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Objetivos
Com os indícios de mortalidade em decorrência
de infecções por Plasmodium vivax (WHO,
2012; RAHIMI, et al., 2014) e a sua
complexidade de invasão celular, formulações
vacinais contendo mais de um antígeno de
diferentes estágios de infecção vêm sendo
estudadas (LIMA et al., 2020; LAURENS,
2018). Verificou-se que estudos anteriores
caracterizaram a importância de proteínas
como Proteína 1 de Superfície do Merozoíta,
porção final de 19KDa (PvMSP119) e Proteína
Circunsporozoíta de P. vivax (PvCSP) como
antígenos imunodominantes (LIMA et al., 2020;
DOBRESCU et al., 2020). Para avaliar a
efetividade vacinal de uma nova formulação,
testes específicos são necessários, tais como a
avidez dos anticorpos frente aos seus
antígenos. A partir disso, esse trabalho envolve
a detecção de anticorpos IgG, assim como a
avidez destes anticorpos, a partir de soros de
camundongos C57BL/6 imunizados com uma
nova proteína quimérica recombinante
envolvendo antígenos de dois estágios de vida
do parasito P. vivax (yPvCSP-MSP119)
expressa por Pichia pastoris.

Métodos e Procedimentos
Os soros utilizados nos experimentos são
provenientes do projeto previamente aprovado
pela Comissão de Ética para Uso de Animais

da FCF/USP (CEUA/FCF 054.2021 – CEUA
P614).
Para avaliação da magnitude dos anticorpos
induzidos pelos protocolos de imunização, os
soros dos camundongos coletados 21 dias
após a terceira dose tiveram os títulos dos
anticorpos detectados por ELISA. Nesse
procedimento, os soros foram testados em
diluições seriadas, a partir da diluição de 1:100,
em placas de 96 poços sensibilizadas
previamente com 200 ng das proteínas (DE
CAMARGO et al., 2018). As variantes
individuais de PvCSP e a proteína PvMSP119
foram obtidas por expressão em sistema
bacteriano utilizando Escherichia coli
(GIMENEZ et al., 2017). Os títulos específicos
são definidos como a maior diluição com uma
DO492 superior a 0,1, determinada em um leitor
de microplacas (Awareness Technology, mod.
Stat Fax 2100, EUA).
Para determinar a avidez dos anticorpos IgG
induzidos pelas imunizações experimentais,
placas de 96 poços foram sensibilizadas com
200 ng de cada uma das proteínas
recombinantes em tampão carbonato. Cada
placa teste recebeu uma placa espelho, a qual
foi submetida a tratamento desnaturante com
solução de uréia 6M em PBS-T durante 5
minutos. A leitura das placas foi realizada em
um leitor de microplacas (Awareness
Technology, mod. Stat Fax 2100, EUA) e a
porcentagem de avidez foi definida como
(D.O.492/630 com tratamento) / (D.O.492/630 sem
tratamento) x 100% (DOBRESCU et al., 2020).



Resultados
Analisando os títulos totais de anticorpos IgG
anti-yPvCSP e anti-bPvMSP119 obtidos pela
imunização em regime prime-boost homólogo,
contra a proteína bPVMSP119 a formulação
contendo a proteína quimérica
(yPvCSP-MSP119) foi capaz de induzir altos
títulos de anticorpos IgG, mas esses títulos
foram menores do que os anticorpos
produzidos pelas formulações que contém a
proteína individual bPvMSP119 ou as proteínas
yPvCSP e bPvMSP119 em combinação. Contra
a proteína yPvCSP, a proteína quimérica foi
capaz de induzir títulos ainda maiores de
anticorpos IgG, não ocorrendo diferenças
significativas dos anticorpos induzidos pelas
diferentes formulações. Já quanto aos títulos
de anticorpos IgG contra as variantes alélicas
da proteína PvCSP, percebe-se que as porções
C-terminal e PvCSP-P. vivax-like foram as mais
reconhecidas, enquanto que variantes
PvCSP-VK210 e PvCSP-VK247 foram menos
reconhecidas.
Em regime prime-boost heterólogo, os títulos
totais de anticorpos anti-yPvCSP e
anti-bPvMSP119 frente às proteínas PvMSP119
e PvCSP foram maiores para a proteína
quimérica em sistema P/P/Ad e menores para a
proteína quimérica em sistema Ad/Ad/P, em
comparação com os outros grupos. Quando
analisadas as variantes da proteína PvCSP,
novamente as porções C-terminal e PvCSP-P.
vivax-like foram as mais reconhecidas e o
sistema de formulação P/P/Ad utilizando a
proteína quimérica foi a que mais induziu
anticorpos.
A determinação da avidez dos anticorpos
induzidos por imunização em regime
prime-boost homólogo resultou em uma
porcentagem de avidez em torno de 70% para
a maioria dos grupos avaliados. Frente às
proteínas PvMSP119, PvCSP-VK210 e
PvCSP-P. vivax-like, os anticorpos induzidos
pela proteína quimérica apresentaram uma
avidez menor em comparação com os
induzidos pelas proteínas em combinação. No
regime prime-boost heterólogo, a avidez foi em
torno de 80%, superior à encontrada no regime
prime-boost homólogo, sendo a avidez da
proteína quimérica do sistema P/P/Ad superior
às da proteína quimérica do sistema Ad/Ad/P.

Conclusões
A partir dos títulos de anticorpos IgG e valores
de avidez obtidos, percebe-se que a proteína
quimérica yPvCSP-MSP119 apresenta favorável
capacidade imunogênica, sendo de suma
importância a continuação de estudos
baseados em imunizações em regime
prime-boost homólogo e heterólogo para
aplicação de uma possível futura vacina.
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