inseridas entre a sequéncia HBcAgCS-VK247,
destinadas ao processo de clonagem no plasmideo. A analise das enzimas de restricdo foi
realizada utilizando NEBCutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), da empresa New
Englands Biolabs.
Com base na sequéncia génica otimizada foi produzido um gene sintético pela empresa
Genone e clonado no plasmideo pET28a (pET28a HBcAg-PvCS-247). Na construgdo temos
ainda uma sequéncia codificadora, que permite a expressdao da proteina fusionada a uma
cauda de histidina (6xHis) na C-terminal.

A segunda construcdo utilizada no presente trabalho, corresponde a uma VLP
elaborada e caracterizada em trabalhos anteriores realizado pelo nosso grupo. Esta VLP,
denominada aqui como HBcAgPvCS-VK210, corresponde a proteina do cerne do virus da
Hepatite B, contendo a sequéncia central repetitiva da proteina CS de P. vivax da variante

CS-VK210 (ALMEIDA et al., 2014).

4.3 Predicao da estrutura conformacional da proteina recombinante.

A fim de verificar a semelhanga desta proteina com a estrutura dos mondmeros do

HBcAg descrita anteriormente por Bottcher, B. Wynne, S.A. Crowther (1997), realizamos a
predicao da conformagdo estrutural in silico da proteina HBcAgPvCS-VK247. O resultado da
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predi¢ao foi fornecido pelo servidor Swiss-Pdb Viewer (Swiss Institute of Bioinformatics

Quartier Sorge — Lausanne) a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina recombinante.

4.4 Obtencao das proteinas CS recombinantes de P. vivax.

4.4.1 Transformagdo bacteriana por choque térmico.

Para obtermos as proteinas recombinantes da CS de P.vivax, utilizamos o sistema
procarioto de expressdo. Para isso, fizemos a inser¢ao dos plasmideos pET28a HBcAg-PvCS-
247, pET28a HBcAg-PvCS-VK210, pET28a PvCS-VK247, pET28a PvCS-VK210 nas
bactérias da linhagem DE3 de E.coli, pela transformagdo bacteriana por choque térmico,
conforme descrito por Pope; Kent, (1996). Apos a transformacdo, as bactérias foram
cultivadas em LB égar (1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl, 2% agar
bacteriologico e pH 7,5) suplementado com o antibidtico para o qual o plasmideo confere

resisténcia.

4.4.2 Expressdo das Proteinas Circumsporozoita Recombinantes de Plasmodium vivax.

As bactérias E. coli DE3 (Agilent Technologies) contendo o plasmideo de interesse
foram inoculadas em 5 mL de meio LB, contendo antibidtico de resisténcia para cada
plasmideo e cultivada overnight a 37°C, sob constante agita¢ao. Uma aliquota de 3 mL dessa
cultura foi transferida para frascos contendo 50 ml de meio LB sem antibiotico e incubada a
37°C e 250 x g até atingir a D.O. de 0,6 para posterior adicdo de 1 mM (concentragdo final)
de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). Um tubo (controle negativo) ndo recebeu a
adicao de IPTG. A cultura foi crescida a 37°C, 250 x g, por 4 horas. Ao fim do periodo de
incubagdo, as células foram centrifugadas a 5000 x g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi mantido a -20°C até o momento de sua utilizagdo para a

purificagao.
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4.4.3 Purificag¢do das Proteinas Circumsporozoita Recombinantes sob condi¢coes nativas.

A purificagdo das proteinas HBcAgPvCS-VK247, HBcAgPvCS-VK210, proteinas
inteiras CS-VK247 e CS-VK210 foram realizadas sob condi¢des nativas em coluna de niquel
(Invitrogen, California). Sucintamente, os sedimentos das culturas bacterianas, foram
ressuspendidos em tampao de lise (250 mM NaH,PO,, pH 8.0 2.5 M NaCl) a 4°C, por 30
minutos. O lisado foi sonicado em banho de gelo (3 pulsos de alta intensidade de 30
segundos, com intervalos de 15 segundos entre cada pulso) e centrifugado por 30 min a 3000
X g. Apos a lise, essa suspensdo foi adicionada na coluna de niquel e mantido sob agitagdo,
por 1 hora a temperatura ambiente. Apos esse periodo a coluna foi lavada 3 vezes com

tampao de lavagem para posterior eluicdo das proteinas com tampao de eluicao.

4.4.4 Caracterizagdo das proteinas em SDS-PAGE.

Todas as proteinas purificadas foram resolvidas por fracionamento eletroforético em
gel de poliacrilamida bifésico, em condi¢cdes desnaturantes, SDS-PAGE 12%. Aliquotas das
proteinas foram aquecidas a 95°C por 5 minutos em tampao de amostra para desnatura-las.
As amostras € marcador de tamanho molecular foram aplicadas no gel de poliacrilamida
bifasico 10% (acrilamida/bisacrilamida na propor¢ao 29:1) em tampao Tris-glicina (Tris base
25 mM pH 8,3, glicina 250 mM, SDS 0,1%) para fracionamento eletroforético a 40 mA por
gel, por 1 hora. Apos a eletroforese, o gel foi corado em solugdo azul de coomassie (0,25%
(p/v) do corante Coomassie Blue G-250 - Sigma) durante 3 horas, a temperatura ambiente,
sob agitacdo constante. Em seguida, o gel foi descorado em solugdo descorante (40%

metanol, 10% acido acético glacial, 50% agua) até a visualizagdo das bandas.

4.4.5 Confirmacgdo da expressao das proteinas por Western Blotting (W.B.).

O ensaio de W. B. foi realizado para avaliar se as proteinas recombinantes expressas
em E. coli (DE3) foram recuperadas nos eluatos obtidos pelo processo de purificacdo em
coluna de niquel. A presenga da cauda de histidina nas proteinas recombinantes, nos permite

avaliar esses eluatos por meio da utilizagdo do anticorpo primario anti-Histidina (abcam,
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England) e do anticorpo secundario anti-I[gG de camundongo conjugado a peroxidase
(Zymed).

Primeiramente as proteinas foram fracionadas eletroforeticamente para posteriormente serem
realizadas as transferidas para a membrana de nitrocelulose Bio-Rad’s (Amersham
Biosciences) 0.45um. Para a imunodetecgdo, os sitios de ligagao inespecificos na membrana
foram bloqueados usando solucdo de bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente, sob
agitagdo constante. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada com anticorpo primario
diluido na solugdo blotting buffer (TrisHCI- 250 mM, NaCl- 150 mM 0,1%7Tween-20) com
2% de leite em pd desnatado, temperatura ambiente por 1 hora e sob agitagdo constante. Apos
trés lavagens com PBS-Tween (PBS-NaCl- 137 mM, KCl- 2.7 mM, Na,HPO4-10 mM,
KH;PO4- 1.8 mM, 0,1% Tween-20 pH to 7.4) a membrana foi incubada com anticorpo
secundario diluido na solugdo blotting buffer por 1h a temperatura ambiente. Apds esse
periodo foram feitas 3 lavagens com PBS Tween. Para a detec¢do da presenga das proteinas
na membrana, foi utilizado Kit SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific, EUA) e as imagens foram capturadas pelo fotodocumentador

ChemiDoc™ Imaging Systems.

4.4.6 Confirmagdo da expressdo das VLPs pela técnica de Microscopia Eletronica de

Transmissao (MET).

A confirmagdo da formag¢do das VLPs (VLP HBcAgPvCS-VK247 e VLP
HBcAgPvCS-VK210) foi feita utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de
Transmissao realizadas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.
Para isso, utilizamos 50ul das VLPs HBcAgPvCS-VK247 ou HBcAgPvCS-VK210 apds
purificagdo em coluna de niquel e ainda como controle negativo utilizamos o eluido da
bactéria BL21(DE3) ndo transformada. Foram utilizados grids de niquel de 3,05 mm
(revestido com parlodio e vaporizado com carbono; Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
Pensilvania, USA), onde adicionamos individualmente em cada grid o volume das eluigdes,
sendo posteriormente dispostos em papel filtro para secagem do liquido sob temperatura
ambiente. A etapa de contrastacao foi realizada no dia seguinte sendo acrescentada uma gota
de acetato de uranilo 2% filtrado em filtro de 0,22 um sobre os grids, incubado por 1 minuto

protegido de luz sendo retirado o excesso com auxilio de papel de filtro para posterior
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armazenamento em porta grids. No dia seguinte, as amostras foram visualizadas em

Microscopio Eletronico de Transmissdo, JEM-1011 TEM.

4.5 Protocolo de imunizacdo dos camundongos com as formulagdes vacinais contra P. vivax

baseadas na plataforma VLP.

A realizagdo dos testes de imuniza¢do com animais foi autorizada pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal (CEUA-UFSC, protocolo numero 5560250219) e pelo
University of Oxford Animal Care and Ethical Review Committee (PPL30/2889). Foram
utilizados protocolos de imuniza¢do conhecidos como dose-refor¢co homologo. Em todos os
experimentos utilizamos animais da linhagem BALB/c, com idade de 6 a 8 semanas,
provenientes do biotério Setorial do MIP da UFSC e Universidade de Oxford.

A geracdo inédita da VLP HBcAgPvCS-VK247 primeiramente precisava ser avaliada
frente a capacidade de gerar imunidade. Sendo assim, imunizamos 3 animais em protocolo
dose-reforgo, com intervalo de 15 dias, na presenca e ou auséncia dos adjuvantes MPLA e
Alhydrogel emulsionados (Quadro 3). As imunizagdes nesse primeiro teste foi realizada pela
via subcutanea, na concentracdo de 10 pg da VLP para cada animal, seguindo o protocolo de

imunizacao demonstrado pela figura 11.

Quadro 3. Verificagdo da imunogenicidade da VLP HBcAgPvCS-VK247.

Antigeno Adjuvante
G1 HBcAgPvCS-VK247 MPLA B pertussistAlhydrogel
G2 HBcAgPvCS-VK47 -
G3 PBS -

Fonte: A autora.

Figura 11. Linha do tempo das imuniza¢des com a VLP HBcAgPvCS-VK247.
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I munizagoes

Prime Boost
Dia 0 Dia 15

Dia 29

¥

ELISA

Fonte: A autora. Linha do tempo representando o protocolo utilizado nas imunizag¢des. Prime dia 0 representa o
primeiro dia que o camundongo foi vacinado. Boost Dia 15 corresponde a dose reforco. Dia 29 ELISA indica a
coleta de sangue realizada para ensaios imunolégicos.

Apbs a confirmacdo da capacidade da VLP HBcAgPvCS-VK247 em gerar resposta
imune em animais da linhagem BALB/c, pela técnica de ELISA, seguimos para os
experimentos onde testamos duas formulagdes vacinais, experimentos 02 e 03, que foram
realizados em colaboragdo com a Universidade de Oxford, durante o periodo de estigio
sanduiche nesta instituicao.

Nos experimentos seguintes as imunizagdes foram via intramuscular (musculos
posteriores da coxa do animal: biceps femoral e/ou abductor), igualmente na concentragdo de
10 pg da VLP para cada animal em protocolo dose-refor¢o. A mudanga pela via de
inoculagdo foi necessaria devido a falta de um profissional habilitado na ocasido para a
realizacdo das imunizagdes pela via subcutanea.

No experimento 02, realizamos a comparagdo entre duas formulagdes vacinais
geradas pela combinagdo dos adjuvantes, seguindo o protocolo de imunizagdes demonstrado
na figura 12. Os animais foram separados em grupos de 6 animais, recebendo cada grupo a
formulagdo vacinal correspondente como demonstrado no quadro 4. Como controle negativo
do antigeno HBcAg incluimos a VLP HBcAgCMYV, que ¢ uma VLP equivalente sem a
adicao do epitopo protetor da CS de P. vivax, e que possui epitopos de Citomegalovirus
expostos no /oop, 1sso nos permitiu comparar a diferenga da imunizacdo anti-malarica da

VLP HBcAgPvCS-VK210 com a VLP HBcAgCMV.

