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RESUMO

A maléria € uma doenca parasitaria que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, e das
espécies de protozodrios causadores da malaria humana, o Plasmodium vivax é a espécie
que apresenta maior distribuicdo mundial. Nesta espécie, para que 0 merozoito invada o
eritrocito sdo necessarias interacdes especificas envolvendo proteinas do parasito e
receptores presentes na superficie da célula hospedeira, sendo essa invasdo mediada pela
interacdo entre a proteina de ligacdo ao antigeno Duffy (Duffy Binding Protein - PvDBP) e
seu receptor na superficie dos eritrécitos Duffy-positivos. Na area endémica brasileira, os
polimorfismos MT e PA mostraram-se responsaveis pela grande maioria das infeccdes
humanas, tormando-se alvos vacinais interessantes para este estudo, os quais foram
clonados e expressados como proteinas recombinantes e também conjugados a adenovirus
recombinantes, sendo utilizados em protocolos de imunizacdo dose/reforco em
camundongos. A analise dos resultados obtidos mostrou que os polimorfismos estudados
sao capazes de estimular o sistema imune fortemente, demonstrando que a DBP do P. vivax
€ um alvo vacinal promissor, juntamente com o adjuvante vacinal Montanide ISA 720 e
adenovirus humano tipo 5, promovendo a producao de altos titulos de anticorpos funcionais.
Foi possivel verificar também uma acgéo sinérgica entre os dois polimorfismos estudados na

manutencédo dos titulos de anticorpos meses apos a imuniza¢do dos camundongos.



ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease that affects millions of people worldwide, and species of
protozoa that cause human malaria, Plasmodium vivax is the species that has the highest
worldwide distribution. In this species, so that the merozoite invades erythrocytes are
required specific interactions involving proteins of the parasite and receptors present on the
host cell surface, and this invasion mediated by the interaction between the binding protein to
Duffy antigen (Duffy Binding Protein - PvDBP) and its receptor on the surface of Duffy
positive erythrocytes. In endemic areas of Brazil, MT and PA polymorphisms were shown to
be responsible for the vast majority of human infections, becoming interesting targets for
vaccine in this study, which were cloned and expressed as recombinant proteins and also
conjugated to recombinant adenoviruses, being used in immunization protocols prime/boost
in mice. The results obtained showed that the polymorphisms are able to strongly stimulate
the immune system, demonstrating that DBP of P. vivax is a promising vaccination target,
with the adjuvant Montanide ISA 720 and human adenovirus type 5, promoting the
production of high titers of functional antibodies. It was also verified a synergistic action
between the two polymorphisms in the maintenance of antibody titers months after mice

immunization.



Introducao

1.1 A malaria no mundo

A malaria é uma doenca parasitaria que afeta milh6es de pessoas em todo o mundo,
principalmente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, e segundo dados
recentes da Organizacdo Mundial da Saude (2012), ocorre em 99 paises e uma estimativa
de 3,3 bilhdes de pessoas estavam sob risco de contrair a doenca em 2010 (figura 1).
Aproximadamente 86% das mortes provocadas por maldria ocorrem em criangas menores
de 5 anos, a maioria na Africa sub-saariana. A incidéncia estimada de malaria diminuiu
cerca de 17% globalmente de 2000 a 2010 e a mortalidade proporcional diminuiu 26%
devido a agbes de prevencgdo e tratamento. Ainda assim, o numero de casos de maléria
estimado em 2010 foi de 216 milhdes, resultando em mais de 300.000 mortes em
decorréncia da doenca (WHO 2012).

: 9
[: Paises/territorios afetados pela malaria *‘g w
[:I Paises/territorios prevenindo a reintroducdo da malria

[ Paises/territotios ndo afetados pela malaria 0 1250 2,500 5,000 Km
o % T
| Nao se aplica

Figura 1. Paises e territérios afetados pela malaria. Em laranja estdo os paises ou
territorios afetados pela doenca; em azul, os que ja eliminaram a doenca e agora previnem a
sua reintroducéo; em branco estéo os paises ou territorios ndo afetados pela doenca. Fonte:
Organizacdo Mundial da Saude, 2012.

A maléaria é transmitida ao homem através da picada de fémeas de mosquitos do género

Anopheles (Carlton et al. 2008; Enomoto et al. 2012), as quais inoculam parasitos do género



Plasmodium no tecido epitelial e menos comumente direto na corrente sanguinea do
hospedeiro. Das espécies de protozoarios causadores da malaria humana (Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malarie e Plasmodium
knowlesi), o P. vivax € a espécie que apresenta maior distribuicdo mundial, sendo
responsavel por mais de 50% dos casos humanos diagnosticados fora da Africa(Carter and
Mendis 2002; Mendis et al. 2001). No Brasil, P.vivax é responsavel por mais de 80% dos
casos de malaria (Oliveira-Ferreira et al. 2010) e, apesar de P.falciparum causar as formas
mais graves da doenca, P. vivax provoca maior morbidade, visto que os pacientes podem
ter varias recaidas devido a formas latentes do parasito que se desenvolvem durante o seu
ciclo de vida (Carter and Mendis 2002; Hulden 2011).

No Brasil nove estados sdo endémicos para a maléaria, sendo que 49 milhdes de pessoas
estavam em areas de risco de transmissdo da doenca no ano de 2010 (figura 2), sendo
confirmados 330.000 casos, com 5.000 hospitalizagBes (13% em criangas menores de 5

anos) e 72 6bitos neste mesmo ano.

N IPA (casos/1.000 hab)
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Figura 2. Risco de transmissdo de malaria no Brasil em 2010. Fonte: Secretaria de
Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, 2011.

1.2 Ciclo biolégico

O ciclo biologico dos parasitos da malaria humana compreende duas fases: uma fase de
reproducdo sexuada em fémeas do mosquito e outra de reproducdo assexuada que se

desenvolve no hospedeiro vertebrado (figura 2). A transmissdo da malaria ao hospedeiro
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vertebrado ocorre durante o repasto sanguineo do vetor, onde 0s esporozoitos presentes
nas glandulas salivares do anofelino s&o depositados no tecido subcutaneo do hospedeiro,
podendo ai permanecer por varias horas até encontrar um vaso sanguineo (Yamauchi et al.
2007). Apos atingirem o sistema circulatério estes esporozoitos migram para o figado onde
infectam os hepatdcitos. Este processo resulta na formacgao de um vacuolo parasitéforo bem
delimitado onde os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos que, apds sucessivas
divisdes por esquizogonia, formam os esquizontes. Apds alguns dias, os esquizontes
maduros liberam 0os merozoitos por um processo de brotamento de vesiculas denominadas
merosomos (Amino et al. 2006a; Amino et al. 2006b). Os merosomos, repletos de parasitos,
desprendem-se dos hepatécitos infectados para o limen dos capilares sinuséides do figado
(Sturm et al. 2006), onde finalmente os merozoitos séo liberados e invadem os eritrécitos,
dando inicio a fase sanguinea da doenca. Nas infec¢fes provocadas por P. vivax séo
geradas formas infectantes latentes, os hipnozoitos, que tornam-se reservatérios do parasito
no organismo infectado, sendo responsaveis pelas recorrentes recaidas da doenca (Carter
and Mendis 2002; Hulden 2011). Cada merozoito invade um eritr6cito e se divide
mitoticamente para formar um esquizonte eritrocitico (Wykes et al. 2011), o qual pode conter
dezenas de merozoitos-filhos aptos a infectar novos eritrcitos. Este ciclo de sucessivas
invasdes de novos eritrocitos pelos merozoitos-filhos liberados pelos eritrcitos infectados é
o responsavel pelas manifestacées clinicas da doenca.. Apos algumas geracdes de
desenvolvimento de merozoitos sanguineos, alguns parasitos sofrem diferenciagdo em
estagios sexuais, dando origem aos gametdcitos masculino e feminino, os quais seréo
ingeridos pelo mosquito vetor durante o repasto sanguineo, dando continuidade ao ciclo do
parasito no aparelho digestivo do mosquito (Choe et al. 2005), onde os gametas masculino e
feminino se fundem para formar um zigoto moével denominado oocineto, que atravessa a
parede intestinal do mosquito e se aloja na membrana basal, desenvolvendo-se em oocisto.
No interior do oocisto ocorre diferenciacdo e diviséo celular, culminando com a producéo de
esporozoitos, os quais sado liberados na hemocele, onde parte deles migrara para as
glandulas salivares do mosquito para dar inicio a um novo ciclo no hospedeiro vertebrado a

partir de nova picada.



O mosquito inocula esporozoitos
durante o repasto sanguineo nos
humanos
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Figura 3. Ciclo de vida do Plasmodium. Os esporozoitos presentes nas glandulas
salivares do mosquito sdo depositados no tecido subcutaneo do hospedeiro, atingindo
depois o sistema circulatorio, migrando para o figado e infectando os hepatécitos, onde se
diferenciam em trofozoitos, formando esquizontes. ApOs alguns dias, os esquizontes
maduros liberam os merozoitos para o limen dos capilares sinuséides, onde invadem os
eritrécitos, dando inicio a fase sanguinea da doenca. Apds algumas geracbes de
desenvolvimento de merozoitos sanguineos, alguns parasitos sofrem diferenciacao, dando
origem aos gametdcitos masculino e feminino, os quais serdo ingeridos pelo mosquito vetor
durante o repasto sanguineo, dando continuidade ao ciclo do parasito no aparelho digestivo
do mosquito, onde estes gametas se fundem para formar um zigoto mével denominado
oocineto, que atravessa a parede intestinal do mosquito e se aloja na membrana basal,
desenvolvendo-se em oocisto,dentro do qual ocorre diferenciacdo e divisdo celular,
culminando com a produgédo de esporozoitos, os quais sdo liberados na hemocele, onde
parte deles migrara para as glandulas salivares do mosquito para dar inicio a um novo ciclo.
Modificado de Greenwood et al. 2008.



1.3 Principais antigenos vacinais

A procura por uma vacina efetiva no combate a malaria mobiliza a comunidade cientifica ha
muitos anos, sendo que desde o inicio do século passado ja vém sendo conduzidos estudos
com roedores e aves. Contudo, 0 mais significante avanco nesta area ocorreu ha década de
1960, quando Nussenzweig e colaboradores (Nussenzweig et al. 1967) conseguiram
estimular imunidade efetiva em roedores apds a inoculacdo de esporozoitos irradiados.
Estudos subsequentes identificaram a proteina circunsporozoita (CSP), uma proteina de
superficie do esporozoito, como um importante alvo para anticorpos (Aikawa et al. 1981,
Kumar et al. 2006; Yoshida et al. 1980; Yoshida et al. 1981). Nos anos 1970, Clyde e
colaboradores demonstraram em humanos que era possivel obter protecao contra infecgcéo
ap6s multiplas inoculac6es de esporozoitos irradiados (Clyde 1975). A partir da década de
1980, o principal foco passou a ser a identificac@o de diferentes antigenos de superficie do
esporozoito como potenciais alvos vacinais (Nussenzweig and Long 1994), visto que a
utilizacdo de esporozoitos irradiados € inviavel para a producdo de uma vacina em larga
escala.

As principais caracteristicas desejaveis em uma vacina contra malaria devem incluir um bom
perfil de segurancga juntamente com uma alta eficacia contra a infec¢éo e a doenca.

Embora grandes esfor¢cos tenham sido dedicados a encontrar uma vacina contra P.
falciparum, o qual é responséavel pela forma mais grave da doenga, ha um crescente
interesse em desenvolver uma vacina contra P. vivax, o plasmodio de maior distribuicdo
mundial. Porém, ha poucos alvos vacinais potenciais identificados para esta espécie,
quando comparada a P. falciparum, sendo os principais: proteina CS, SSD2(P), DBP,
MSD1(P), AMAL, D2(P)5 e D2(P)8. No momento existem muitos testes pré-clinicos sendo
realizados com proteinas de P. vivax, porém poucos chegaram a fase | dos ensaios clinicos,
sendo 0 mais adiantado o de uma candidata a vacina baseada na proteina CS com o
adjuvante ASO1B (Garcia-Basteiro et al. 2012). A figura 3 destaca alguns dos antigenos do
parasito utilizados em estudos de vacinas de subunidades até o momento, onde cada
estagio da doenca apresenta antigenos especificos, sendo que alguns deles também séo

espécie-especificos.

Michon e colaboradores (2000) verificaram que a populacdo de areas endémicas para
malaria vivax adquire anticorpos capazes de bloquear a ligacdo da proteina DBP do parasito
ao seu receptor na superficie dos eritrdcitos, inviabilizando a continuidade do ciclo da
doenca no hospedeiro. O presente estudo baseia-se em duas variantes polimorficas da

proteina de ligacdo ao antigeno Duffy (DBP) do P. vivax, utilizando-as em formulacdes



contendo apenas uma delas ou as duas variantes juntas. Estas formulacfes propostas
também sdo comparadas a formulagfes contendo estas duas variantes juntamente com as
proteinas AMA-1 (antigeno da membrana apical) e MSP-1 (proteina de superficie do

merozoito).
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Figura 4. Alguns antigenos candidatos a vacinas contra a malaria presentes nos
estagios pré-eritrocitico, sanguineo e sexual do desenvolvimento do parasito. A
proteina de ligacdo ao antigeno Duffy do P. vivax, alvo deste estudo, encontra-se destacada
em vermelho. Modificado de Dubovsky et al (2002).

1.4 A proteina DBP (Duffy Binding Protein)

Para que o merozoito invada o eritrécito sdo necessarias interacdes especificas envolvendo
proteinas do parasito e receptores presentes na superficie da célula hospedeira (Adams et
al. 1992; Gaur et al. 2004; VanBuskirk et al. 2004). Na infec¢do provocada pelo P. vivax
essa invasao é mediada principalmente pela interacdo entre a proteina de ligacdo ao
antigeno Duffy (Duffy Binding Protein - PvDBP) e seu receptor na superficie dos eritrécitos
Duffy-positivos, (Adams et al. 1992; Carter and Mendis 2002). O receptor para antigeno
Duffy dos eritrocitos também é conhecido como receptor DARC para quimiocinas (DARC,
Duffy Antigen/Receptor for Chemokines). DARC é uma proteina transmembrana com sete
dominios que se liga a véarias quimiocinas inflamatoérias, provavelmente retirando-as do
sangue (Choe et al. 2005).



A PvDBP é uma proteina de 140 kDa pertencente a uma familia denominada DBL (Duffy
Binding Like) de proteinas de ligacdo ao eritrocito (EBP-Erythrocyte Binding Proteins),
localizada nos micronemas dos merozoitos. Essa superfamilia de proteinas DBL-EBP
possui como principal caracteristica duas regibes conservadas ricas em cisteina, um
dominio aminoterminal (regido Il), j& identificado como a principal regido de interacdo entre a
proteina e o receptor DARC dos eritrocitos, e um dominio carboxiterminal (regido VI). Os
sitios de ligacdo mais importantes da PvDBPII estdo localizados huma sequéncia de 170
aminoacidos compreendida entre as cisteinas 4 e 7 (figura 5). Embora os residuos de
cisteina sejam conservados nessa regido, outros aminoacidos demonstraram ser altamente
polimérficos, 0 que parece alterar o reconhecimento da DBP pelo sistema imune, sem
alterar sua capacidade de ligagdo ao receptor DARC dos eritrocitos (Gosi et al. 2008;
VanBuskirk et al. 2004).

M-terminal C-terminal

aa206 aas30

C4 c7

Figura 5. Representacdo esqueméatica da estrutura e dominios da DBP. Ha seis
dominios extracelulares e uma sétima regido que consiste de um dominio transmembrana e
um citoplasmatico. O sitio de reconhecimento pelo receptor DARC encontra-se na regiéo I,
entre as cisteinas C4 e C7. Baseado em VanBuskirk et al. (2004).

Alguns desses residuos polimérficos ocorrem frequentemente em associagao,
particularmente os residuos 417, 437 e 503, como descrito por Sousa e colaboradores
(2006) ao estudar os polimorfismos da PvDBP na regido Amazonica brasileira, sugerindo
gue eles possam ser um epitopo descontinuo na DBP, demonstrando ser o principal alvo
para a atuacdo de anticorpos. No estudo de Sousa e colaboradores (2006) da é&rea
endémica brasileira, as trés sequéncias polimérficas encontradas foram denominadas a
partir do estado de origem dos pacientes: AM, MT e PA (figura 6). Essas regides foram
identificadas pela Dra. Tais Nébrega de Sousa do Laboratério de Malaria do Instituto de
Pesquisas René-Rachou (Belo Horizonte) e utilizadas por nosso grupo para dar inicio a esse
estudo (Casteluber 2010).



A sequéncia de aminodacidos referente ao polimorfismo AM difere de PA apenas no
aminoacido 503 e ndo apresenta homologia com MT em nenhuma das trés posi¢cfes (417,
437 e 503), ndo parecendo ser relevante para a constru¢cdo de uma vacina. Portanto, nossos
estudos priorizaram os polimorfismos MT e PA devido a sua variagdo em conjunto e
possivel complementaridade, que parece ser mais importante para a formacao de epitopos,
fazendo da PvDBPII um alvo vacinal extremamente promissor, visto que estudos anteriores
utilizando esta regido da DBP (porém sem especificidade quanto a variacdes polimaorficas)

demonstraram producao de anticorpos funcionais (Yazdani et al. 2004b).
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Figura 6: Representacdo dos polimorfismos encontrados nos pacientes da area
endémica brasileira. Sal-l: Sequéncia utilizada como padrdo para os estudos de
polimorfismo. PA: amostra do soro de paciente do estado do Par4. MT: Amostra do paciente
do estado do Mato Grosso. AM: amostra do soro de paciente do estado do Amazonas que
difere dos outros dois soros apenas no residuo 503 (Ultimo aminoacido polimérfico). Em azul
estdo apontados os polimorfismos descritos em comparagdo a Sal-l. Retirado de Casteluber
(2010).

1.5 Adenovirus como vetores vacinais

No presente estudo, além das proteinas purificadas, também foram utilizados adenovirus
humanos do tipo 5 (HAd5) recombinantes ndo replicativos, os quais expressam os dois
polimorfismos da proteina DBP do Plasmodium vivax (AdDBPII-MT e AdDBPII-PA) e HAd5
recombinante expressando proteinas de citomegalovirus (AdCMV) como controle negativo.
Os adenovirus humanos sdo capazes de estimular eficientemente a resposta imune e
induzir a formagéo de células de memoria, sendo o HAd5 considerado o mais imunogénico
(Schagen et al. 2004). Além disso, 0s vetores adenovirais induzem tanto a resposta imune
inata como a resposta imune adaptativa em hospedeiros mamiferos, tornando-se com isso

ferramentas bastante atraentes para uso em vacinas (Bangari and Mittal 2006).

Em seu trabalho de doutorado, a Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber conseguiu os
melhores resultados utilizando um protocolo prime-boost quando utilizou adenovirus
humanos tipo 5 recombinantes ndo replicativos na terceira dose (segundo refor¢co) vacinal
(Casteluber 2010).

1.6 Adjuvantes vacinais

Os adjuvantes vacinais sdo substancias que podem alterar a entrega do antigeno vacinal ou
atuar como imunopotenciadores, influenciando tanto a qualidade quanto a quantidade da
resposta imune adaptativa. Durante décadas o Unico adjuvante vacinal aprovado para uso
humano foi o Alum e hoje em dia ainda existem poucos adjuvantes licenciados para 0 uso
em humanos. MF59, uma emulséo 6leo em agua, e monofosforil lipideo A (MPLA), presente
no sistema adjuvante ASO4, estdo entre os adjuvantes vacinais recentemente licenciados
(tabela 1). Algumas outras formulacfes estdo sendo testadas em estudos clinicos e espera-
se que em breve sejam aprovadas para uso em humanos (Coffman et al. 2010; Miyaiji et al.
2011).
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Tabela 1. Adjuvantes licenciados até o momento para uso humano (Miyaji et al. 2011)

Adjuvante Componente ativo Uso em vacinas
Alum Saisde aluminio Diversas
MF59 Esqualeno em emulsdo éleo/dgua Gripe sazonal e pandémica
ASO3 Esqualeno em emulsdo éleo/dgua + a-tocoferol Gripe pandémica
ASO4 MPL+Alum HBV, HPV

MPL: monofosforil lipideo A; HBV: virus da hepatite B; HPV: papiloma virus humano.