Figura 12. Linha do tempo dos animais imunizados no experimento 02.
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K I munizagdes \ Desafio

P

Prime Boost . Dia28

Dia 0 Dia 14 : Contagem
: parasitemia
. dia 32,
: 33,34,35,36...
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Fonte: A autora. Linha do tempo representando o protocolo utilizado nas imunizagdes. Prime dia 0 representa o
primeiro dia que o camundongo foi vacinado. Boost Dia 14 corresponde a dose refor¢o, duas semanas apés a
primeira dose. Dia 21 indica a coleta de sangue realizada para ensaios imunoldgicos. Dia 28 indica o inicio do
ensaio de desafio. Contagem da parasitemia representa as coletas diarias de sangue para analise da sobrevida
dos animais até a parasitemia positiva.

Quadro 4.Grupos dos animais imunizados.

Antigeno Adjuvantes

G1 HBcAgPvCS-VK210 MPLA B.pertussistAlhydrogel
G2 HBcAgPvCS-VK210 Poly I:C+Addavax

G3 HBcAgPvCS-VK210 -

G4 HBcAgCMV MPLA B.pertussist Alhydrogel
G5 HBcAgCMV Poly I.C+Addavax

G6 HBcAgCMV -

G7 PBS -

Fonte: A autora.

Para o experimento seguinte (experimento 03), comparamos a eficiéncia da
imuniza¢do anti-maldrica da VLP construida por n6s (HBcAgPvCS-VK210) com a VLP
“padrdo-ouro” utilizada na Universidade de Oxford, denominada Rv21 (Quadro 5). A Rv21 ¢

um candidato vacinal constituido por uma VLP que também utiliza o virus da Hepatite B
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como plataforma, no entanto, os epitopos B da proteina CS estdo inseridos na sequéncia que
codifica a proteina de superficie do virus da Hepatite B (HBsAg) (SALMAN et al., 2017).
Todas as imunizagdes foram realizadas exatamente como mencionada para o experimento 02.
Porém, o ensaio de desafio foi realizado 21 dia apds o recebimento da dose reforco (Figura

13).

Figura 13. Linha do tempo dos animais imunizados no experimento 02.

K Imunizagées K Desafio
@ @ Dia 35

Prime Boost .

Dia 0 Dia 14 . c
. ontagem
: parasitemia
. dia 32,
. 33,34,35,36...

Dia 21

¥

Fonte: A autora. Linha do tempo representando o protocolo utilizado nas imunizagdes. Prime dia 0 representa o
primeiro dia que o camundongo foi vacinado. Boost Dia 14 corresponde a dose reforco, duas semanas apos a
primeira dose. Dia 21 indica a coleta de sangue realizada para ensaios imunologicos. Dia 35 indica o inicio do
ensaio de desafio. Contagem da parasitemia representa as coletas diarias de sangue para analise da sobrevida
dos animais até a parasitemia.

Quadro 5. Experimento 03- Grupos dos animais imunizados.

Antigeno Adjuvantes
G1 HBcAgPvCS-VK210 Poly I:C+Addavax
G2 Rv21 Poly I:C+Addavax
G3 PBS -

Fonte: A autora.

4.6. Resposta Imune Humoral contra a repeti¢ao central da CS.

4.6.1 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISAs) para detec¢do de anticorpos do tipo IgG total

utilizando soros de camundongos imunizados.

A detecgdo de anticorpos IgG foi determinada pelo ensaio de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay), utilizando soros de camundongos imunizados com as diferentes

formulagdes, coletados apds receberem a segunda dose da vacina.
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O sangue foi coletado em tubos de soro (Microvette -Sarstedt) centrifugado, na
velocidade maxima por 10 minutos a temperatura ambiente para coleta do soro e posterior
armazenamento a —20°C (freezer) para andlise. Os ensaios de ELISA foram feitos em
microplacas de poliestireno de 96 pogos (“Covalent binding surface”, Costar) sensibilizadas
com a proteina inteira CS-VK-247, na concentragao de Spug/ml ou com o peptideo sintético
correspondente as repetigdes centrais da proteina CS variante CS-VK-210, na concentracao
de 2 pg/ml, em solu¢do tampdo carbonato 0,05 M. As microplacas foram mantidas a
temperatura ambiente overnight (14 a 16 h). Estas foram entdo lavadas 3 vezes com PBS 1X
Tween 0,05% (200 pL/pogo) e bloqueadas com solu¢do bloqueio (5% de leite desnatado
[Molico] em PBS 1X pH 7,2) por 2 h a 37°C. Apos este periodo foi adicionado anticorpo
primario diluido em solugdo bloqueio. Foi utilizado como anticorpo primario o soro dos
camundongos imunizados com as VLPs recombinantes. As placas foram incubadas por mais
1 h a 37°C e posteriormente lavadas 5 vezes com PBS 1x Tween 0,05% (200 puL/pogo). Em
seguida, foi adicionado anticorpo secundario anti- mouse por¢do Fc da IgG conjugado a
peroxidase (Sigma), na diluicdo de 1:1000 para os ELISAs com a proteina inteira e Anti-
Mouse IgG (molécula total)—conjugado a fosfatase alcalina (Sigma) na dilui¢do de 1:5000
com os peptideos sintéticos. As microplacas foram incubadas por mais 1 h a 37°C e
novamente, lavadas. Em seguida a atividade enzimatica foi detectada através da adi¢do de
100 pL/pogo por durante 15 min da solugdo de revelacdo contendo dgua destilada, tampao
fosfato Na,HPO,4 0,2 M, &cido citrico 0,2 M, OPD 1 mg/mL (Sigma) e H;O, 30% 1 pl/mL,
ou a solugdo de 1 mg/mL de pNPP —(Sigma), diluido no buffer dietanolamina (Pierce), para
os ELISAs com anticorpo ligado a fosfatase. As leituras foram realizadas imediatamente apos
a revelacao, a 490 nm em leitor de microplaca Infinite M200 Tecan e 405 nm no leitor BioTech
Microplate Reader para os ELISAs com peptideos.

O cut-off foi determinado pela média do controle negativo para cada diluigdo
acrescido de 2 desvios padrdes. Os titulos de anticorpos foram determinados como Log'® para

a menor diluigdo positiva acima do cut-off.

4.6.2 ELISA - subclasses de IgG.

A detecgdo de anticorpos especificos das subclasses de IgG, foi determinada através
de ELISA, utilizando soros de camundongos que receberam vacinas contendo as VLPs. O

ensaio foi realizado exatamente como descrito acima, porém foram adicionados anticorpos
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secundarios murinos anti- Fc das subclasses de IgG, I1gG1, IgG2a, 1gG2b e IgG3 conjugados
a peroxidase (Sigma), na dilui¢ao de 1:5000. Da mesma forma, o cut-off foi determinado pela
média do controle negativo para cada dilui¢do acrescido de 2 desvios padrdes. As leituras
foram realizadas imediatamente apos a revelacdo, a 405 nm no leitor BioTech Microplate
Reader.

Os titulos de anticorpos especificos foram determinados como Log' para a menor

dilui¢do positiva acima do cut-off.

4.7. Avaliagdo da resposta Imune Celular gerada apds vacinagao.

4.7.1 Isolamento de linfocitos, coloragdo na superficie celular e coloragdo intra-celular
(ICS).

As células respondedoras foram obtidas através da maceragdo individual do bago dos
animais imunizados. Os eritrocitos foram lisados usando tampao hemolitico, ACK, (0.15 M
NH4CL, 1 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.2-7.3). Ap6s uma lavagem com RPMI, os
esplenocitos foram ressuspendidos em meio RPMI 1640 (suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 1% L-glutamina, 1% streptomicina/penicilina, 1 mL/L piruvato e 1gr/L
bicarbonato de sodio e 1% de aminodcidos ndo essenciais). A viabilidade celular foi
determinada utilizando o corante Azul de Tripan (0.2%) e a contagem das células realizada
em camara de Neubauer, ajustando sua concentra¢do para 1x10° células/mL. As células em
cultura foram estimuladas com a proteina CS-VK210 na concentragdo de 10 pug/mL, ou com
Concanavalina A (ConA, Sigma) na mesma concentra¢do. As células foram cultivadas em
placas de microtitulagdo de 96 pogos, com fundo U (Corning), num volume final de 200 pL
por pogo. Apds 16 h de incubagdo, a 37°C em estufa com tratamento de 5% de CO,, foram
adicionadas as culturas dos esplendcitos 1 pg /mL de anticorpo anti-CD28, 5 ng /mL de
monensina (BD Biosciences) e 10 pg/mL de brefeldina A (BD Biosciences) e incubada por
mais 5 horas nas mesmas condi¢gdes citadas anteriormente. Apds esse periodo, as placas
foram centrifugadas a 1500 x g, por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi desprezado ¢ a
placa lavada com Facs buffer (1 % BSA, PBS 1x) e mais uma vez centrifugada a 1500 x g,
por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado anti-CD16/CD32
(1:100) (Fc block- BD Biosciences). Apds 15 minutos de incubagdo a 4°C, a placa foi lavada
com FACS buffer, e mais uma vez centrifugada a 1500 x g, por 5 minutos, a 4°C. As células

foram entdo marcadas com um mix de anticorpos para superficie de acordo o quadro 6. A
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placa foi incubada por 20 minutos, a 4°C e posteriormente lavada 2 vezes com FACS buffer,
e mais uma vez centrifugada a 1500 x g, por 5 minutos, a 4°C. Em seguida, foi adicionado
100 uL/pogo de tampao de fixagdo e permeabilizagao (Cytofix/Cytoperm - BD Biosciences)
¢ a placa foi incubada por 20 min, a 4°C. Ap6s este periodo, foi adicionado 100 uL/poco de
tampao Perm/Wash (BD Biosciences), para a lavagem da placa, e mais uma vez centrifugada
a 1700 x g, por 5 minutos, a 4°C, por 2 vezes. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado
os anticorpos para marcagao intracelular (1:100) (Quadro 6) e incubada por 20 minutos, a
4°C. Apds a marcagio, as células foram ressuspendidas em 100 uL/poco de tampdo FACS
buffer, sendo homogeneizadas e transferidas para tubos de leitura no citdmetro (Cluster tubes

- Corning). A fluorescéncia celular foi medida através do FACS Canto II (BD - Biosciences)

. 6 . . .
com aquisi¢ao de 10° células (eventos), ¢ os dados foram analisados através do software

FlowJo (Tree Star, Ashland, OR).

Quadro 6. Painel de anticorpos para a citometria.

Painel anticorpos para citometria

Células T Clones
CD3 PerCP 145-2C11
CD4 APC RM4-5
CDS8 FITIC 53-6.7
IFN-y Pacific Blue XMG1.2

Fonte: A autora.

4.7.2 Determinagdo de citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array - CBA).

A dosagem de citocinas foi realizada com o sobrenadante da cultura de esplendcitos
dos grupos de animais imunizados e grupo controle, sendo estimuladas por 120h com a
proteina CS-VK210 (10 ug/ml), Concanavalina A (10 ug/ml-controle positivo) e RPMI para
sem estimulo (controle negativo). Para a quantificacao utilizamos o método Cytometric Bead
Array (CBA), utilizando-se os kits: Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a) (BD
Pharmingen, CA, USA). Em resumo, o sobrenadante e os padrdes de citocinas do kit foram
incubados com microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para as
respectivas citocinas e com o anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). Apds a
incubagdo de 2 horas, foi acrescentado 1 mL da solugdo de lavagem e centrifugado por 10
minutos a 1100 x g. O sobrenadante foi desprezado e com 300 pL da solugdo de lavagem as
amostras foram ressuspendidas para as aquisi¢cdes em citometro de fluxo, BD FACS Canto II

(BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Os resultados foram gerados utilizando o Software
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FCAP Array V3.0 (BD™ Cytometric Bead Array (CBA)) e os graficos utilizando GraphPad
Prism 7.0.

4.8 Ensaio de desafio

4.8.1 Infecgdo dos mosquitos Anopheles stephensi com P. berghei [CS vivax ]

Estoques de sangue contendo esporozoitos transgénicos de P. berghei [CS vivax],
linhagem 2196cl01 expressando PvCS-CS-VK210 produzidos no insetdrio do Jenner
Institute, Oxford University, foram descongelados do nitrogénio liquido e imediatamente
inoculados em camundongos BALB/c pela via intraperitoneal com 100 pL. Apds a
inoculacdo, uma gota de sangue foi coletada diariamente para verificar a presenga dos
gametocitos e apos a confirmacdo, o animal foi submetido a anestesia via intramuscular para
a alimentacdo dos mosquitos A. stephensi.

Os mosquitos foram previamente privados de alimentacdo por 2 horas para
posteriormente serem alimentados com os camundongos infectados que apods a anestesia,
foram expostos aos mosquitos por um periodo de 10-15 minutos. Terminada a alimentagdo
nos animais, os mosquitos retornaram para a alimenta¢do de frutose/acido amino-benzoico
solucdo acucarada a 10% adicionado a vitamina complexo B embebido em algoddo e
mantidos a uma temperatura de 19-21°C, com ciclo de 12 horas de luz - escuro. Apds uma
semana, os mosquitos foram novamente alimentados com camundongos naive (ndo
infectados) para melhorar o rendimento dos esporozoitos. Um total de 21 dias foi necessario
para a manutengdo dos mosquitos até o momento da dissecacdo. No dia do desafio todos os
mosquitos foram sedados a temperatura de 4°C, para posterior dissecagdo das glandulas
salivares. As glandulas foram removidas com auxilio de agulhas sob o uso da lupa. Apos a
remocdo, as glandulas foram adicionadas em microtubos contendo meio Schneider e
mantidos no gelo. Os esporozoitos foram liberados das glandulas apds maceragdo e contagem
no hemocitometro para o ajuste de 10" esporozoitos/mL de P. berghei [CS vivax]. Cada

animal recebeu um volume final de 100 pl pela veia caudal (1000 esporozoitos por dose).

4.8.2 Determinagdo da curva de parasitemia.

Diariamente ap6s o 5° dia do desafio, uma gota de sangue foi coletada da porg¢ao final

da cauda e colocado sobre uma lamina de microscopia para a realizacdo do esfregago. O
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sangue foi seco a temperatura ambiente e posteriormente fixados com metanol e corados com
solucdo de Giemsa 5% por 30 minutos. Passado o tempo da coloracdo, as laminas foram
lavadas em agua corrente ¢ secas a temperatura ambiente para contagem dos eritrocitos.
Cerca de 1000 eritrocitos foram contados diariamente até¢ que 1% das células estivessem
parasitadas. Os animais com 1% de parasitemia, foram submetidos a eutanasia (end-point) no
mesmo dia. Os camundongos que ndo apresentaram parasitemia até o dia 14, foram
considerados protegidos de forma estéril pela vacina. Para determinar o tempo necessario
para o alcance de 1% da parasitemia foi utilizado o modelo de regressao linear descrito por
Reyes-Sandoval et al., (2011). O tempo para alcancar 1% de parasitemia foi utilizado na

analise de sobrevivéncia para avaliar a eficacia da vacina.

4.9 Analises estatisticas

Inicialmente, para a realizagdo do teste de normalidade, os dados foram submetidos
ao o Teste de Shapiro-Wilk, a partir do qual foi possivel verificar se as variaveis
apresentavam ou ndo uma distribuicdo normal. Para dados onde se observou a normalidade
dos dados, aplicou-se o teste paramétrico ANOVA seguido do teste de Tukey. Para os dados
ndo paramétricos foi utilizado Kruskal Wallis. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel
de significancia de 5% (p < 0,05 sendo considerado estatisticamente significativo).

Todos os calculos estatisticos e graficos foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, Califérnia, EUA) e Microsoft
Excel 2016 (Microsoft Co., EUA).



62

5. Resultados

5.1. Geragdo e analise molecular e estrutural dos candidatos vacinais baseados na proteina

HBcAgPvCS.

5.1.1 Desenho da VLP HBcAgPvCS-VK247.

Desenhamos in silico uma proteina recombinante baseada na proteina do cerne do
virus da Hepatite B, com capacidade de automontagem na forma de uma pseudoparticula
viral. Inserimos na superficie da proteina do cerne, na regido mais exposta dessa proteina,
repeti¢des do epitopo B protetor correspondente a uma das duas variantes mais prevalentes da
proteina CS de P. vivax (Figura 14).

O desenho da proteina recombinante foi feito levando em consideracao a sequéncia de
aminodcidos da proteina CS variante CS-VK247 de P. vivax que possui 4 copias da sequéncia

ANGAGNQPG segundo Arnot et al., (1985). A sequéncia foi inserida em pontos estratégicos
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da proteina HBcAg, seguindo a ideia de Schodel et al. (1992) e outros pesquisadores que
definem o antigeno HBcAg do virus da Hepatite B como uma molécula carreadora de
epitopos exdgenos, sendo o /oop imunodominante a por¢ao ideal para a inser¢do de epitopos

B.

Figura 14. Desenho ilustrando a inser¢ao dos epitopos B na regido imunodominante “loop”
da proteina HBcAg.

Fonte: Adaptado de Bottcher, B. Wynne, S.A. Crowther (1997). Ilustragao da insercdo dos epitopos B da
proteina CS de P. vivax na regido do loop da proteina do cerne do virus da Hepatite B.

5.2 Predicao da estrutura conformacional da proteina recombinante.

A fim de observar se a insercdo de uma sequéncia heterdloga poderia afetar a
formagdo da particula, foi feita a andlise in silico da proteina HBcAgPvCS-VK247 pelo
programa Swiss-Pdb Viewer (Swiss Institute of Bioinformatics Quartier Sorge — Lausanne).
O resultado fornecido pelo servidor Swiss-Pdb Viewer a partir da sequéncia de aminoacidos
da proteina recombinante ndo revelou alteragdes estruturais significativas na proteina,
sugerindo que o candidato desenhado e predito deveria manter a capacidade de formar as

VLPs (Figura 15).

Figura 15. Estrutura secundéria das proteinas HBcAg e HBcAgPvCS-VK247.
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Fonte: A autora. Analise in silico da estrutura secundaria da proteina HBcAg. a) estrutura conformacional da
proteina do cerne do virus da Hepatite B; b) estrutura conformacional da proteina do cerne do virus da Hepatite
apos a inser¢do dos epitopos B da proteina CS variante CS-VK247 de P.vivax. Simulagao feita pela plataforma
SwissProt.

5.3 Obtencao das proteinas recombinantes.

O plasmideo pET28a, contendo a sequéncia de DNA otimizada HBcAgPvCS-VK247
sintetizado comercialmente, foi utilizado para a transformagdo das bactérias E. coli
BL21(DE3). Os clones selecionados por resisténcia ao antibidtico, foram utilizados para
expressdo sob inducdo com IPTG. Apds lisado bacteriano as proteinas foram encontradas
tanto na fracdo solivel quanto insoluvel.

Devido a facilidade de purificar as VLPs em condic¢des nativas, padronizamos todas
as purificagdes (incluindo as proteinas inteiras) para as condi¢des ndo desnaturantes, que
além de poupar a etapa de refolding, garante a manutencao da conformacao das particulas.
Da mesma maneira as bactérias transformadas com o plasmideo pET28a HBcAg-PvCS-
VK210 expressaram a VLP HBcAgPvCS-VK210.

De acordo com Almeida et al., (2014), a VLP baseada na proteina HBcAg contendo a
insercdo das repetigdes de CS-VK210, possui um peso molecular (MM) aproximado de
25KDa. Apo6s fracionamento eletroforético dos eluatos purificados sob condi¢des nativas em
coluna de niquel, verificamos em SDS-PAGE a presenca de uma proteina de
aproximadamente 25 kDa, que correspondente ao tamanho esperado para proteina

HBcAgPvCS-VK247 (Figura 16a) e para BcAgPvCS-VK210 (Figura 16b).
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Figura 16. Purificacao da VLP HBcAgPvCS-VK247 e HBcAgPvCS-VK210.

a) b)
kDa MM 2 3 4 kDa

25

Fonte: A autora. A expressdo e purificagdo das proteinas HBcAgPvCS-VK247 e HBcAgPvCS-VK210 foi
verificada por SDS PAGE 12%, corado com azul de Comassie e revelado com solugio descorante Acido
Acético (5%). a) corresponde a VLP HBcAgPvCS-VK247; b) corresponde a HBcAgPvCS-VK210; 12 3 4:
sequéncia dos eluatos obtidos pela purificacdo em condi¢des nativas; kDa: kilodalton; MM: Marcador
molecular.

Para confirmar se as VLPs purificadas em condi¢des ndo nativas, eram realmente as
nossas proteinas de interesse, realizamos o ensaio de W.B. utilizando o anticorpo (Ac)
policlonal anti-His (anti-cauda de hexa- histidina).

Dessa forma, podemos observar que os eluatos purificados demonstradas na figura 17,
reagiram com o anticorpo anti-His em ambas as VLPs HBcAgPvCS-VK247 (Figura 17a),
HBcAgPvCS-VK210 (Figura 17b) purificadas, com o peso molecular (MM) de

aproximadamente 25KDa indicando que essas sdo as proteinas de interesse.

Figura 17. Western Blotting realizado com os eluatos das VLPs HBcAgPvCS-VK247 e
HBcAgPvCS-VK210 purificada em condigdes nativas, detectadas com anticorpo monoclonal
contra a cauda de histidina.

a) b)
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25
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Fonte: A autora. W.B. das elui¢des obtidas apos a purificagdo das VLPs recombiantes. Em a) estdo as bandas
correspondentes as VLPs HBcAgPvCS-VK247; b) estdo as bandas correspondentes as VLPs HBcAgPvCS-
VK210. Para a imunodeteccdo foi utilizado anticorpo primario anti-His (1:10000) e anticorpo secundario anti-
mouse IgG (1:5000). A revelagdo foi realizada utilizando Kit SuperSignal™. Imagens capturadas pelo
fotodocumentador ChemiDoc™., kDa: kilodalton; MM: Marcador molecular; 1 2 3: eluidos obtidos da
purificagdo em coluna de niquel.

Para determinar se as VLPs continham os epitopos dominantes da CS de P. vivax,
realizamos o ensaio de W.B. utilizando o anticorpo monoclonal anti-CS-VK247 e anti-CS-
VK210. Na figura 18, pode ser observado que o anticorpo monoclonal anti-CS-VK247 reagiu
especificamente contra a VLP HBcAgPvCS-VK247 e que anticorpo monoclonal anti-CS-
VK210 foi especifico para a VLP HBcAgPvCS-VK210. Neste ensaio, colocamos também
como controle negativo a VLP HBcAgCMYV, com isso verificamos que a resposta foi dirigida
contra o epitopo B antimaldrico e ndo contra a por¢cdo da proteina origindria do virus da
Hepatite B. Ambas as condi¢des inferem que os epitopos B da CS de P.vivax que compdem a
regido imunodominante sdo acessiveis aos anticorpos monoclonais avaliados. Além disso,
observamos a presenca de uma segunda banda com peso de 50 kDa, devido a formacao de

dimeros (BOTTCHER; WYNNE; CROWTHER, 1997).