MONTANIDE ISA 720 é um adjuvante vacinal composto de um 6leo metabolizavel e um
sistema surfactante desenhado para fazer uma emulsdo agua em 6leo. Ele tem sido
utilizado desde 1992 em mais de 50 estudos clinicos relacionados a vacinas terapéuticas
contra varias doencas como malaria e cancer. Estudos pré-clinicos com macacos do género
Aotus, utilizando o adjuvante Montanide ISA 720 e fracBes da proteina CS de P. vivax
demonstraram boa seguranca e tolerabilidade, com bons resultados também quanto a sua

antigenicidade e imunogenicidade (Arevalo-Herrera et al. 2011).

1.7 Protocolos prime-boost (dose-refor¢o) heterélogos

A estratégia béasica dos protocolos prime-boost heterdlogos consiste em estimular o sistema
imune com uma primeira dose (prime) do antigeno alvo conjugada a um vetor e entéo
seletivamente o re-estimular com a readministragdo (boost) do antigeno conjugado a um
segundo vetor antigenicamente distinto do primeiro (figura 4). Esta estratégia de vacinacao,
descrita pela primeira vez em 1993 (Li et al. 1993), costuma atingir maiores niveis de
imunidade do que protocolos de dose Unica ou de prime-boost homdlogo, pois os principais
mecanismos de inducdo da resposta imune de cada imundégeno podem ser complementares
elou sinergisticos (Almeida and Bruna-Romero 2011). Enquanto as primeiras estratégias de
prime-boost eram meramente aditivas, as novas estratégias (geralmente envolvendo boost
com poxvirus ou adenovirus) potencializam o efeito sinérgico. Esse efeito no aumento da
imunidade ao antigeno alvo é refletido no aumento de células T antigeno-especificas,
enriquecimento seletivo das células T de alta avidez e aumento na eficicia contra o
patégeno (Woodland 2004). A ordem de inoculacdo das formulacGes também parece
influenciar a resposta (Lu 2009) e a razao complementaridade/sinergismo também pode ser
diferente para cada vetor viral e adjuvante vacinal em questdo, dependendo das

caracteristicas associadas a cada um deles (Almeida and Bruna-Romero 2011).
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Figura 7: Principais eventos relacionados a aquisi¢do de imunidade quando utiliza-se
um protocolo prime-boost heter6logo. Resumo dos eventos relacionados ao
desenvolvimento da imunidade adquirida através dos mecanismos de apresentacdo e
processamento de antigenos apds a administracdo de uma vacina proteina em adjuvante ou
com vetor viral recombinante. Como pode ser observado, 0s principais mecanismos
induzidos por cada imundgeno podem ser complementares e/ou sinergisticos. Ac: anticorpo;
APC: célula apresentadora de antigeno; IFNy: interferon gama; MHC: complexo de
histocompatibilidade principal; TCR: receptor de células T. Adaptado de Almeida and Bruna-
Romero (2011).
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Relevancia e Justificativa da Realizac&o do Projeto

z

A malaria € uma doenca parasitaria que provoca muitas perdas econbmicas e humanas
devido a morbidade e a mortalidade da doenca, visto que praticamente metade da
populagdo mundial encontra-se sob risco de contrair esta doenga, sendo que a grande
maioria das mortes ocorre em criancas menores de 5 anos de idade. Ainda que esta seja
uma doenga para a qual existe tratamento disponivel, seu controle mostra-se dificil devido a
crescente resisténcia tanto do mosquito vetor aos inseticidas quanto do plasmodio aos

medicamentos disponiveis para o tratamento.

Ao longo das ultimas décadas, muitos estudos vém sendo realizados com a finalidade de se
criar uma vacina eficaz contra esta doenca, porém a maior parte deles voltada ao
Plasmodium falciparum, o qual é responsavel pelas formas mais graves de malaria, bem
como pela grande maioria dos 6bitos provocados pela mesma. Contudo, a alta morbidade e
as frequentes recidivas da malaria provocada pelo Plasmodium vivax, bem como a recente
descricdo de mortes provocadas por esta espécie, vem aumentando o interesse e a
necessidade de se desenvolver uma vacina que proteja contra este parasito, visto que é a

espécie mais prevalente fora da Africa, em especial no Brasil.

Devido a importancia da proteina DBP para a invasdo dos eritrécitos pelo P. vivax e seu
consequente desenvolvimento no organismo do hospedeiro, esta proteina, em especial a
sua regiao ll, torna-se um alvo bastante promissor para o desenvolvimento de uma vacina

gue impeca a infec¢ao pelo parasito.

Pesquisas realizadas por nosso grupo mostraram resultados extremamente promissores
nesse sentido, conseguindo alcancar elevados indices de imunidade em animais
experimentais utilizando polimorfismos diferentes da proteina DBP de Plasmodium vivax em
estudos preliminares, demonstrando efetividade na producdo de anticorpos quando
administrada uma vacina contendo as duas variantes polimoérficas da PvDBPIlI (MT e PA)

tanto de forma isolada quanto em conjunto e/ou associadas a outras proteinas.

Somando-se a isso, a utilizagdo do adenovirus humano tipo 5 como vetor vacinal vem se
mostrando segura e altamente eficaz na inducdo de resposta imune, bem como o adjuvante
montanide ISA 720 vem demonstrando a capacidade de estimular fortemente o sistema

imune, apresentando seguranca e tolerabilidade.
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Objetivos

1.8 Objetivo geral

Avaliar os polimorfismos MT e PA da DBP (Duffy-Binding Protein) de Plasmodium vivax
quanto a sua capacidade de gerar resposta imune quando administrados sob a forma de

vacina, isoladamente ou como parte de uma formulagdo multipla.

1.9 Objetivos especificos

1. Vacinar duas linhagens de animais experimentais (Swiss e BALB/c) com cada uma
das variagfes polimorficas MT e PA da DBP isoladamente e em conjunto, utilizando

0 adjuvante montanide ISA 720.
2. Avaliar a resposta humoral através da dosagem de anticorpos.

3. Avaliar a funcionalidade da resposta obtida por meio de teste de inibicdo da ligagédo

ao eritrocito.
4. Comparar a resposta obtida neste estudo com o uso do adjuvante montanide ISA

720 com as respostas obtidas em um estudo prévio de nosso grupo utilizando os

adjuvantes MPLA e Alum em conjunto.
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Metodologia

1.10 Clonagem e expressao das sequéncias polimérficas de PvDBPII

As sequéncias utilizadas neste estudo foram amostras de DNA purificadas do sangue de
pacientes de areas endémicas brasileiras, gentiimente cedidas pelo Laboratério de Malaria
do Instituto de Pesquisas René-Rachou, Fundacao Oswaldo Cruz. As amostras de PvDBPII-
MT e PA englobam todos os polimorfismos encontrados na regido endémica brasileira,
segundo estudo de Souza e colaboradores (2006). A clonagem e a expressdo das
sequéncias polimérficas foram realizadas pela Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber

durante seu trabalho de doutorado em nosso laboratério.

As sequéncias de DNA de PvDBPII-MT e PvDBPII-PA foram amplificadas e clonadas no
plasmideo de transferéncia pAdCMV-link-1 para a construcdo dos adenovirus
recombinantes (figura 7). Estes plasmideos contendo as sequéncias inseridas (pAdCMV-
link-1-PvDBPII-MT e pAdCMV-link-1-PvDBPII-PA) foram co-transfectados com pJM17
(plasmideo que contém o genoma do adenovirus com as regides E1 e E3 deletadas) em
céluas HEK 293 e, apo6s cerca de 15 dias, foi observado um efeito citopéatico, demonstrando
gue os adenovirus recombinantes produzidos foram capazes de infectar as células. As
células infectadas com os adenovirus foram entdo testadas através de RT-PCR quanto a
sua capacidade de transcrever os genes de PvDBPIl. Para a expressdo das proteinas
PvDBPII-MT e PvDBPII-PA por bactérias E. coli M15, as sequéncias amplificadas foram
clonadas no plasmideo pQE32 e os clones de cada sequéncia obtidos foram induzidos com
IPTG e as proteinas produzidas foram purificadas em coluna de quelato de niquel sob

condi¢cbes desnaturantes.
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Figura 8: Representacdo esquematica da estratégia de clonagem da PvDBPIlI usada
neste estudo. Estratégia de clonagem para a constru¢do dos adenovirus recombinantes e
de E. coli expressando PvDBPII-MT e PvDBPII-PA. (A) O plasmideo de transferéncia
utilizado para a construgdo dos adenovirus recombinantes foi pAdCMV. Este plasmideo
possui regides do genoma do adenovirus humano sorotipo 5, um forte promotor de
citomegalovirus e uma cauda de poliadenilacdo do virus simio SV40. Este plasmideo,
adicionado a pJM17, foi transfectado em células HEK 293 (Human Kidney Embrionary cells)
e os adenovirus produzidos foram testados e purificados para as imunizacdes. (B) Para a
construcdo de E. coli M15 expressando PvDBPII, as sequéncias foram clonadas no
plasmideo pQE32. Apés este processo, os clones foram induzidos com IPTG e as proteinas
foram purificadas para a imunizagdo dos animais. Estes procedimentos foram realizados
pela Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber em seu trabalho de doutorado.
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1.11 Estratégia de clonagem para a construcdo dos adenovirus recombinantes
expressando PvDBPII-MT e PvDBPII-PA

Os adenovirus recombinantes expressando as proteinas PvDBPII-MT e PvDBPII-PA foram
construidos e purificados pela Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber em seu trabalho
de doutorados em nosso laboratorio.

A sequéncia nucleotidica codificando a variavel PA foi amplificada por PCR e o produto da
PCR foi clonado primeiramente no plasmideo pCR2.1TOPO (Invitrogen).. Os plasmideos
contendo os insertos foram utilizados para transformar bactérias XL-1 Blue. Nesta clonagem
originamos o pCR2.1TOPO-PvDBPII-PA, do qual a sequéncia nucleotidica de interesse
(PvDBPII-PA) foi retirada utilizando-se enzimas de restricdo e inserida no plasmideo
pcDNA3.1Hass. Esse plasmideo possui o peptideo sinal HASS e foi digerido por enzimas de

restricdo para insercdo do fragmento referente & sequéncia da PvDBPII.

Confirmada a correta insercdo da sequéncia nucleotidica codificadora da PvDBPII, o
plasmideo contendo o inserto foi novamente digerido com enzimas de restricdo para retirada
do fragmento HASS-PvDBPII-PA. A sequéncia digerida foi subclonada no plasmideo de
transferéncia adenoviral, pAdCMV-link-1. Os clones positivos encontrados foram
sequenciados e utilizados para a construcdo do adenovirus expressando a proteina
PvDBPII-PA.

No caso do paciente MT o pAdCMV-link-1 utilizado na clonagem ja possuia o peptideo sinal
HASS previamente inserido. O produto da ligacao foi utilizado para transformar E. coli-XL1
Blue e os clones positivos foram confirmados pela digestdo com enzima de restricdo. A
clonagem foi posteriormente confirmada por sequenciamento e o seu produto utilizado para

construcao dos adenovirus recombinantes expressando a proteina PvDBPII-MT.

Para a geracdo do adenovirus expressando a PvDBPIl as células HEK293 (Human
Embrionary Kidney cells) foram utilizadas, pois s@o permissivas ao crescimento de
adenovirus nao-replicativos. A geracdo dos adenovirus recombinantes ocorreu pelo
processo de co-transfeccdo de plasmideos e recombinacdo homologa. Para isso foram
utilizados os plasmideos pJM17 e o pAdCMV-link-1 contendo a PvDBPII.

O pJM17 é um plasmideo que contém o genoma do adenovirus humano tipo 5(HAd5V)

modificado por uma inser¢cdo na regido E1l. Devido a insercdo, esse genoma gera
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adenovirus incapazes de replicar ou serem carregados em um capsideo para formar uma

particula viral.

O plasmideo de transferéncia pAdCMV-link-1 utilizado na co-transfeccdo com o pJM17
possui, além de um sitio de clonagem, um cassete de expressao para células eucariotas,
flanqueado por sequéncia de homologia com o genoma do adenovirus humano tipo 5,
contendo o promotor do citomegalovirus (CMV) e uma sequéncia de poliadenilacdo do virus
simio (SV40 Poli A). A co-transfeccédo do pJM17 com o pAdCMV-link-1 que contém a porcao
5" do genoma do HAd5, com a regido E1 mutada, pode produzir virus infecciosos de forma
eficiente por recombinagdo homologa, levando & inser¢cdo do fragmento da DBP presente
no plasmideo pAdCMV-link-1.

Para realizar a RT-PCR o0 RNA das células infectadas com o adenovirus recombinante foi
extraido através do RNeasy Mini Kit (QUIAGEN) e tratado com a enzima DNAse RQ1

(Promega) conforme especificagbes do fabricante.

A analise da expressdo da PvDBPII pelos adenovirus nas células HEK 293 infectadas foi
realizada através de Western Blotting, utilizando como anticorpo primario um pool de soros
de pacientes residentes na area endémica de malaria do Brasil (municipio de Terra Nova do
Norte-MT) gentilmente cedido pelo Laboratério de Malaria do Instituto de Pesquisas René-
Rachou em Belo Horizonte-MG. Como anticorpo secundario, foi utilizado o HRP-Goat Anti-
Human IgG Conjugate (ZyMax™ Grade) da marca Zymed Laboratories. Em outro teste
também foi utilizado um pool de soros de camundongos imunizados com HAd5PvDBPII
como anticorpo primario. Como anticorpo secundario foi utilizado HRP-Goat Anti-mouse IgG
Conjugate (ZyMax™ Grade). A revelacdo foi realizada utilizando o kit ECL-Plus (Amershan

Biosciences) e filme Kodak, segundo o protocolo do fabricante.

Para a purificacdo do adenovirus recombinante, 12 garrafas de cultura celular de 150 cm?
contendo células HEK293A com cerca de 90% de confluéncia foram infectadas com HAd5-
PvDBPII-MT e HAd5-PVDBPII-PA separadamente. Ap6s 48 horas, as células se
desprendiam da monocamada e por isso foram coletadas e centrifugadas a 1500 r.p.m. e 4
°C em tubos de polipropileno com capacidade para 50 mL e o sobrenadante foi armazenado
a 4 °C. O sedimento resultante foi ressuspendido em 8 mL de Tris-HCI 0,01 M estéril e
congelado a -80 °C. O sedimento foi descongelado e purificado de acordo com o protocolo

de purificacéo viral sugerido pelo fabricante do Kit Vivaspin (VivaScience).
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ApoOs a purificagdo o adenovirus foi armazenado em tubos com capacidade para 1500 pL.
Um tubo foi separado para a titulagdo do adenovirus recombinante e foram feitas diluicdes
seriadas em meio DMEM incompleto. Aliquotas de 200 uL de cada uma das diluicdes foram
adicionadas as células HEK293A confluentes, em triplicata, a cada um dos po¢os de uma
placa de cultura de 24 pocos. Um controle apenas com células foi feito. A placa foi incubada
por uma semana a 37°C e 5% CO, Apoés esse periodo foi observada a formacéo de placas

de lise nas diluicGes e essas placas foram contadas.

1.12 Inducédo da sintese e purificacdo das proteinas expressadas em E. coli M15

As bactérias E. coli M15 transformadas para expressar as proteinas PvDBPII-MT e PvDBPII-
PA foram obtidas por nosso grupo através do trabalho da Dra. Marisa Cristina da Fonseca

Casteluber.

Para a inducdo da expressédo da PvDBPII, as células de E. coli M15 contendo a sequéncia
da proteina MT ou PA inserida no plasmideo pQE32, foram ativadas em 5mL de meio LB
liguido para expressdo da proteina recombinante. Apds atingir uma Agyp de 0,4- 0,6 foi
adicionado o reagente IPTG (isopropil-1-tio-p-D-galactosideo) 1mM para inducéo da sintese
da proteina. A cada hora foi coletado 1 mL do meio, até completar 3-4 horas de indugéo
(Figura 8). O volume coletado foi utilizado para andlise por eletroforese em gel SDS-PAGE e
Western Blot. As proteinas reconhecidas pelos anticorpos foram utilizadas para imunizar os

animais experimentais e nos testes de ligacédo ao eritrocito.

Essas proteinas expressadas em E. coli foram purificadas utilizando-se o kit His Gravi Trap
(GE Healthcare), o qual é utilizado para purificar proteinas com cauda de 6 histidinas. Sendo
assim, PvDBPII foi purificada sob condi¢des desnaturantes conforme sugerido por Yasdani e
colaboradores (2004a). Para realizar a lise bacteriana, o sedimento de 50 mL de cultura foi
ressuspenso em 8 mL de tampé&o de lise guanidina (0,2 mg/mL lizozima, 1 mM aprotinina e
guanidina 6 M) pH 7,5. Esta mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 10
minutos, em agitador orbital. O lisado obtido foi sonicado em gelo (6 pulsos de 10 segundos,
30 amperes) e centrifugado durante 30 minutos, a 6000 rpm. Este lisado bacteriano foi
adicionado a coluna para a ligacdo das proteinas e, em seguida, esta foi lavada com 10 mL
de tampao desnaturante de ligacdo. A eluicdo da proteina foi feita adicionando-se 3 mL de
tampao de eluicdo desnaturante (fornecido pelo kit) e fragbes de 1mL foram coletadas. Apds

o0 processo de purificag@o a proteina sofreu didlise contra PBS 1X a 4°C.
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Figura 9: Expressdo de PvDBPII em bactérias apds indugdo com IPTG e purificagéo
das proteinas expressadas. (A, B) Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, uma banda de 40
kDa pode ser observada. TO — cultura ndo induzida; T1-T3 — cinética de inducao com IPTG;
(A) PVDBPII-MT e (B) PvDBPII-PA. (C, D) Proteinas purificadas em colunas cromatogréficas
de afinidade, em condi¢cbes desnaturantes; (C) PvDBPII-MT purificada, (D) PvDBPII-PA
purificada. E1-E4 correspondem as quatro elui¢cdes das proteinas purificadas. A expresséo e
a purificacdo dessas proteinas foram feitas pela Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber
em seu trabalho de doutorado em nosso laboratorio.
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1.13 Caracterizacdo das proteinas em SDS-PAGE

Apbs a purificacdo as proteinas foram separadas em gel desnaturante de poliacrilamida
bifasico. As aliquotas das proteinas em tampao de amostra [20% (v/v) de glicerol; 20% (p/v)
SDS; 0,375 M Tris pH 8,8; 0,75 M de B-mercaptoetanol e 0,25 % (v/v) de azul de
bromofenol] foram aquecidas a 95°C e aplicadas no gel de poliacrilamida a 12%
(acrilamida/bisacrilamida na propor¢cédo 30: 0,8) em tampao Tris-glicina (Tris-Base 25 mM,
pH 8,3; glicina 250 mM e SDS 0,1%) e tenséo de 100 V. Para analisar o padrdo de bandas
das proteinas foi utilizado um marcador de tamanho molecular. Para a visualizacdo das
bandas, o gel foi corado durante 1 hora por Coomassie Blue [0,25% (p/v) do corante
Coomassie Blue R-250 (Sigma)]. Para descorar, o gel foi mergulhado na solugcdo 1 (40%
metanol, 10% acido acético glacial, 50% agua) durante 2 horas e transferido para a solucao
2 (10% etanol, 5% acido acético, 85% agua destilada) até a visualizacdo das bandas.
Procedimento realizado pela Dra. Marisa Cristina da Fonseca Casteluber em sua tese de
doutorado.

1.14 Vacinacao dos animais experimentais

Os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e todos os procedimentos
experimentais seguiram de acordo com as normas do CETEA (Comité de Etica e
Experimentagdo Animal — UFMG), registrado sob o nimero de protocolo 140/2005. Foram
vacinadas as linhagens de camundongos Swiss e BALB/c com as proteinas PvDBPII-MT,
PvDBPII-PA e uma combinacdo de ambas na mesma proporcdo, utilizando o adjuvante
vacinal Montanide ISA 720.