Figura 18. Western Blotting realizado com os eluatos da proteina HBcAgPvCS-VK47 e
HBcAgPvCS-VK210 purificadas em condi¢des nativas e detectadas com anticorpo
monoclonal contra as repeti¢cdes da CS de P. vivax.

a) b)
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Fonte: A autora. W.B. dos eluatos obtidos ap6s a purificagdo das VLPs recombinantes. Em a) detec¢ao
especifica do epitopo repetitivo CS-VK247; 1: HBcAgPvCS-VK210; 2: HBcAgPvCS-VK247; 3: HBcAgCMV.
Para a imunodetecg@o foi utilizado anticorpo monoclonal anti-CS-VK247 (1:10000) e anticorpo secundario anti-
mouse IgG (1:5000). b) detecgdo especifica do epitopo repetitivo CS-VK210. 4: HBcAgPvCS-VK210; 5:
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HBcAgPvCS-VK247; 6: HBcAgCMV. Para a imunodeteccao foi utilizado anticorpo monoclonal anti-CS-
VK210 (1:10000) e anticorpo secundario anti-mouse IgG (1:5000). A revelagdo foi realizada utilizando Kit
SuperSignal™. Imagens capturadas pelo fotodocumentador ChemiDoc™. kDa: kilodalton; MM: Marcador
molecular.

Além das VLPs, realizamos a expressdo e purificacdo das proteinas inteiras
correspondentes as variantes CS-VK210 e CS-VK247 da CS de P. vivax, para comprovar que
a resposta imune que iriamos induzir apds as imunizagdes, estava dirigida contra o parasito e
ndo contra a proteina viral que forma a VLP. Sendo assim, demonstramos na figura 19, as
proteinas inteiras correspondentes a proteina CS de P. vivax purificadas em condi¢des nativas

confirmadas pelo W.B. utilizando anticorpo policlonal anti-His, O anticorpo foi capaz de

reconhecer a proteina de interesse, uma vez que estas apresentaram peso molecular aparente

250K Da.

Figura 19. Western Blotting realizado com os eluatos da proteina inteira CS-VK247 e CS-
VK210 purificada em condigdes nativas.
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Fonte: A autora. W.B. das eluigdes obtidas apos a purificagdo das proteinas inteiras recombinantes da CS de P.
vivax 1 2 3: corresponde aos eluidos obtidos apds a purificagdo da proteina variante CS-VK247; 4 5 6:
corresponde aos eluatos obtidos apds a purificagdo da proteina variante CS-VK210; Para a imunodetecgao foi
utilizado anticorpo primario anti-His (1:10000) e anticorpo secundario anti-mouse IgG (1:5000). A revelagao foi
realizada utilizando Kit SuperSigna/™. Imagens capturadas pelo fotodocumentador ChemiDoc™. kDa:
kilodalton; MM: Marcador molecular; 12 3 4 5 6 : eluidos obtidos da purificagdo em coluna de niquel.
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Com a finalidade de comprovarmos a formagdo da particula semelhante ao virus,
procedemos a realizagao da microscopia eletronica. A produgdo da proteina HBcAg em E.
coli leva a expressao das VLPs com tamanhos diferentes, as pequenas com trés angulagdes,
180 mondmeros e didmetro aproximado de 30nm e VLPs grandes com quatro angulagdes,
240 monoémeros e cerca de 34nm (CROWTHER et al.,, 1994). Nas figuras 20 e 21,
mostramos as particulas formadas nas bactérias pelas proteinas quiméricas recombinantes,
podendo observar a similaridade estrutural com as particulas virais descritas originalmente.
Como controle negativo utilizamos bactérias ndo transformadas (Figura 22), na qual ndo sdo

encontradas particulas que mimetizam virus.

Figura 20. Manutengao da capacidade de formagao da particula viral (VLP) pela proteina
HBcAgPvCS-VK247, ap6s sua purificagao.



Fonte: A autora. A micrografia eletronica mostra a VLP HBcAgCS-VK247, apo6s a purificagdo e contrastagdo
negativa. Os grids foram revestidos com 50 pl do eluato purificado. As quatro imagens correspondem a
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diferentes regides fotografadas no grid. Imagens capturadas em microscopio eletronico de transmissdo (TEM).

A seta aponta as estruturas semelhantes as VLPs encontradas durante a analise.

Figura 21. Manutengao da capacidade de formagao da particula viral (VLP) pela proteina
HBcAgPvCS-VK210, ap6s sua purificacao.



contrastagdo negativa. Os grids foram revestidos com 50 pl do eluato purificado. As quatro imagens
correspondem a diferentes regides fotografadas no grid. Imagens capturadas em microscopio eletronico de
transmissdo (TEM). A seta aponta as estruturas semelhantes as VLPs encontradas durante a analise.

Figura 22. Controle negativo da microscopia ap6s purificacdo da bactéria ndo transformada.

70
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ity
Fonte: A autora. Controle negativo da microsocopia eletronica, apds a purificagdo de lisado bacteriano sem a
transformag@o com plasmideo de interesse. Os grids foram revestidos com 50 pl do eluato purificado. As quatro
imagens correspondem a diferentes regides fotografadas no grid. Imagens capturadas em microscopio eletronico
de transmissao (TEM).

5.4 Estudos imunoldgicos e de prote¢do com os candidatos vacinais produzidos.

5.4.1 Desenvolvimento de um protocolo de imunizagdo otimizado e avaliagdo da resposta
humoral.

Inicialmente, realizamos um primeiro experimento para avaliar a capacidade da VLP
HBcAgPvCS-VK247, recém construida, em gerar anticorpos capazes de reconhecer a
proteina inteira variante CS-VK247.

Para avaliar a magnitude da resposta imune humoral induzida pelo candidato vacinal
HBcAgCS-VK247, os animais foram imunizados em protoloco dose-refor¢o como descrito
anteriormente (se¢do materiais e métodos 4.5., figura 11).

Ap6s 15 dias da dose reforco, os soros dos animais foram avaliados pelo ensaio de
ELISA contra a proteina inteira da CS, correspondente a variante CS-VK247. A resposta de
anticorpos induzida foi mensurada e encontra-se graficamente representada na figura 23.

A VLP HBcAgPvCS-VK247 foi capaz de reconhecer e gerar anticorpos contra a
proteina inteira CS-VK247. Além da geracdo de IgG total (Figura 23a), observamos que as
imunizacdes foram capazes de induzir anticorpos da subclasse IgG1 (Figura 23b) e IgG2a
(Figura 23c). Devido ao pequeno niimero de animais imunizados, ndo analisamos a diferenca

estatisticas entre os grupos, porém podemos ver que com relagdo a IgG total e subclasses
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IgG1 a VLP ainda quando sem a adicdo do adjuvante ¢ capaz de induzir anticorpos com
capacidade de reconhecer a proteina CS. Ja em relagdo a subclasse IgGG2a na auséncia do
adjuvante nd3o notamos uma absorbancia maior que o grupo que recebeu somente PBS. Em
relacdo a adicdo dos adjuvantes, notamos que em todos os casos houve um aumento

expressivo de anticorpos em relagdo ao grupo que recebeu somente a VLP ou PBS.

Figura 23. Imunogenicidade da VLP HBcAgPvCS-VK247.
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Fonte: A autora. ELISA utilizando soros de camundongos obtidos 15 dias ap6s a imuniza¢ido com 2 doses de
10pug da VLP HBcAgPvCS-VK247 emulsificada ou ndo com as formagdes MPLA B. pertussis+Alhydrogel em
trés camundongos BALB/c imunizados pela via subcutanea. a) absorbancia para anticorpo IgG total; b)
absorbancia para IgG1; ¢) absorbancia para IgG2a; Os resultados estdo expressos como média e desvio padréo
da absorbancia a 490 nm obtida para cada protocolo vacinal. Leituras foram obtidas no leitor BioTech
Microplate Reader.

A partir dessa etapa do trabalho, optamos em prosseguir somente com a proteina
HBcAgPvCS-VK210 devido a sua caracterizagdo estar mais completa. No entanto, trabalhos
futuros ja estdo sendo providenciados para que possamos realizar todas a investigagdes com o

candidato HBcAgPvCS-VK247.
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Na busca por uma formulacdo adequada, testamos a VLP HBcAgPvCS-VK210,
quando administrada sozinha e em uma formulagdo contendo dois adjuvantes de acao
complementar. Para isso, conduzimos os dois proximos experimentos.

Numa primeira etapa de “triagem” para verificar qual formulagdo seria capaz de
proteger os animais frente ao desafio, realizamos as imunizagdes e ensaio de desafio como
demonstrado na figura 12 (secdo materiais ¢ métodos 4.5).

As respostas frente as imunizagdes foram mensuradas e determinadas por titulos de
anticorpos presente nos soros dos animais ap6s a dose refor¢o. Devido as limitagdes éticas a
respeito do numero de sangrias a serem realizadas no mesmo animal, ndo foi possivel fazer
uma analise cinética para acompanhar a evolugdo da resposta imune por todo o periodo do
ensaio.

Os titulos encontram-se representados na figura 24. Peptideos sintéticos
correspondendo com a regido das repeticdes da proteina CS variante CS-VK210, foram
utilizados nos ensaios eliminando o viés dos anticorpos induzidos contra a porgdo
correspondente a0 HBcAg. A VLP HBcAgPvCS-VK210 foi capaz de gerar elevados titulos
de anticorpos IgG.

Nesse experimento (Figura 24a), observamos que em todos os grupos que receberam
a VLP HBcAgPvCS-VK210 geraram titulos de anticorpos anti-IgG especificos contra a
repeticdo CS-VK210, sendo estatisticamente maiores (p<0.0001) em relacdo a todos os
grupos controles (G4, G5 G6 e G7). Entre as diferentes formacdes vacinais, ndo encontramos
diferengas em relagdo a producao de IgG total.

Com relagdo a subclasse IgG1, ambas as formacdes geraram titulos de anticorpos
significativamente maiores em relacdo ao grupo controle. Apesar dos elevados titulos,
somente a VLP sem adjuvantes ndo foi capaz de gerar titulos estatisticamente diferentes ao
G7, mesmo assim podemos observar que a diferenca foi muito maior entre ambos (Figura
24b).

Na figura 24c¢ temos a representacao dos titulos de IgG2a, nela encontramos um maior
titulo de anticorpo, estatisticamente significativo, nos grupos G2 e G3 em relagdo ao controle.
Ja o G1 falhou na indugdo de anticorpos anti-IgG2a estatisticamente maior que o G7.

Os animais imunizados pela formulacdo Poly I:C e AddaVax (G2) mostrou uma
resposta imune humoral mais balanceada, tendo titulos estatisticamente maiores em todas as
subclasses em relagdo aos grupos controles.

Apesar de ndo termos diferenca estatistica, a VLP sem a adicdo de qualquer adjuvante

(G3) foi capaz de induzir anticorpos anti-IgG1 e anti-IgG 3 maiores que o grupo G7 (Figura
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24b e 24e). Encontramos, ainda que no G3 houve uma menor média de titulos em relagdo ao

G2 para a subclasse IgG2b (p=0.0111) (Figura 24e).