A triagem inicial foi feita com a linhagem Swiss e ap0s resultados preliminares foi avaliada
também a linhagem BALB/c. Para ambas as linhagens foram utilizados camundongos com
6-8 semanas de vida, o adjuvante Montanide ISA 720 e os polimorfismos MT e PA da
PvDBPII.

Os protocolos de vacinacéo utilizados foram de dose-reforco (prime-boost), sendo a primeira
e a segunda dose de proteina (D1) € D2)) e um refor¢o de adenovirus (D3(ag). Os animais
foram imunizados por via subcutdnea na base da cauda, com 100ul da vacina ou

adenovirus, sendo administrados 50ul de cada lado da cauda.

Para a linhagem Swiss foram utilizados 5ug de proteina nas duas primeiras doses vacinais,

seguindo o protocolo de imunizacdo estabelecido em estudo anterior envolvendo as
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proteinas AMA-1, MSP-1, DBP-MT e DBP-PA, onde ficou evidenciado que esta
concentragao proteica era suficiente para sensibilizar o sistema imune dos camundongos
experimentais. Para a linhagem BALB/c foram utilizados 20ug de proteina nas duas
primeiras doses vacinais, seguindo o protocolo de imunizacdo de estudo prévio da Dra.
Marisa Casteluber, onde iniciou-se o0 estudo do sinergismo vacinal das variantes
polimérficas utilizadas no presente trabalho, a fim de que estes resultados pudessem ser
comparados aos resultados anteriores, visto que foi utilizada a mesma linhagem de

camundongos.

1.14.1 Esquema vacinal da linhagem Swiss

O protocolo de imunizagéo utilizado para esta linhagem foi do tipo dose-refor¢co, com uma
dose inicial (D1)) e dois reforgos (D2p) € D3g). Os animais foram divididos em quatro
grupos de cinco animais cada, sendo que 0 grupo controle recebeu apenas adjuvante
Montanide emulsificado com PBS 1X na primeira e na segunda dose e ACMV na terceira.
Os outros grupos receberam as proteinas PvDBPII-MT, PvDBPII-PA e PvDBPII-
MT+PvDBPII-PA emulsificadas com Montanide nas primeiras duas doses e 0s adenovirus
correspondentes (AdPvDBPII-MT, AdPvDBPII-PA e AdPvDBPII-MT+AdPvDBPII-PA) na

terceira.
A imunizacdo foi realizada a uma concentracdo de 70% adjuvante + 30% proteina, como
mostra a tabela 2 para D1p) e D2, € 1x10° pfu de adenovirus para D3g, COMo mostra a

tabela 3.

Tabela 2. Camundongos linhagem Swiss — D1 e D2,

Grupo Montanide PvDBPII-MT PvDBPII-PA PBS 1X
Controle 70l - - 30ul
DBP-MT 70l 5ug - qsp 100l
DBP-PA 70l - 5ug qsp 100l
DBP-MT + DBP-PA 70 ul 2.5ug 2.5ug gsp 100 pl

Tabela 3. Camundongos linhagem Swiss — D3q)

Grupo AdCMV AdPvDBPII-MT  AdPvDBPII-PA PBS 1X
Controle 1x10% pfu - - qsp 100l
DBP-MT - 1x10%pfu - qsp 100l
DBP-PA - - 1x10%pfu qsp 100l

DBP-MT + DBP-PA - 0,5x10% pfu 0,5x10%pfu gsp 100 pl
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1.14.2 Esquema vacinal da linhagem BALB/c

O protocolo de imunizacdo utilizado para esta linhagem foi do tipo dose-reforco, com uma

dose inicial (D14)) e dois reforgos (D2p) € D3(ag). Os animais foram divididos em quatro

grupos de cinco animais cada, sendo que 0 grupo controle recebeu apenas adjuvante

Montanide emulsificado com PBS 1X na primeira e na segunda dose e ADCMV na terceira.

Os outros grupos receberam as proteinas PvDBPII-MT, PvDBPII-PA e PvDBPII-

MT+PvDBPII-PA emulsificadas com Montanide nas primeiras duas doses e 0s adenovirus
correspondentes (AdPvDBPII-MT, AdPvDBPII-PA e AdPvDBPII-MT+AdPvDBPII-PA) na

terceira, como mostram as tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Camundongos linhagem BALB/c — D1 e D2,

Grupo Montanide PvDBPII-MT PvDBPII-PA PBS 1X
Controle 70l - - 30ul
DBP-MT 70l 20 g - qsp 100l
DBP-PA 70l - 20 g qsp 100l
DBP-MT + DBP-PA 70 ul 10 ug 10 ug gsp 100 pl
Tabela 5. Camundongos linhagem BALB/c — D3ag)

Grupo AdCMV AdPvDBPII-MT  AdPvDBPII-PA PBS 1X
Controle 1x10% pfu - - qsp 100l
DBP-MT - 1x10%pfu - qsp 100l
DBP-PA - - 1x10%pfu qsp 100l

DBP-MT + DBP-PA - 0,5x10% pfu 0,5x10%pfu gsp 100 pl
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1.15 Avaliacdo da respostaimune

1.15.1 ELISA para andlise dos anticorpos produzidos

As respostas imunes induzidas pelas vacinacbes foram analisadas por ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), onde foram pesquisados anticorpos IgG especificos para os
antigenos vacinais no soro retirado dos camundongos imunizados. Neste teste, cada poc¢o
das placas de 96 pocos foi sensibilizado com 0,5ug de PvDBPII purificada. Foram utilizadas
placas com trés sensibilizacdes diferentes: 0,5ug de DBP-MT, 0,5ug de DBP-PA e 0,25ug
de DBP-MT + 0,25ug de DBP-PA. O soro dos camundongos foi utilizado como anticorpo
primario, diluido a partir da concentragdo de 1:200. Como anticorpo secundario foi utilizado
Rabbit anti-mouse IgG (H+L) conjugado a peroxidase (Invitrogen), diluido a uma
concentracao de 1:10000. A revelagéo foi feita com Tetrametilbenzidina (TMB single solution

ready to use - Invitrogen) e a leitura realizada a 450 nm.

1.15.2 Inibicdo daligacéo ao eritrocito

Teste in vitro para avaliar a inibicdo da ligacdo da PvDBPII aos eritrocitos. Objetiva verificar
se 0s anticorpos induzidos apds a imunizacdo sdo capazes de bloquear a ligacdo aos
eritrocitos. Neste experimento foram utilizadas células denominadas COS-7, uma linhagem
estavel de células de rim de macaco verde africano (Fraser et al. 2001). Essas células foram
distribuidas nos pogos de uma placa de cultura de seis pogos a uma concentracdo de 2x10°
céls/poco e incubadas (37°C, 5% CO,) por 12-14 horas. Para transfectar as células COS-7
foi utilizado o plasmideo recombinante pEGFP-Sal-I (gentilmente cedido pela Pesquisadora
Luzia Helena de Carvalho do Laboratério de Malaria do Instituto de Pesquisas René-Rachou
- FIOCRUZ/BH), o qual expressa a proteina verde fluorescente intracelular (GFP) e a
PvDBPII-Sal-l na superficie celular. Esta ultima é homologa a PvDBPII utilizada neste
estudo. Como controle negativo foi utilizado o plasmideo pEGFP vazio, transfectado em
outros dois pocos da placa. No protocolo de transfeccédo foi utilizado 2ug de DNA plasmidial
em cada poc¢o de transfeccao. O teste de ligacdo ao eritrécito foi feito 48 horas apos a
transfeccédo (Ceravolo et al. 2008). Para isso 0 soro dos camundongos imunizados com
PvDBPII foi diluido na concentracdo de 1:40. As placas foram lavadas 3 vezes com meio
DMEM incompleto. O soro dos camundongos, ja diluido, foi adicionado para um volume final
de 1 mL em cada um dos pocos das placas, as quais foram previamente incubadas a 37°C,
5% CO, durante uma hora. Apdés a incubacgdo foram adicionados 200 pl de eritrécitos Duffy-
positivos a 10% em DMEM sem soro, previamente lavados com meio DMEM, nos seis
pocos de cada uma das placas, as quais foram novamente incubadas a temperatura

ambiente por 2 horas para a adesdo dos eritrocitos a monocamada celular. Os eritrécitos
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ndo-aderidos foram removidos lavando-se as células COS-7 com PBS 1X, pH 7,4 por 5
vezes. Adicionou-se 2 mL de PBS 1X em cada poc¢o da placa. As células COS-7 com o0s
eritrocitos aderidos (rosetas) foram contadas em microscépio invertido de fluorescéncia e
foram consideradas positivas as células que possuiam mais de 50% da sua superficie
coberta de eritrocitos.

1.16 Estudo comparativo da imunogenicidade dos polimorfismos da PvDBP, em
formulacdes isoladas/associadas e em formula¢g8es multi-antigenos

Os resultados obtidos neste estudo foram comparados a alguns resultados de um estudo
anterior realizado por nosso grupo, onde a linhagem de camundongos BALB/c foi imunizada
com uma mistura de quatro proteinas (PvDBPII-MT + PvDBPII-PA + AMA-1 + MSP-1),
utilizando os adjuvantes montanide ISA 720 e a mistura dos adjuvantes MPLA+Alum, e com
um reforgo utilizando os quatro adenovirus correspondentes (AdPvDBPII-MT + AdPVDBPII-
PA + AdAMA-1 + AdMSP-1).

No estudo utilizando as quatro proteinas, cada camunddongo recebeu 5ug de cada uma das
proteinas em estudo, totalizando uma concentracdo total de 20ug de proteina por dose
vacinal na primeira dose (D1 )) e no primeiro reforgo (D2 ), 30 dias apos D1 ) Sessenta
dias apos D1p), 0s camundongos receberam um segundo refor¢o vacinal com adenovirus
humano do tipo 5 expressando cada uma das proteinas na concentracdo de 1x10® pfu de
cada adenovirus por animal. Os adjuvantes vacinais foram utilizados em D1y e D2), na
concentragdo de 70% de montanide ISA 720 por dose vacinal no grupo montanide e na
concentracéo de 60% de Alum + 5% de MPL-A por dose vacinal no grupo MPL-A+Alum.