Figura 24. Imunogenicidade das formulagdes vacinais.
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Fonte: A autora. Camundongos BALB/c foram imunizados duas vezes, pela via intramuscular, com 10ug das
VLPs emulsificada ou ndo com as formulagdes MPLA B. pertussis+Alhydrogel ou Poly I:C e AddaVax com
intervalo de 14 dias. G1: HBcAgPvCS-VK210 + MPLA B. pertussis +Alhydrogel; G2: HBcAgPvCS-VK210 +
Poly I:C +Addavax; G3: HBcAgPvCS-VK210; G4: HBcAgCMV + MPLA B. pertussis+Alhydrogel; GS:
HBcAgCMYV + Poly I:C +Addavax; G6: HBcAgCMV; G7: PBS. Os resultados estdo expressos como média
aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo logl 0+SEM, e foram estatisticamente comparados utilizando
o teste One-way ANOVA seguido de Tukey test ou Kruskall-Wallys. Diferengas estatisticamente significativa
foram destacadas como: ***p <0.0001, **p<0.001 e * p<0.01. Leituras foram obtidas a 405 nm no leitor
BioTech Microplate Reader.



5.5 Avaliacao da resposta imune celular

5.5.1 Resposta imune celular dos linfocitos frente ao estimulo da proteina CS.
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A resposta imune contra malaria requer a indugdo de elevados titulos de anticorpos,

assim como a participacao celular no bloqueio e eliminagdo da infeccdo. Apesar das nossas

VLPs carregarem unicamente epitopos B derivados das repeticdes de aminoacidos existentes

na proteina CS de P. vivax CS-VK210, o antigeno HBcAg contém epitopos proprios para

linfocitos CDS", que poderiam nos dar uma ideia da capacidade de estimulo de células

citotdxicas pela imunizacdo. Sendo assim, verificamos a indugdo de linfocitos T nos animais

vacinados e nos controles. As populagdes celulares foram segregadas de acordo com a

estratégia de gates apresentada na figura 25.

Figura 25. Estratégia de gates utilizada pata segmentar as populacdes de linfocitos T CD3+.

250K ]
1 250K

200K

150K

SSC-A
.
SSC-A

100K 7

50K

0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A

CD3+
734

PerCP-A

APC-A

CDg+

131

FITC-A

Fonte: A autora. Dot plot dos esplenécitos dos camundongos imunizados com duas doses da proteina:
HBcAgPvCS-VK210 coletados com 21 dias apds o reforgo. As células foram marcadas, plaqueadas e
estimuladas individualmente. Os eventos foram adquiridos no citdmetro FACSCantolI™ e analisados no
software FlowJo. Os resultados estdo expressos como porcentagem de células TCD3"TCDS8". A anélise
estatistica foi realizada pelo teste one-Way ANOV A seguido por Tukey para multiplas comparagdes. Diferenca

estatistica esta representada no grafico P<0.005%*,

A andlise dos marcadores de superficie presente nos esplendcitos estimulados entre os

diferentes grupos imunizados, revelou diferenca estatistica maior no grupo MPLA e

Alhydrogel em relagdo ao grupo PBS na producdo de células TCD8+ (Figura 26). Com

relagdo a populagdo de células TCD4" e producio de IFN-y, ndo encontramos diferenca

estatistica.
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Figura 26. Populagio de células TCDS" frente as formulagdes.
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Fonte: A autora. Esplendcitos de camundongos imunizados com duas doses da proteina: HBcAgPvCS-VK210
coletados com 21 dias apds o reforco. As células foram marcadas, plaqueadas e estimuladas individualmente. Os
eventos foram adquiridos em citometro FACSCantoll™ e analisados no software FlowJo. Os resultados estio
expressos como porcentagem de células TCD3 TCD8". A analise estatistica foi realizada com o teste one-Way
ANOVA seguido por Tukey para multiplas comparagdes. Diferenca estatistica esta representada no grafico
P<0.005%%*.

5.5.2 Producgdo de citocinas Th1/Th2 frente aos estimulos CS-VK210 e HBcAgPvCS-VK210.

Com o objetivo de se avaliar o perfil de resposta (se Thl ou Th2) gerado pela
imunizagdo de camundongos BALB/c com os diferentes protocolos de vacinagao, foi feita a
dosagem de algumas citocinas caracteristicas destes perfis. Para isso, utilizamos o Kit de
citometria de fluxo para esta determinacdo- CBA Thl/Th2 com beads especificas.
Empregamos esta técnica para avaliar a capacidade das células esplénicas em secretar
citocinas induzidas pelo estimulo frente a proteina CS-VK210 e a VLP HBcAgPvCS-VK210
ap6s 120 horas, para elucidar o perfil da resposta imune induzida pelo nosso candidato
vacinal (Figura 27). Todos os grupos imunizados, a exce¢do do controle PBS, foram capazes
de induzir células antigeno especificas secretoras de TNF e IL2 frente ao estimulo com a
proteina CS-VK210 (Figura 27a e 27¢).

A resposta de TNF foi maior em relagdo as demais citocinas em ambas as
formulagdes vacinais. A andlise estatistica para a produgdo de TNF e IL2 revelou que o Gl
estimulado com a proteina CS-VK210, foi significativamente maior em relacao ao G3 (p=

0.0205 e p= 0.0092).
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Na estimulagdo ex vivo das células esplénicas dos animais que receberam a
formulacao contendo MPLA de B. pertussis e Alhydrogel identificamos a presenca das
citocinas TNF, IFN-y, IL2 e IL5 em resposta a proteina CS-VK210 (Figuras 27a, b, ¢ e d).
Porém para o grupo imunizado com Poly I:C e AddaVax, ndo foi possivel a deteccdo de IFN-
y.

A figura 27d, representa a secre¢do da citocina IL5. Mesmo que em niveis baixos, a
IL5 foi estimulada no grupo com MPLA de B. pertussis e Alhydrogel, no entanto somente
com o estimulo da VLP ¢ que encontramos a secre¢ao desta citocina nos animais imunizados
com Poly I:C e AddaVax.

Com relacdo a citocina IL4 (Figura 27¢), ndo conseguimos estimular as células de
forma eficiente com a proteina CS-VK210. Niveis detectaveis da citocina IL4, somente foi
possivel com a estimulagdo utilizando a VLP HBcAgPvCS-VK210. Assim, como podemos
observar na figura 32e, ambas as formulagdes induziram IL4 frente ao estimulo com a VLP.

Com relagdo a porcentagem de citocinas encontrada em cada formulagdo, podemos
dizer que os animais imunizados com a formula¢do Poly I:C e AddaVax tiveram uma
resposta predominante de TNF e IL2 em resposta a proteina CS-VK210 (Figura 27e),
enquanto que o grupo que recebeu MPLA e Alhydrogel, teve uma predominéncia das

citocinas TNF e 1L2.

Figura 27. Secregdo de citocinas associadas aos estimulos CS-VK210 e HBcAgPvCS-
VK210.
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Fonte: A autora. Os esplendcitos foram coletados individualmente dos animais imunizados com as diferentes
formulagdes. G1: HBcAgPvCS-VK210 + MPLA B. pertussis + Alhydrogel; G2: HBcAgPvCS-VK210 + Poly
I:C +Addavax; G3: PBS. As células foram estimuladas durante 120 horas, com a proteina recombinante CS-
VK210 de P.vivax (10ug) e ou com a VLP HBcAgPvCS-VK210 (10ug). O sobrenadante foi coletado e
imediatamente utilizado para a realizagdo da analise das citocinas TNF, IFN-y, IL-5, IL-4 e IL-2 pelo método de
CBA. Os eventos foram adquiridos em citometro FACSCantoll ™, seguido da anélise no software FCAP Array
™ tendo os resultados expressos em pg/mL (a-d) em porcentagem (f).

5.6 Ensaios de desafio

Para a avaliar se nossas formulacdes seriam capazes de gerar protecdo, realizamos o
ensaio de desafio. Portanto, dois camundongos BALB/c foram utilizados para a inoculagdo
com 0s esporozoitos transgénicos. Apds cerca de 5 dias, a presenca dos gametocitos foi
confirmada nos animais inoculados, pela visualiza¢ao dos eritrocitos infectados, em laminas
com esfregaco sanguineo. A partir da confirmacdo, foi realizada a alimenta¢do dos mosquitos

com sangue desses animais positivos (Figura 28).
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Figura 28. Alimentacdo dos mosquitos no camundongo infectado com parasitas transgénicos.
; :

.l

Fonte: A autora. Animal BALB/c previamente infectado com os parasitas transgénicos P. berghei [CS vivax],
sendo utilizado para alimentar e infectar os mosquitos 4. stephensi.

No dia 14 apos o refor¢o vacinal, os mosquitos foram dissecados tendo a glandula

salivar removida para obten¢do dos esporozoitos (Figura 29).

Figura 29. Obtengéo dos esporozoitos para ensaio do desafio.

r !

Fonte: A autora. a) 4. stephensi sendo dissecado para remogdo das gléndulas‘salivares. b) Glandula salivar
removida para posterior obtengdo dos esprozoitos.

Apo6s a remocao das glandulas salivares, os esporozoitos foram contados em cdmara
de hemocitéometro ¢ diluidos na concentragdo e 10* esporozoitos/mL) (Figura 30). Cada

animal recebeu 100 pL injetados pela via intravenosa na regido caudal (Figura 31).
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Figura 30. Esporozoitos extraidos das glandulas salivares.
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Fonte: A autora. Camara de hemocitometro para contagem de esporozoitos transgénicos. O clrculo vermelho
delimita a presenga de dois parasitas transgénicos P. berghei [CS vivax].

Figura 31. Inoculacdo i.v. dos animais para o ensaio de desafio.
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Fonte: A autora. Camundongo BALB/c em contengdo para a realizaqﬁb das inoculagdes i.v. na cauda. Cada
animal recebeu um volume final de 100 pL contendo 10000 esporozoitos P. berghei [CS vivax].

Ap6s o 5° dia da realizagdo do desafio, todos os animais tiveram sangue coletado

diariamente para a avaliacdo da progressdo da parasitemia (Figura 32). Na figura 32a ndo
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observamos a presenca dos parasitos infectando as células sanguineas, sendo, portanto, este
animal protegido pela imunizagdo realizada com nosso candidato vacinal. Ja na figura 32b, as
células infectadas indicadas pelas setas, demonstram que os animais do grupo controle nao

foram protegidos frente ao desafio com os parasitos transgénicos.

Figura 32. Esfregaco sanguineo dos animais submetidos ao ensaio de desafio.
b)

a)

Fonte: A autora. a) Esfregaco sanguineo corado em C;IEMSA, (E: u?l animal do grupo imunizado
(HBcAgPvCS-VK210 Poly I:C+AddaVax) e protegido. b) Esfregaco sanguineo de um animal do grupo controle
(PBS), ndo protegido frente ao desafio.

Para comprovarmos a eficécia protetora das formulagdes vacinais, procedemos os ensaios
de desafio utilizando o modelo murino. A figura 33 mostra os resultados das curvas de
sobrevivéncia dos animais imunizados com as diferentes formulagcdes vacinais e
posteriormente desafiados (14 dias) com parasitas vivos transgénicos P. berghei [CS vivax].

A formulagdo vacinal contendo os adjuvantes Poly I:C e AddaVax foi a responsavel pela
maior protecao conferida aos animais (+/- 50% - Tabela 1), em seguida o grupo imunizado
com MPLA de B. pertussis e Alhydrogel (+/- 30%- Tabela 1). J& a VLP sozinha, sem a
adicdo de qualquer substancia adjuvante, ndo foi capaz de proteger os animais.
Comprovamos ainda, a auséncia de prote¢do inespecifica com os animais imunizados com
uma VLP equivalente, apresentando epitopos do CMV e ndo da CS e ap6s serem desafiados
com P. berghei [CS vivax]. Estes resultados demonstram que nosso candidato induz uma
resposta imune especifica contra as repeticdes centrais da CS, capaz de conter a infecgdo pelo

parasito.



Figura 33. Curva de mortalidade das formulagdes frente ao desafio com esporozoitos

transgénicos.
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imunizados com as duas formulag¢des vacinais foram observados até o 15° dia apds a infecgdo. O grafico mostra
a porcentagem de sobrevivéncia.