Para a deteccdo de anticorpos com ensaio de ELISA, as placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com uma mistura das quatro proteinas em estudo, na concentracao de
0,125ug de cada uma delas, totalizando 0,5ug de proteina total por poco.

Foram utilizados os resultados dos titulos de IgG total deste estudo envolvendo as quatro
proteinas para comparacdo com o presente estudo, e o soro dos camundongos imunizados

foi utilizado para o ensaio de inibicdo da ligacéo ao eritrocito.
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Resultados

1.17 Avaliagcéo da respostaimune

1.17.1 Analise da resposta humoral apds imunizacdo com os candidatos vacinais

Os resultados a seguir mostram que soros obtidos de duas linhagens de camundongos
imunizadas apresentaram reatividade intensa contra as proteinas utilizadas nas inoculacoes.
Estes resultados sdo mostrados na figura 9 para a linhagem Swiss (outbread) e nas figuras
10,11,12 e 13 para a linhagem BALB/c (isogénica). O soro dos animais de cada grupo foi
testado em placas com trés sensibilizagcdes diferentes: uma placa sensibilizada com a
proteina PvDBPII-MT, uma placa sensibilizada com PvDBPII-PA e outra com ambas na

mesma proporgao.

1.17.1.1 Linhagem Swiss

Na linhagem Swiss as melhores dosagens de IgG foram obtidas com as placas
sensibilizadas com as duas variantes polimérficas em conjunto. O grupo que recebeu
somente PvDBPII-MT demonstrou melhor resposta de anticorpos do que 0s outros grupos
vacinais em todas as doses, exceto 6 meses depois de D3 (figura 9). Quinze dias apos
D1 0s camundongos que receberam PvDBPII-MT atingiram titulos de anticorpos de 6400 e
15 dias ap6s D2y todos os grupos tiveram titulos de 51200. Quinze dias apds D3q), 0S
camundongos imunizados com PvDBPII-MT atingiram titulos de 204800 engquanto 0s outros
grupos apresentaram metade disso. Seis meses ap0s D3(q), 0S camundongos imunizados
com PvDBPII-PA e com PvDBPII-MT e PvDBPII-PA juntas obtiveram titulos de 102400 e os
camundongos imunizados com PvDBPII-MT, 51200. O grupo controle (recebeu PBS
emulsificado com adjuvante em D1y, e D2, e AACMV em D3,q) obteve os titulos de 200
em D1, 800 em D2p) e 1600 em D3(q. Seis meses apds D3g O titulo de anticorpos

manteve-se em 1600. Um resumo dessas dosagens pode ser visto na tabela 6.
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Figura 10. Imunogenicidade dos polimorfismos da PvDBPIl em camundongos
Swiss. Dosagem de anticorpos IgG: (A)15 dias apds D1 (B) 15 dias apos D2). (C) 15 dias
apos D3(q) e (D) 6 meses apos D3ag). O grupo controle foi imunizado com PBS e montanide
em D1p) e D2p) e com AAdCMV em D3ag. O grupo DBP-MT foi imunizado com os antigenos
vacinais administrados sob a forma de proteina recombinante PvDBPII-MT em D1 e D2 ),
e com o vetor adenoviral humano tipo 5 AdDBPII-MT em D3(q. O grupo DBP-PA foi
imunizado com proteina recombinante PvDBPII-PA em Dlg) e D2g, € com o vetor
adenoviral humano tipo 5 AdDBPII-PA em D3q. O grupo DBP-MT+DBP-PA foi imunizado
com as proteinas recombinantes PvDBPII-MT e PvDBPII-PA juntas em D1g) € D2, € com
os vetores adenovirais humanos tipo 5 AdDBPII-MT e AdDBPII-PA em D3 nq). D1): primeira
dose vacinal com proteina recombinante. D2): segunda dose vacinal utilizando proteina
recombinante. D3q): terceira dose vacinal, com adenovirus recombinante. Todas as
dosagens foram feitas em placas sensibilizadas com as proteinas PvDBPII-MT e PvDBPII-
PA em conjunto.
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Tabela 6: Resumo dos titulos de IgG total em camundongos da linhagem Swiss

em placas sensibilizadas com as duas variantes polimorficas

Titulo de Ac/Dose vacinal

Grupo
D1, D2, D3 44 D3,y (6 meses)
Controle 200 300 1600 1600
DBP-MT 6400 51200 204800 51200
DBP-PA 3200 51200 102400 102400
DBP-MT+ DBP-PA 300 51200 102400 102400

D1p): 15 dias apos a primeira dose vacinal;, D2): 15 dias apos o primeiro refor¢o vacinal;
D3g): 15 dias apés o reforco com adenovirus; 6 meses: 6 meses apos o reforgo com
adenovirus.

1.17.1.2 Linhagem BALBI/c

Na linhagem BALB/c as placas sensibilizadas com as duas proteinas juntas
apresentaram a melhor deteccdo de anticorpos de maneira geral, obtendo maiores titulos
em todos os grupos vacinais. Quinze dias apés D1) 0s camundongos imunizados com
PvDBPII-MT e com PvDBPII-PA isoladamente obtiveram titulos de anticorpos de
1600 e os camundongos imunizados com PvDBPII-MT+PvDBPII-PA obtiveram
titulos de 3200. Quinze dias apds D2p), os camundongos imunizados com
PvDBPII-MT e com as duas proteinas juntas alcancaram titulos de 204800 e os
imunizados com PvDBPII-PA atingiram 102400. Quinze dias ap0s D3(gq), 0S
camundongos imunizados com PVvDBPII-PA e com a combinagdo das duas
proteinas alcancaram titulos de anticorpos de 819200 e o0s imunizados com
PvDBPII-MT atingiram 409600.

Seis meses apos D3q), 0S camundongos imunizados com a combinagéo das duas
proteinas atingiram maiores titulos de anticorpos do que 0s outros grupos vacinais
em todas as sensibilizagbes de placas, sendo que desta vez as placas
sensibilizadas apenas com PvDBPII-MT detectaram maiores titulos de anticorpos,
atingindo 102400 para a combinagcdo de proteinas, enquanto 0S outros grupos
vacinais apresentaram metade deste titulo (Figuras 10, 11, 12 e 13). E mesmo o0s
titulos apresentando-se mais baixos em outras sensibilizacbes, 0s mesmos

apresentaram-se todos na mesma proporcao entre 0s grupos vacinais.
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O grupo controle apresentou titulos de 200 em D1p), 400 em D2(p), 800 em D3nq) €
de 200 seis meses apos D3aq). A tabela 7 apresenta um resumo dos maiores titulos
alcancados pelos camundongos da linhagem BALB/c, onde sdo apresentados o0s
titulos de IgG total detectados nas placas sensibilizadas com as duas proteinas
juntas em Dlp), D2p) e D3ng; 6 meses apods D3ng a melhor deteccdo foi

encontrada nas placas sensibilizadas apenas com a proteina PvDBPII-MT.
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Figura 11. Titulos de IgG total em camundongos BALB/c 15 dias ap6s a primeira dose
vacinal. (A) Placas sensibilizadas com a proteina recombinante PvDBPII-MT.(B) Placas
sensibilizadas com a proteina recombinante PvDBPII-PA. (C) Placas sensibilizadas com
PvDBPII-MT+PvDBPII-PA. O eixo X representa o titulo de IgG total, que € a diluicdo méaxima
onde foram detectados anticorpos antes de atingir o cut-off (média das absorbancias dos
controles negativos mais trés vezes o desvio padrdo dessas absorbancias). O eixo Y
representa os valores de absorbéncia em 450 nm. O grupo controle foi imunizado com PBS
e Montanide (70%) em D1lg) e D2F, € com AACMV em D3qg. O grupo DBP-MT foi
imunizado com os antigenos administrados sob a forma de proteina recombinante PvDBPII-
MT em D1y e D2y € com o vetor adenoviral humano tipo 5 AADBPII-MT em D3xq). O grupo
DBP-PA foi imunizado com a proteina recombinante PvDBPII-PA em D1 e D2 € com 0
vetor adenoviral AdDBPII-PA em D3(g. O grupo DBP-MT+DBP-PA foi imunizado com as
proteinas recombinantes PvDBPII-MT e PvDBPII-PA juntas em D1p e D2p e com os
vetores adenovirais ADDBPII-MT e AdDBPII-PA em D3 xq).
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Figura 12. Titulos de anticorpos 15 dias ap0s a segunda dose vacinal em
camundongos da linhagem BALB/c. (A) Placas sensibilizadas com a proteina
recombinante PvDBPII-MT.(B) Placas sensibilizadas com a proteina recombinante PvDBPII-
PA. (C) Placas sensibilizadas com PvDBPII-MT+PvDBPII-PA. O eixo X representa o titulo de
IgG total, que é a diluicgdo maxima onde foram detectados anticorpos antes de atingir o cut-
off (média das absorbancias dos controles negativos mais trés vezes o desvio padrédo
dessas absorbancias). O eixo Y representa os valores de absorbancia em 450 nm. O grupo
controle foi imunizado com PBS e Montanide (70%) em D1lg) € D2§), € com ADCMV em
D3(aq). O grupo DBP-MT foi imunizado com os antigenos administrados sob a forma de
proteina recombinante PvDBPII-MT em D1y e D2 € com o vetor adenoviral humano tipo 5
AdDBPII-MT em D3q. O grupo DBP-PA foi imunizado com a proteina recombinante
PvDBPII-PA em D1 e D2y € com o vetor adenoviral ADDBPII-PA em D3(q). O grupo DBP-
MT+DBP-PA foi imunizado com as proteinas recombinantes PvDBPII-MT e PvDBPII-PA
juntas em D1 e D2y e com os vetores adenovirais AADBPII-MT e AADBPII-PA em D3 ag).
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Figura 13. Titulos de anticorpos 15 dias ap0s a terceira dose vacinal (reforco
com adenovirus) em camundongos da linhagem BALB/c. (A) Placas sensibilizadas
com a proteina recombinante PvDBPII-MT.(B) Placas sensibilizadas com a proteina
recombinante PvDBPII-PA. (C) Placas sensibilizadas com PvDBPII-MT+PvDBPII-PA. O eixo
X representa o titulo de IgG total, que € a diluicAo maxima onde foram detectados anticorpos
antes de atingir o cut-off (média das absorbancias dos controles negativos mais trés vezes
o desvio padrdo dessas absorbancias). O eixo Y representa os valores de absorbancia em
450 nm. O grupo controle foi imunizado com PBS e Montanide (70%) em D1lp) € D2p), €
com AACMV em D3,q). O grupo DBP-MT foi imunizado com os antigenos administrados sob
a forma de proteina recombinante PvDBPII-MT em D1y e D2 € com o vetor adenoviral
humano tipo 5 AdDBPII-MT em D3(q. O grupo DBP-PA foi imunizado com a proteina
recombinante PvDBPII-PA em D1, e D2y € com o vetor adenoviral AADBPII-PA em D3 ).
O grupo DBP-MT+DBP-PA foi imunizado com as proteinas recombinantes PvDBPII-MT e
PVDBPII-PA juntas em D1y e D25 e com os vetores adenovirais AADBPII-MT e AdDBPII-
PA em D3(Ad)-
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Figura 14. Titulos de anticorpos 6 meses apoés a terceira dose vacinal (reforgco
com adenovirus) em camundongos da linhagem BALB/c. (A) Placas sensibilizadas
com a proteina recombinante PvDBPII-MT. (B) Placas sensibilizadas com a proteina
recombinante PvDBPII-PA. (C) Placas sensibilizadas com PvDBPII-MT+PvDBPII-PA. O eixo
X representa o titulo de IgG total, que € a diluicAo maxima onde foram detectados anticorpos
antes de atingir o cut-off (média das absorbancias dos controles negativos mais trés vezes
0 desvio padréo dessas absorbancias). O eixo Y representa os valores de absorbancia em
450 nm. O grupo controle foi imunizado com PBS e Montanide (70%) em D1lp) € D2p), €
com AACMV em D3,q). O grupo DBP-MT foi imunizado com os antigenos administrados sob
a forma de proteina recombinante PvDBPII-MT em D1y e D2 € com o vetor adenoviral
humano tipo 5 AdDBPII-MT em D3(q. O grupo DBP-PA foi imunizado com a proteina
recombinante PvDBPII-PA em D1, e D2y € com o vetor adenoviral AADBPII-PA em D3 ).
O grupo DBP-MT+DBP-PA foi imunizado com as proteinas recombinantes PvDBPII-MT e
PVDBPII-PA juntas em D1y e D25 e com os vetores adenovirais AADBPII-MT e AdDBPII-
PA em D3(Ad)-

Tabela 7: Resumo dos titulos de IgG total em camundongos da linhagem
BALB/c em placas sensibilizadas com as duas variantes polimérficas

Titulo de Ac/Dose vacinal

Grupo
D1, D2, D3 g D346 meses) D3, (6 meses)*
Controle 200 400 800 200 200
DBP-MT 1600 204800 409600 12800 51200
DBP-PA 1600 102400 819200 12800 51200
DBP-MT+ DBP-PA 3200 204800 819200 25600 102400

D1p): 15 dias apos a primeira dose vacinal;, D2): 15 dias ap6s o primeiro reforgo vacinal;
D3aq): 15 dias apos o reforgo com adenovirus;D3xq)(6 meses): 6 meses apos o reforgo com
adenovirus.*Resultados das placas sensibilizadas apenas com PvDBPII-MT.
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1.17.1.3 Comparacao darespostaimune humoral entre os estudos realizados

A comparacado dos titulos de IgG total encontrados nos dois estudos analisados foi
feita baseando-se nos resultados das placas sensibilizadas com todas as proteinas
utilizadas nas imunizacdes, as quais apresentaram a melhor deteccdo de anticorpos. Para
os grupos do presente estudo foram utilizadas as dosagens com as sensibilizacdes de placa
com as proteinas DBP-MT+DBP-PA (placas sensibilizadas com 0,25ug de cada proteina por
poco) e para o estudo envolvendo as quatro proteinas foram utilizadas as sensibilizacdes
com DBP-MT+DBP-PA+AMA-1+MSP-1 (placas sensibilizadas com 1,25ug de cada proteina

por poco).

Os grupos analisados foram DBP-MT (recebeu PvDBPII-MT em D1 e D2, AdPVDBPII-
MT em D3nq), DBP-PA (recebeu PvDBPII-PA em D1y € D2y, ADPVDBPII-PA em D3ng) €
DBP-MT+DBP-PA (recebeu PVvDBPII-MT+PvDBPII-PA em Dle e D2y, AdPVDBPII-
MT+AdPVDBPII-PA  em D3n,g) provenientes deste estudo e o0s grupos 4
proteinas+montanide (recebeu PvDBPII-MT+PvDBPII-PA+AMA-1+MSP-1 em D1y € D2,
AdPVDBPII-MT+AdPVDBPII-PA+AdAMA-1 +AdMSP-1 em D3q, utilizando o adjuvante
montanide ISA 720) e 4 proteinas+MPLA+Alum (recebeu PvDBPII-MT+PvDBPII-PA+AMA-
1+MSP-1 em D1p) e D2, AdPVDBPII-MT+AdPVDBPII-PA+AJAMA-1+AdMSP-1 em D3y,
utilizando os adjuvantes MPLA+Alum) provenientes do estudo envolvendo as quatro

proteinas.

Quinze dias apds D1y 0s maiores titulos de anticorpos foram atingidos pelo grupo DBP-
MT+DBP-PA (3200), seguido pelos grupos DBP-MT e DBP-PA (1600 para ambos). Os
grupos 4 proteinas+montanide e 4 proteinas+MPLA+Alum atingiram titulos de IgG total de
800. Quinze dias apos D2, 0s grupos DBP-MT e DBP-MT+DBP-PA obtiveram titulos de
lgG de 204800, seguidos por DBP-PA com 102400, 4 proteinas+montanide com 51200 e 4
proteinas+MPLA+Alum com 25600. Quinze dias ap0s D3 0sS grupos DBP-PA e DBP-
MT+DBP-PA alcancaram titulos de 819200, o grupo DBP-MT obteve 409600, 4
proteinas+montanide obteve 204800 e, por ultimo, 4 proteinas+MPLA+Alum atingiu o titulo
de 102400.

N&o foi possivel comparar os titulos de 1gG total seis meses ap0s a ultima dose vacinal, pois

esta dosagem nao foi feita no estudo envolvendo a associagcdo das quatro proteinas. Um

resumo desses resultados pode ser visto na figura 14.
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Figura 15. Comparacéo dos titulos de IgG total entre os grupos vacinais deste estudo
e do estudo com as quatro proteinas. D1, mostra os titulos 15 dias apos a primeira dose
vacinal, D2 mostra os titulos de IgG 15 dias apos a segunda dose vacinal e D3 g mostra
os titulos 15 dias ap0s o reforgo vacinal com adenovirus.
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1.17.2 Inibic&o daligacao ao eritrécito

Devido a impossibilidade de desafiar com P. vivax os camundongos imunizados, foi feito um
teste funcional de inibicdo da capacidade de ligacdo da proteina DBP aos eritrécitos. Para
isto foram utilizadas células COS-7 transfectadas com o plasmideo pEGFP-Sall, o qual é
capaz de expressar a proteina PvDBPII-Sall, homdloga a PvDBPII, na superficie das células
transfectadas e a proteina fluorescente GFP em seu interior. Este teste foi qualitativo e

realizado apenas para os camundongos da linhagem BALBI/c.

O ensaio foi realizado 48 horas apoés a transfeccdo das células COS-7. Os soros utilizados
foram os de 15 dias ap6s D3aq para todos os grupos vacinais deste estudo (DBP-MT, DBP-
PA e DBP-MT+DBP-PA) e também o soro de 15 dias ap0s D3n,g de camundongos
imunizados com as quatro proteinas (PvDBPII-MT+PvDBPII-PA+AMA-1+MSP-1) com o

adjuvante montanide ISA 720 .

As células transfectadas com o plasmideo pEGFP vazio expressaram a proteina verde
fluorescente GFP em seu interior, mas ndo houve ligacdo aos eritrOcitos pois nao
expressaram PvDBPII-Sall em sua superficie. Nas células transfectadas com pEGFP-Sall e
nao tratadas com soro dos camundongos imunizados foi possivel observar a ligagdo dos
eritrocitos, apesar de muitos deles haverem se desprendido durante o manuseio das
laminas de microscopia, ndo sendo possivel observar rosetas classicas. Nas células
transfectadas com pEGFP-Sall e tratadas com o soro dos camundongos imunizados ndo
ocorreu ligacao aos eritrocitos em nenhum dos grupos vacinais estudados, indicando que os
anticorpos induzidos pela vacinacdo foram capazes de bloquear a ligacdo da proteina

PvDBPII aos eritrocitos Duffy positivos (figura 15).
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Figura 16: Ensaio de inibicdo da ligacdo ao eritrécito. (A) Exemplo de células
transfectadas com o plasmideo pEGFP-Sall. As células expressam a proteina GFP em seu
interior e a proteina PvDBPII-Sall na superficie, ocorrendo ligacdo aos eritrécitos Duffy
positivos, com consequente formacdo de rosetas (resultado do trabalho da Dra. Marisa
Cristina da Fonseca Casteluber). B e C séo resultados do presente estudo. (B) Células
transfectadas com o plasmideo pEGFP-Sall. Ocorre expressédo de GFP no interior da célula
e PvDBPII-Sall na superficie, onde é possivel verificar a ligacdo dos eritrécitos Duffy
positivos. (C) Células transfectadas com pEGFP (C.1) e pEGFP-Sall tratadas previamente
com soro dos camundongos imunizados com a proteina PvDBPII-MT (C.2), com soro dos
camundongos imunizados com a proteina PvDBPII-PA (C.3), com soro dos camundongos
imunizados com as proteinas PvDBPII-MT+PvDBPII-PA (C.4) e com as proteinas PvDBPII-
MT+PvDBPII-PA+AMA-1+MSP-1 (C.5). Em C.1 as células expressam GFP em seu interior,
porém ndo ha expressdo de PvDBPII-Sall na superficie, ndo ocorrendo ligacdo aos
eritrocitos. Em C.2-C.5 as células expressam GFP em seu interior e PvDBPII-Sall na
superficie, mas ndo ocorre ligacdo aos eritdcitos, demonstrando que 0s anticorpos
presentes no soro foram capazes de inibir essa ligacdo. Em B e C a parte superior da figura
mostra as células sob microscopia Otica simples, enquanto a parte inferior mostra as
mesmas células sob microscopia de fluorescéncia.
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Discussao