Tabela 1. Porcentagem dos camundongos protegidos contra a infec¢ao induzida por P.

berghei [CS vivax].
Média N° de animais P<0.05*
Antigeno Adjuvantes Grupo Sobrevivéncia protegidos/total
(dias) imunizados (%)
HBcAgPvCS- MPLA B. Gl 7.5 2/6 (33%) 0.1422
VK210 pertussis+Alhydrogel
HBcAgPvCS- Poly I:.C+AddaVax G2 10.9 3/6 (50%) 0.0366*
VK210
HBcAgPvCS- - G3 7.3 1/6 (16%) 0.5820
VK210
HBcAgCMV MPLA B. G4 6.5 1/6 (16%) 0.3250
pertussis+Alhydrogel
HBcAgCMV Poly I:.C+AddaVax G5 7.1 0/6 (0%) 0.2907
HBcAgCMV - G6 7.2 0/6 (0%)
PBS - G7 7.3 1/6 (16%) 0.4801
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Fonte: A autora. A analise estatistica foi realizada utilizando a curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier survival e
o valor de p foi calculado usando o teste Kaplan-Meier Log-rank (Mantel-Cox). P < 0.05 foi considerado
estatisticamente significativo (¥*P < 0.05, **P < 0.001, e ***P < 0.0001).

Ao analisar o valor de p na comparacdo entre os que receberam a VLP HBcAgPvCS-
VK210 e o grupo dos animais que receberam PBS como controle negativo, ndo obtivemos
nenhuma diferenca estatisticamente significativa (Tabela 1), podendo ser explicado pela falha
da infec¢do de um animal do grupo G7 (controle ndo imunizado) apds a inoculacdo dos
parasitas.

Sendo assim, optamos por comparar os grupos imunizados com HBcAgPvCS- VK210
com o controle negativo da VLP grupo G6 (HBcAgCMV). Dessa forma, temos o controle
negativo da resposta protetora frente a imuniza¢do, como também, o controle da resposta
induzida pela por¢cao do HBcAg.

A analise mostrou que entre os grupos G1 e G2, a maior protecdo alcancada foi com a
formulacdo Poly I:C (p=0.0366), enquanto que a diferenga observada entre os grupos Gl
(vacinados com MPLA/Alhydrogel) e G5 (controle negativo experimental) ndo atingiram
significancia estatistica (prote¢do de 33% versus 0%, p=0,1422), com muita probabilidade
pelo tamanho pequeno dos grupos experimentais. Baseados nesses resultados, foi escolhida a
formulacao Poly I:C e AddaVax (Formulacdo 2) para o segundo experimento.

Tendo observado que o nosso candidato vacinal induzia uma imunogenicidade intensa
sendo capaz de gerar protecdo frente ao ensaio de desafio, selecionamos a melhor formulagao
obtida pelo resultado do desafio no experimento de triagem e confirmamos a protecio
alcancada anteriormente, utilizando como um controle positivo a vacina Rv21, que tinha
produzido em trabalhos anteriores, alta protecao frente ao desafio. Como controle negativo,
utilizamos animais imunizados somente com PBS, uma vez que no experimento anterior
demonstramos que a por¢do do HBcAg ndo confere protecao cruzada.

Para isso realizamos o segundo experimento com a VLP HBcAgCS-VK210 com a
formulacao Poly I:C e AddaVax.

Ao reavaliar a resposta de anticorpos induzida pela formulagdo contendo Poly I:C e
AddaVax, confirmamos a inducdo de elevados titulos de anticorpos e estatisticamente
maiores que os animais controles, imunizados somente com PBS. Na comparacdo entre nosso
candidato vacinal e o candidato Rv21, padrdao ouro nesse experimento, a VLP HBcAgPvCS-
VK210 manteve a capacidade de induzir uma resposta humoral balanceada, ndo havendo

diferenga estatistica entre os titulos gerados nas diferentes subclasses (Figura 34).



Figura 34. A formulagdo HBcAgPvCS-VK210 Poly I:C AddaVax gera altos titulos de
anticorpos sendo imunogenicamente similar ao candidato vacinal Rv21.
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Fonte: A autora. Camundongos BALB/c foram imunizados duas vezes, pela via intramuscular, com 10pg da
VLP HBcAgPvCS-VK210 ou Rv21 emulsificada com a formulagdo Poly I:C e AddaVax com intervalo de 14
dias. Os resultados estdo expressos como média aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo logl0+SEM,
e foram estatisticamente comparados utilizando o teste One-way ANOV A seguido de Tukey test ou Kruskall-
Wallys. Diferengas estatisticamente significativa foram destacadas como: ***p <0.0001, **p<0.001 ¢ * p<0.01.
Leituras foram obtidas a 405 nm no leitor BioTech Microplate Reader

Ao realizarmos novamente o ensaio de desafio, demonstramos a eficicia da
formulagdo HBcAgPvCS-VK210 Poly I:C/AddaVax em proteger 83% dos animais

desafiados, sendo muito similar ao controle positivo (Rv21) (Figura 35 e tabela 2).

Figura 35. Eficéacia da formulacio HBcAgPvCS-VK210 Polyl:C/AddaVax frente ao desafio
com esporozoitos de P. berghei [CS vivax ] expressando a proteina CS-VK210.

— RV21
100 PBS
757 — HBcAgCS-VK210
POLY I:C+ADDAVAX

Porcentagem de sobreviventes
()]
o)
[1

0 T T 1
0 5 10 15

Tempo para alcangar 1% de parasitemia

Fonte: A autora. Animais desafiados com de P. berghei [CS vivax ] expressando a proteina CS-VK210
imunizados com HBcAgPvCS-VK210 na formulagao Poly I:C e AddaVax, foram observados até o 15° dia apds
a infecgdo. O grafico mostra a porcentagem de sobrevivéncia.
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Os resultados obtidos no segundo experimento comprovam que nosso candidato

vacinal aliado aos adjuvantes Poly [:C e AddaVax possui uma altissima capacidade de

protecdo frente ao desafio, sendo comparavel ao candidato Rv21 desenvolvido recentemente

na Universidade de Oxford (Tabela 2).

Tabela 2. Confirmagao da porcentagem de protecdo conferida pela formulagao HBcAgPvCS-
VK210-Polyl:C/AddaVax.

Média N° de animais P<0.05
Antigeno Adjuvantes Sobrevivéncia | protegidos/total

(dias) imunizados (%)
HBcAgPvCS-VK210 Poly I:C+AddaVax | 13 5/6 (83%) 0.0031*
Rv21 Poly :.C+AddaVax | 13.2 5/6 (83%) 0.0005%**
PBS - 8.0 0/6 (0%)

Fonte: A autora. A analise estatistica foi realizada utilizando a curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier survival e
o valor de p foi calculado usando o teste Kaplan-Meier Log-rank (Mantel-Cox). P < 0.05 foi considerado
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo PBS (*P < 0.05, **P <0.001, e ***P < 0.0001).

O GI foi estatisticamente diferente ao grupo G3, no entanto apresentou um p= 0.9486

na comparagao com o candidato Rv21, sendo considerado, um promissor candidato no

combate a malaria humana.
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6. Discussio

As vacinas deram uma contribuicdo fundamental ao prolongamento da expectativa e
qualidade de vida (RAPPUOLI; SANTONI; MANTOVANI, 2018). No entanto, apesar dos
inameros esforgos realizados para o desenvolvimento de uma vacina contra maldria, esta
doenga permanece ainda como um desafio a satide publica global. O controle mundial da
doenga ainda ndo foi atingido, levando ao o6bito milhares de pessoas anualmente (WHO,
2018). Sendo assim, se faz necessario o desenvolvimento de uma vacina protetora, segura e
econOmica, com facil producdo e administracdo. A nova geracdo de vacinas baseadas em
antigenos recombinantes pode cobrir muitas dessas caracteristicas para a vacina contra a
malaria. No entanto, um dos desafios ¢ a baixa imunogenicidade dos antigenos
recombinantes, que devem ser considerados para o desenvolvimento de novos candidatos
vacinais (DRAPER et al., 2015).

No presente estudo, selecionamos o antigeno HBcAg como carreador de epitopos
heter6logos, embasados por estudos que demonstram a elevada imunogenicidade desse
antigeno tanto na infec¢do natural pelo HBV como quando administrado na forma de
proteinas recombinantes. Nem o antigeno de superficie do virus da Hepatite B, que esta
presente na vacina comercial contra P. falciparum ¢é tdo imunogénico quanto o HBcAg
(HOOFNAGLE; GERETY; BARKER, 1973; MILICH et al., 1987). Por meio da fusdo
genética, o HBcAg pode receber insercdes de antigenos heterdlogos nas regides N-, C-
terminal, assim como na regido do /oop. Além disso, o HBcAg tem a vantagem de poder ser
produzido utilizando diferentes sistemas de expressao, procariotos ou eucariotos, sendo ainda

passivel de ser utilizado em sistemas muito simples como com a bactéria E. coli, o que ndo
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ocorre com o antigeno HBsAg, que necessita de modificagdes pos-traducionais, elevando o
seu custo de produgao.

Diversas VLPs baseadas no HBcAg foram geradas pelo nosso grupo de pesquisa durante
os ultimos anos, na tentativa de usar esta plataforma para a geragdo de multiplos candidatos
vacinais contra Paracoccidioidomicose (HOLANDA et al., 2017) e P.vivax (ALMEIDA et
al., 2014). Neste trabalho construimos uma VLP com repeti¢des da proteina CSP de P. vivax
(CS-VK247, nanopetideo ANGAGNQPG) diferente daquela obtida anteriormente (variante
CS-VK210 nanopetideo AGDRADGQP). Em paralelo realizamos um estudo avangado sobre
as tecnologias otimizadas de vacinagdo e sobre a prote¢ao induzida in vivo contra parasitas
transgénicos P. berghei [CS vivax]usando a VLP HBcAgCS-VK210, que tinha sido s6 em
parte caracterizada até o momento.

As vacinas baseadas nas variantes CS-VK210 e CS-VK247 da proteina CS de P. vivax
poderdo conferir protecdo contra as principais isoformas de CS, sendo imunologicamente
ideal para a eliminagdo da maioria dos parasitas P. vivax circulantes no mundo (YADAVA et
al., 2007). A variante CS-VK210 tem a maior distribui¢do global, sendo encontrada em
paises como Brasil, india, Tailandia ¢ Peru (COCHRANE et al., 1990; FRANKE et al., 1992;
MACHADO; POVOA, 2000; WIRTZ et al., 1990). No Brasil, estudos soroldgicos e
moleculares mostram a prevaléncia dos trés gendtipos especialmente na regido Amazdnica
(MACHADO; POVOA, 2000). A distribui¢do de cada variante ¢ diferentemente encontrada
em cada regido endémica, no entanto a variante CS-VK210 se mantem como a mais
prevalente (STORTI-MELO et al., 2009).

No presente trabalho, geramos duas formulacdes vacinais com diferentes adjuvantes na
tentativa de induzir um perfil imune balanceado entre as respostas Th1/Th2. As VLPs
construidas pelo nosso grupo foram desenvolvidas para a protegdo contra as principais
formas circulantes, porém ainda necessitariamos de uma terceira VLP contendo a variante
Vivax-like para entdo produzirmos uma vacina universal contra P. vivax.

Segundo Geldmacher et al., (2004), particulas do cerne da Hepatite B toleram a inser¢ao
de polipeptideos de até 120 aminoécidos na regido imunodominante da proteina para
formacao das particulas quiméricas. A analise in silico da inser¢ao das 4 copias da sequéncia
ANGAGNQPG na estrutura do HBcAg ndo alterou a conformagdo estrutural da proteina
recombinante, demonstrando que nossa constru¢do manteve a estrutura dos mondmeros do
HBcAg, sendo muito semelhante as particulas descrita por Bottcher, B. Wynne, S.A.

Crowther, (1997). O uso de solugdes nao redutoras, durante a etapa de purificacdo para
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obtencdo das VLPs pode ter melhorado o rendimento dos eluatos, visto que o uso de ureia ou
guanidina por exemplo, pode competir com as histidinas inseridas na construgao e ligar-se a
fase estacionaria da coluna acarretando na perda de material. Além disso ¢ muito importante
que acontega a correta formagao estrutural da particula, pois a imunogenicidade das VLPs ¢
fortemente dependente da capacidade de manter a conformacgao estrutural, como demonstrado
em um estudo conduzido por Lechmann et al., (2001), no qual a vacinagao com particulas do
cerne do virus da Hepatite C desnaturadas pelo calor resultou em respostas reduzidas de
anticorpos e células T especificas para o antigeno.

A analise in silico apesar de apresentar uma boa previsao da formagao dos capsideos da
VLP ndo pode ser considerada como confirmatoria. O servidor o Swiss-model realiza a
modelagem por homologia, com base em um banco de dados de proteinas, ndo existindo uma
validagdo da qualidade do modelo. No entanto, a realizagdo da microscopia eletronica pode
ser usada como uma das técnicas disponiveis em nossa universidade, que permite avaliar se a
estrutura conformacional do nosso candidato se manteve como aquela descrita originalmente.
Nossas imagens de microscopia demonstram particulas morfologicamente muito similares as
particulas encontradas por Crowther et al., (1994), confirmando que a purificagdo ndo alterou
a capacidade de automontagem. Além da microscopia eletronica, poderiamos ainda ter
aplicado a técnica de imuno-eletromicroscopia usando ouro coloidal conjugado com os
anticorpos, que tem sido amplamente utilizada na pesquisa e caracterizacdo das VLPs,
necessaria nao so6 para a visualizagdo da formagao da particula, como também da localizagao
de antigenos na superficie da VLP (ZELTINS, 2013). Em nosso trabalho, optamos pela
comprovagdo biofisica das VLPs, pela microscopia eletronica e aliada a essa técnica
utilizamos uma técnica imuno-bioldgica com a utilizagdo dos anticorpos monoclonais anti-
CS-VK247 e anti-CS-VK210, pelo ensaio de W.B. O reconhecimento de ambas as VLPs
(HBcAgPvCS-VK247 e HBcAgPvCS-VK210) pelos anticorpos especificos contra a proteina
CS, confirma que os epitopos B por nds inseridos, encontram-se corretamente expostos na
superficie do antigeno HBcAg.

Ap6s a confirmagdo da geragdo das VLPs, iniciamos os ensaios de imuniza¢ao dos
animais e a avaliacdo da resposta imune induzida pelas formulacdes administradas em
animais da linhagem BALB/c. Para isso selecionamos uma primeira formulagdo de
adjuvantes, levando em consideragdo o fato de termos pelo menos uma formulagdo baseada
em substancias cujo uso em humanos fosse permitido e ainda que cada adjuvante fosse de

diferentes classes, com perfil imunologico complementar.
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Primeiramente, realizamos as imunizagdes com o candidato HBcAgCS-VK247
emulsionado ou ndo com adjuvantes. At¢é o momento somente cinco adjuvantes sao
licenciados para uso em humanos, os sais de aluminio, o MF59, os virossomas, o AS03 ¢ o
AS04 (LEE; NGUYEN, 2015). Nossa primeira formulagao foi a emulsdo da VLP HBcAgCS-
VK247 com os adjuvantes MPLA de B. pertussis e Alhydrogel.

A escolha pela combinagdo dos adjuvantes MPLA e Alhydrogel, foi baseada na
formulagdo AS04 a qual ¢ aprovada para uso em humanos. O adjuvante AS04 encontra-se
presente nas vacinas contra HPV e demonstram que a atividade adjuvante ¢ mediada pela
resposta de anticorpos aumentada aos antigenos do HPV, sendo estritamente dependente do
AS04. A adicdo de MPLA ao sal de aluminio aumenta a resposta humoral celular,
desencadeando rapidamente uma resposta de citocinas local e transitéria que leva a uma
ativagdo aumentada de células apresentadoras de antigenos e resulta em uma melhor
apresentacdo do antigeno as células T CD4 ~ consequentemente a uma maior produgdo de
anticorpos (GARON et al., 2011).

O uso do MPLA de B. pertussis é inédito e, caso adequado daria uma utilidade importante
a um dos principais subprodutos da fabricacdo da vacina contra a coqueluche.

O primeiro estudo da eficdcia humana para uma vacina baseada na proteina CS de P.
vivax foi executado em 2010. Tal como no primeiro estudo de eficacia com a vacina RTS,S, o
Vivax Malaria Protein 001 (VMPO0O1) foi testada com adjuvante ASO1, que resultou em alta
imunogenicidade. Além disso, a vacina atrasou as manifestagdes da infeccdo em 59% dos
vacinados, no entanto a vacina nao induziu protecao estéril (BENNETT et al., 2016).

Em nosso estudo, a imunizagdo dos animais foi feita com duas doses da VLP
HBcAgPvCS-VK247 com ou sem a formulacio de MPLA+Alhydrogel. Para avaliar o
potencial imunogénico desse novo candidato, realizamos os ensaios de ELISA. Nossos
resultados demonstraram que as imunizagdes com o candidato HBcAgCSVK-247 geraram
anticorpos capazes de reconhecer a proteina inteira variante CS-VK247. Mesmo na auséncia
dos adjuvantes, essa VLP induziu anticorpos IgG e IgGl anti-CS, porém se aliada a
formulacao MPLA e Alhydrogel, induz anticorpos da subclasse IgG2a anti-CS.

Apesar de termos demonstrado que a VLP HBcAgCS-VK247 ¢ capaz de induzir resposta
imune com a producdo de anticorpos reconhecedores da proteina CS, nds decidimos dar
continuidade ao trabalho utilizando a VLP HBcAgCS-VK210 que se encontrava melhor
caracterizada por experimentos prévios realizados pelo nosso grupo. Comparamos a
formulagdo MPLA e Alhydrogel, com uma segunda formula¢do composta pelos adjuvantes

Poly I:C e AddaVax. O agonista de TLR-3, Poly I:C, é composto por uma dupla fita de RNA
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sintético. Este adjuvante foi escolhido, pois foi relatado ser um adjuvante efetivo na indugao
de anticorpos e células TCD4+ em resposta a P. falciparum, em primatas nao humanos
(TEWARI et al., 2010). O adjuvante de Freund tem sido amplamente utilizado na geragdo de
altos titulos de anticorpos contra proteinas de interesse. No entanto, sua utilizacdo em teste de
antigenos potenciais candidatos vacinais em modelos animais ¢ questionavel. Questdes éticas
relativas as reacOes adversas associadas ao seu uso, nos persuadiram a considerar
alternativas. Portanto, selecionamos o AddaVax ™, andlogo ao adjuvante humano licenciado
MF59 e que esta em fase de ensaios pré-clinicos.

Na avaliagdo da produgdo de anticorpos com o candidato HBcAgCS-VK210, anti-CS-
VK210, nossos resultados demonstram a eficiente capacidade de indu¢do da imunoglobulina
IgG, assim como das subclasses IgG1, [gG2a, IgG2b e IgG3. Uma maior média de titulos de
anticorpos foi alcangada pela formulacdo com os adjuvantes Poly I:C ¢ AddaVax, seguida
pela formulacdo com MLPA e Alhydrogel, e por tGltimo a VLP sem adi¢cao dos adjuvantes.
Apesar da andlise estatistica ndo revelar diferencas, a VLP sem adi¢do de adjuvantes induziu
anticorpos IgG1 e IgG 3 anti-CS-VK210 maiores em relagdo ao grupo ndo vacinado. Talvez a
menor média de titulos obtidas para os anticorpos da subclasse IgG 1 e IgG3 pode explicar a
falta de prote¢do nos animais imunizados sem adjuvantes. Muito embora os mecanismos de
protecdo contra maldria ndo estejam totalmente elucidados, estudos sobre o padrio de
anticorpos IgG1 e IgG3 contra CS de P. falciparum encontrados em adultos e criancas de
areas com baixa endemia de malaria, mostraram anticorpos citofilicos dominantes para o
estagio pré-eritrocitico (JOHN et al., 2008; NARUM et al., 2018; NOLAND et al., 2015).
Resultados in vitro t¢ém demonstrado que mondcitos podem eliminar parasitas assincronicos
na presenga de anticorpos IgG3 e IgG1, estes anticorpos facilitam a fagocitose e matam os
Plasmodium (BOUHAROUN-TAYOUN et al., 1995).

Apesar de ndo encontrarmos diferenca significativa entre os titulos referentes as
subclasses IgG1, IgG2a, 1gG2b e IgG3 para as formulagdes que receberam adjuvantes,
notamos uma média de titulos mais elevada para todas as subclasses nos animais imunizados
com Poly I:C. e AddaVax. No entanto o papel de cada anticorpo envolvendo o bloqueio da
invasdo nos hepatdcitos pelos esporozoitos precisa ser investigado.

A resposta imune celular gerada pela imunizagdo dos camundongos com a VLP
HBcAgPvCS-VK210 e os diferentes adjuvantes foi avaliada ainda frente a producao de
citocinas que caracterizam um perfil Thl e ou Th2 e imunofenotipagem das populagdes de
linfocitos T frente ao estimulo especifico com a proteina CS variante CS-VK210. As

citocinas identificadas apds estimulo caracterizam um perfil Thl de resposta, para ambas as
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formulacdes utilizadas, sendo estes resultados similares aos obtidos pela vacina RTS,S.
Durante a avaliacdo da fase clinica III dessa vacina, o sobrenadante das células estimuladas
com CS revelou um padrio de resposta Thl associado com a prote¢do da vacina
RTS,S/ASO1E (ASO1E adjuvante lipossomal contendo MPLA e QS21) (MONCUNILL et al.,
2017).

A secrecdo da citocina IL2 e TNF-o detectada em nossos experimentos, pode estar
relacionada com a protecao gerada por ambas as formulagdes. A protecdo em humanos com a
vacina RTS,S tém identificado pelo menos a presenca de dois dos marcadores CD40L, TNF-
a, IL2 ou IFN-y apés a estimulagdo in vitro, sendo o fendtipo CD40L'/IL2" o mais
frequentemente encontrado (KESTER et al., 2009). Apesar de ndo termos identificado a
secre¢do de IFN-y no grupo imunizado com Poly I:C e AddaVax, os niveis elevados de TNF-
o, podem estar relacionados com a protecdo devido a potencial atividade citotoxica de certas
células T CD4" TNF-a contra células infectadas com esporozoitos e IL2 induz a proliferagio
de células B ajudando na produgdo de anticorpo, assim como ajudam na proliferagdo de
células T amplificando as fun¢des efetoras podendo ainda induzir a ativagdo de células
Natural Killer e secrecao de IFN-y (DEPINAY et al., 2011; HOROWITZ et al., 2012).

A triagem clinica da vacina RTS,S revelou a producdo de elevados titulos de IgG e
moderada reposta celular TCD4" Thl (BARBOSA et al., 2009; HOROWITZ et al., 2012).
Em adultos vacinados e desafiados com P. falciparum a resposta de células TCD4" e IFN-y
mensurada por ELISPOT foi associada com a protecdo (KESTER et al., 2009; LUMSDEN et
al., 2011; SUN et al., 2003). A capacidade da VLP HBcAgPvCS-VK210 em gerar resposta
imune celular foi demonstrada em estudos conduzidos por Almeida et al. na presenca do
adjuvante montanide ISA720, no qual a capacidade desse candidato em gerar c€lulas T de
memoria foi avaliada (ALMEIDA et al., 2014).