7

A malaria é uma doenca parasitaria que atinge muitos paises, sendo um dos maiores
desafios da saude publica mundial. No Brasil, a doenca é provocada principalmente pelo
Plasmodium vivax, o qual necessita de interacdes especificas entre proteinas do parasito e
receptores da superficie celular para que ocorra a invaséo dos eritrocitos, sendo crucial a
participacdo da DBP neste processo (Adams et al. 1992; Gaur et al. 2004; VanBuskirk et al.
2004), o que faz desta proteina do parasito um alvo vacinal bastante promissor. Os estudos
de Sousa e colaboradores (2006) verificaram a existéncia de diferentes variacbes
polimérficas no sitio de ligagdo da DBP ao receptor DARC dos eritrOcitos na regiao
Amazobnica brasileira (AM, MT e PA). Em seu trabalho de doutorado em nosso grupo, a Dra.
Marisa Cristina da Fonseca Casteluber propds a utilizacdo dos polimorfismos MT e PA para
o desenvolvimento de uma vacina, visto que a variagdo AM contribuia com apenas um
residuo polimérfico, o qual ndo parecia ser relevante para a formagédo de epitopo para

reconhecimento por anticorpos.

Uma vacina de eficacia duradoura deve estimular tanto respostas humorais quanto celulares
de memoria. Para isso, foi escolhido um protocolo de vacinacdo dose-reforco heterélogo,
onde os animais receberam duas doses de proteina recombinante conjugada ao adjuvante
Montanide ISA 720, e um reforgo vacinal com adenovirus humano recombinante tipo 5
expressando a DBP. Neste tipo de protocolo vacinal, a formulacéo da proteina em adjuvante
€ capaz de ativar células apresentadoras de antigenos (APCs), dentre elas as células B
produtoras de anticorpos, que junto a outros componentes do sistema imune (macrofagos e
células dendriticas) sao capazes também, ainda que em menor medida, de estimular
respostas mediadas por células T CD4+ (liberacdo de citocinas que dao suporte aos
linfocitos B) e CD8+ (cuja fungdo € a lise de células com MHC-I infectadas, de menor
importancia no caso da DBP pois essa s0 € expressa em eritrocitos, que nao possuem
MHC) efetoras e de memdéria. O adenovirus expressando a proteina exdgena também ativa
APCs, levando neste caso a uma maior atividade das células T (maior secrecao de citocinas
proliferativas e citotoxicas, dentre elas o IFNy e o TNF, e maior citotoxicidade (Almeida and
Bruna-Romero 2011). Esta atuacao sinérgica proteina-adenovirus também gera uma maior
memoria imune (Bouillet et al. 2011), que € o tipo de resposta imune mais relevante em

qualquer processo de vacinagao.
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No presente estudo, de maneira geral, é possivel afirmar que os grupos vacinais DBP-PA e
DBP-MT+DBP-PA equipararam-se quanto aos titulos de 1gG total produzidos. Porém, seis
meses apds a ultima dose vacinal, os camundongos imunizados com a combinagédo das
duas proteinas apresentaram os maiores titulos de anticorpos em ambas as linhagens. Na
linhagem Swiss, 15 dias ap6s D3 0s maiores titulos de anticorpos foram atingidos pelo
grupo que recebeu apenas a proteina PvDBPII-MT, porém 6 meses apos D3q) estes titulos
cairam. Por outro lado, os camundongos imunizados apenas com PvDBPII-PA e com a
combinacdo das duas proteinas apresentaram titulos uma diluicdo mais baixos do que DBP-
MT 15 dias ap0s D3, mas mantiveram este mesmo titulo ap6és 6 meses, enquanto 0s
camundongos imunizados com PvDBPII-MT isoladamente apresentaram uma queda de
duas diluicBes no titulo de anticorpos apresentado. Na linhagem BALB/c, os camundongos
imunizados com PvDBPII-PA e com PvDBPII-MT+PvDBPII-PA obtiveram os maiores titulos
de anticorpos 15 dias ap0s D3q). Porém, 6 meses apos D3 ,q 0s titulos de anticorpos de
todos os grupos vacinais analisados cairam, e o grupo que recebeu a combinacdo das duas
proteinas apresentou titulos maiores do que DBP-MT e DBP-PA. Desta forma podemos
concluir que, apesar de ndo apresentar uma diferenca significativa nos titulos de anticorpos
produzidos, a combinacdo das duas proteinas parece exercer um efeito sinérgico,
mostrando-se mais eficaz na manutencdo dos niveis de anticorpos produzidos,
corroborando os resultados de Casteluber (2010). A explicacdo imunoldgica e molecular
deste efeito sinérgico inesperado dos dois polimorfismos (porquanto que a quantidade total
de proteina inoculada em todos os animais foi equivalente em todos os casos) constituira

objeto de estudo de futuros trabalhos.

Como nem sempre altos titulos de anticorpos se traduzem em imunidade protetora, foi
necessario utilizar um teste adicional para verificar se os anticorpos produzidos eram
funcionais. O teste de inibi¢cdo da ligacdo aos eritrocitos foi um teste qualitativo aplicado para
0s soros dos camundongos da linhagem BALB/c 15 dias apds D3g. Neste teste foi
analisada a capacidade de bloqueio da ligagdo da proteina DBP ao receptor DARC na
superficie dos eritrécitos Duffy positivos pelos anticorpos produzidos apds o ultimo reforgo
vacinal. Os trés protocolos de imunizacado testados foram capazes de estimular a produgéo
de anticorpos capazes de inibir a interagdo da DBP de P. vivax com o receptor DARC dos
eritrocitos, demonstrando que esses anticorpos eram funcionais. O mesmo ja havia sido
observado por Casteluber (2010). Os anticorpos produzidos pelos animais que receberam a
formulacdo contendo a associacdo das quatro proteinas (PvDBPII-MT+PvDBPII-PA+AMA-
1+MSP-1) com o adjuvante montanide ISA 720 também foram capazes de inibir a ligacéo da
proteina aos eritrécitos Duffy positivos. Ceravolo e colaboradores (2008) utilizaram este

mesmo ensaio para verificar que os anticorpos anti-PvDBP presentes no soro de pacientes
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de areas endémicas da Amazénia brasileira eram capazes de bloquear a intera¢cdo PvDBPII
com o receptor DARC dos eritrcitos. Yazdani e colaboradores (2004b) também verificaram
que camundongos BALB/c imunizados com PVRII (regi&o Il recombinante da DBP de P.
vivax, sem especificagdo de polimorfismos) e o adjuvante montanide ISA 720 foram capazes
de produzir anticorpos funcionais que bloqueavam esta ligagéo.

No que diz respeito & comparacdo entre os adjuvantes montanide ISA 720 e MPLA+Alum,
as dosagens de anticorpos IgG produzidos nos mostraram que o adjuvante montanide foi
capaz de intensificar o estimulo ao sistema imune mais fortemente do que a associa¢cao dos
adjuvantes MPLA e Alum. Em um estudo comparando montanide ISA 720 e outros
adjuvantes com a proteina MSP-1, Hui e Hashimoto (2008) encontraram as maiores
respostas de anticorpos nos adjuvantes montanide e MF59, tanto em camundongos BALB/c
selvagens, quanto em camundongos knock out para a producao de IFNy ou de IL-4, MPL
também foi incluido no estudo citado, obtendo menor resposta, mas néo estava conjugado a
Alum. Em estudo utilizando a regido Il da DBP de P. vivax, Yazdani e colaboradores
(2004b) encontraram maiores titulos de anticorpos utilizando o adjuvante montanide ISA
720, seguido de ASO2A e Alum. Porém, como a resposta humoral é apenas parte da
resposta imune protetora, ndo seria prudente nos basearmos somente nos titulos de
anticorpos para afirmar que um adjuvante vacinal seja melhor que o outro, mas isto ja se

mostra um bom indicativo de uma maior capacidade de interacdo com o sistema imune.

48



Conclusao

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que:

- O antigeno € imundgeno e entre as duas variantes utilizadas neste estudo, PA parece
sensibilizar de forma mais intensa o sistema imune, porém verificou-se que a administracéo
dos dois polimorfismos em conjunto € capaz de manter 0s niveis de resposta mais altos do
gque a administragcdo das duas formas separadas, corroborando resultados anteriores
obtidos por nosso grupo (Casteluber 2010).

- A sensibilizacdo das placas com os dois polimorfismos em conjunto apresentou uma

sensibilidade maior para a deteccao dos anticorpos produzidos apés as imunizagées.

- Os anticorpos produzidos apés a administracdo de vacinas contendo as variantes
polimérficas MT e PA da proteina DBP de Plasmodium vivax utilizando o adjuvante vacinal

montanide ISA 720 e o vetor adenoviral humano do tipo 5 sdo funcionais.

- O uso do adjuvante vacinal montanide ISA 720 é capaz de estimular a resposta imune de
forma mais intensa do que os adjuvantes MPLA e Alum, levando a crer que este adjuvante
deveria ser considerado mais uma opcao para o desenvolvimento de novas vacinas, Visto
gue em nossas MAaos sempre apresentou boa tolerdncia e seguranca nos modelos

estudados.
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Perspectivas

Novas imunizacdes deveriam ser realizadas para estudar a resposta celular de memdria
promovida por estes protocolos vacinais, pesquisando-se o perfil de citocinas produzidas e a
proliferacdo de linfécitos apds as imunizacdes, a fim de que se possa determinar se 0s
antigenos em questao possuem a capacidade de ativar os linfocitos T CD4 especificos.
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