A VLP HBcAgPvCS-VK210 sem adjuvantes foi capaz de induzir menores titulos de
anticorpos anti-CS-VK210, porém na andlise da parasitemia obtida pelo ensaio de desafio
revelou que apesar das VLPs funcionarem como auto adjuvantes, somente os animais
imunizados com HBcAgPvCS-VK210 na presenga dos adjuvantes foram protegidos contra o
desafio. A resposta imune induzida foi especifica para P. vivax, uma vez que todos os
animais imunizados com a VLP sem epitopos da CS, com ou sem adjuvante, ndo foram
protegidos, descartando a possibilidade de prote¢do cruzada gerada pela porgao
correspondente ao virus da Hepatite B. Ao compararmos a VLP emulsionada com as

diferentes formulagdes, tivemos uma protegdo estatisticamente maior em particular, ao
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combinar os adjuvantes Poly I:C e AddaVax, sendo esta a formulagao responsavel pelo maior
numero de animais protegidos de forma estéril. Estes resultados indicam a importancia tanto
da VLP quanto do adjuvante na induc¢ao de respostas imunes protetoras com este regime de
vacinagdo. Whitacre; Lee; Milich, (2009) utilizando a VLP baseada na proteina HBcAg do
virus da Hepatite B de marmotas, também alcancaram protecao estéril utilizando uma
formulacao de adjuvantes contendo aluminio e QS21 (Saponina de Quillaja), no entanto para
alcancar a protegao, foram necessarias altas doses da VLP (100 pg).

Como encontramos um menor nimero de animais infectados no primeiro experimento
com a utilizagdo dos adjuvantes Poly I:C e AddaVax, conduzimos um segundo experimento
para comprovar a eficacia alcangcada aumentando, no entanto, o intervalo para a infec¢do dos
animais com os parasitas transgénicos foi maior.

Levando em consideragdo os resultados obtidos por Nussenzweig et al. (2001) e Bruna-
Romero et al., (2001), onde uma melhora na ativa¢ao de células T foi alcancada ao considerar
mais tempo entre as imunizagdoes, possivelmente devido a completa ativacao de células T e a
diminui¢do de apoptose sobre a populagdo de células TCD4+ e CD8+ quando comparado
com um intervalo maior, decidimos aumentar o intervalo entre o boost e o desafio que
poderia contribuir para o aumento da eficacia protetora.

Nesse segundo experimento de desafio, nosso candidato foi capaz de gerar 85% de
protecao estéril, utilizando apenas 10ug da VLP. Estudos realizados em Oxford e publicados
por Salman et al. demonstram que a protecao gerada pela VLP Rv21, baseada na proteina de
superficie do virus da Hepatite B, estd relacionada aos altos titulos de anticorpos gerados
(SALMAN et al., 2017). As emulsdes baseadas em o6leo esqualeno, como ¢ o caso do
adjuvante AddaVax, possuem a capacidade de induzir ambas respostas Thl e Th2
(CALABRO et al., 2013). O uso do adjuvante AddaVax com a vacina Rv21 ja foi avaliada e
ndo obteve prote¢do, porém atrasou a parasitemia sanguinea de forma significativa
(SALMAN et al., 2017).

A utilizagdo do adjuvante Poly I:C em combinagdo com a proteina CS de P. falciparum,
foi reportada como sendo indutora de uma resposta do tipo Thl de longa duracdo em
primatas ndo humanos (TEWARI et al., 2010). Compostos baseados em dsRNA, como o
Poly I:C possuem uma meia vida curta e podem ser degradados pelas RNases presente nos
fluidos corporeos (BUMCROT et al., 2006; HARTMANN, 2016; NAUMANN et al., 2013),
porém combinagdes deste adjuvante com outro pertencente a classe de depdsito ou sistema de

entrega, podem prevenir a degradacio do Poly [:C (MEHRIZI et al., 2018).
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A protecao estéril alcancada apos a vacinacado com RTS,S ¢ principalmente dependente
da resposta de anticorpos contra as repeti¢des centrais da proteina CS. E provavel que os
niveis de protecdo observados, pelo menos em parte, estejam relacionados a capacidade dos
anticorpos reduzirem o nimero de esporozoitos que entram nos hepatocitos. A ligacdo de
anticorpos anti-CS inibe a motilidade dos esporozoitos, o que ¢ necessario para a invasao de
hepatdcitos, e também inibem a ligagdo do esporozoito a membrana plasmatica dos
hepatdcitos nos sinusdides hepaticos, expondo-os ao sistema imunoldgico por mais tempo. A
CS desempenha um papel na invasdo dos hepatocitos e, portanto, os anticorpos anti-CS
podem também bloquear fisicamente a invasdao dos hepatdcitos. Incapazes de invadir o
figado, os esporozoitos opsonizados sdo rapidamente fagocitados pelos macréfagos e outros
polimorfonucleécitos ou lisados apds a ativagdo do complemento (CASARES; RICHIE,
2009; HUTCHINGS et al., 2007; STEWART et al., 1986).

Uma vacina contra P. vivax pode facilitar a elimina¢do desse agente em muitas areas
endémicas, onde as ferramentas de controles atuais (farmacos ou controle vetorial) enfrentam
desafios ainda maiores devido a biologia do parasita. Acreditamos que para melhorar nosso
candidato, poderiamos incluir em nossa construcio epitopos TCDS" fusionados na porgdo C-
terminal do antigeno HBcAg. A atividade de linfocitos T CD8" mediada pela liberagio de
interferon-y talvez seja o mecanismo efetor mais importante para a destruicdo do parasito
durante a fase pré-eritrocitica (AREVALO-HERRERA et al, 2002). O interferon-y,
produzido principalmente por células T CD8+ pode estimular a citolise por aumentar o
nimero de moléculas de MHC-I na superficie dos hepatdcitos, fazendo com que estes se
tornem melhores alvos dos LTCs, e por ativar células efetoras subsididrias como células NK
e macréfagos, que também sdo capazes de induzir citdlise. O trabalho recentemente
publicado por (JUNQUEIRA et al., 2018), demonstrou ainda que células T CD8+, sdo
capazes de reconhecer e matar reticuldcitos infectados por P.vivax. durante a fase sanguinea
do parasito, este resultado nos faz pensar ainda na possibilidade de incluir proteinas de fase
sanguinea de P. vivax em nossa formulacdo.

Uma questao a ser abordada ao usar o HBcAg como base para uma plataforma vacinal ¢ o
fato de que o HBcAg ¢ um antigeno que ocorre naturalmente durante a infeccao por HBV e
que a infeccao leva a inducdo de uma resposta anti-HBc. Dessa forma, os anticorpos pré-
existentes especificos contra HBc poderiam teoricamente, aumentar a eficicia das vacinas
carreadoras de HBc promovendo a opsonizagdo das VLPs e subsequente apresentacdo de

antigénica, ou nao ter efeito algum, ou ainda reduzir a imunogenicidade da vacina pela
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opsonizagdo das particulas vacinas, que serdo capturadas e destruidas pelos macréfagos. No
entanto, a resposta para essa indagacao pode ser resolvida com os resultados obtidos por
Schodel et al.,, (1994) no qual a imunidade anti-HBc preexistente ndo interferiu
significativamente na geragdo da resposta especifica ao antigeno de interesse. Da mesma
forma, a imunidade anti-HBc ndo inibiu as respostas imunes ao hantavirus ou ao influenza A
em camundongos previamente vacinados com particulas recombinantes HBc na auséncia do
antigeno especifico (DE FILETTE et al., 2008; GELDMACHER et al., 2004). Além disso, a
repetitiva disposicdo dos antigenos na superficie da particula pode tornar o HBcAg
inacessivel. A imunidade pré-existente contra o HBV, parece nao influenciar na geracao de
anticorpos anti-CS na vacina RTS,S, e niveis mais elevados de anticorpos anti-HBs foram
recentemente associados com um menor risco de malaria causada por P. falciparum em
individuos imunizados com a vacina RTS,S (UBILLOS et al., 2018).

Outra questdo mais pratica que pode ocorrer ¢ em relagdo a confusdo na interpretacao
sorologica de individuos infectados quanto as respostas de anticorpos induzidas pelas vacinas
baseadas no HBcAg. Essa situagdo pode ser resolvida pelos ensaios diferenciais anti-HBs,
HBsAg e anti-HBe ou ainda pela analise da carga viral. No caso da utilizagdo do antigeno de
superficie na vacina anti-maldrica, esta questdo nao seria tao facilmente resolvida, uma vez
que este mesmo antigeno ¢ compartilhado com a vacina contra o HBV.

Em resumo, os dados apresentados neste trabalho demonstraram que a imuniza¢do com a
VLP e adjuvantes, em protocolos dose/reforco, foram eficientes na geragao de resposta imune
humoral caracterizada pelos elevados titulos de anticorpos. Além disso, demonstramos que
nosso protocolo tem capacidade de gerar alta protecdo. A vacina ideal pré-eritrocitica, deve
primeiramente reduzir a infeccdo assim como, prevenir o estabelecimento das formas
hipnozoitas, reduzindo, portanto, o risco de relapsos da infeccdo que contribuem para a
transmissdo. Acreditamos que o candidato aqui descrito possa auxiliar na consecu¢do de

todos esses objetivos.
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7. Conclusao

Nossos resultados corroboram com a hipdtese de que € possivel produzir formulagdes
vacinais baseadas na plataforma VLP utilizando o antigeno HBcAg e a proteina CS
indutores de imunidade protetora contra a malaria causada por P. vivax € que podem

servir como base para o desenvolvimento de uma vacina universal.

e (Construimos uma nova VLP baseada no antigeno HBcAg contendo epitopos
capazes de gerar anticorpos contra a proteina CS variante VK247 de P. vivax.

e A expressdo e purificacio das VLPs HBcAgPvCS-VK247 e HBcAgPvCS-
VK210 com cauda de histidinas expressas em E. coli foi bem-sucedida, sendo
a estrutura conformacional da particula comprovada pela microscopia
eletronica e W.B.

e As VLPs utilizadas no presente trabalho, foram capazes de gerar anticorpos
especificos contra as duas variantes mais prevalentes da CS de P. vivax.

e As formulagdes aqui propostas foram capazes induzir a secre¢do das citocinas
TNF-a , IFN- vy e IL-2, requeridas na protecao contra P. vivax.

e A VLP HBcAgPvCS-VK210, necessita da adi¢do dos adjuvantes para conferir

protecao.
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e Os adjuvantes MPLA de B. pertussis/Alhydrogel, Poly I:C/AddaVax nao
resultaram em resposta imune humoral diferente estatisticamente. No entanto,
a emulsdao contendo Poly I:C e AddaVax foi capaz de proteger um maior

numero de animais contra o desafio.

8. Consideracoes finais e perspectivas futura

Os resultados apresentados nesse estudo demonstram que nosso candidato vacinal
antimaldrico, possui a capacidade de proteger contra a infec¢do causada por P. vivax. As
utilizagdes da combinagdo de adjuvantes com perfil imunoldgico complementar, melhoraram
significativamente a prote¢do frente ao desafio com os parasitas transgénicos, além disso,
demonstramos que um intervalo maior dado entre a tltima dose da vacina e a exposi¢cao ao
parasito melhorou satisfatoriamente o nimero de animais protegidos. No entanto, precisamos
ainda investigar os mecanismos envolvidos e responsaveis pela melhor prote¢do alcancada,
assim como, vemos a necessidade de avaliar a inclusdo de antigenos alvos correspondente a

outros estagios do parasito e a via subcutanea para a imunizagao.
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