30

DSIICUSP

AVAL!_AQAO DA AVIDEZ DE ANTICORPOS INDUZIDOS POR
IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS COM FORMULACOES BASEADAS
EM ANTIGENOS DE Plasmodium vivax

Camila Verholeak Maffetano

Dra. Laura Cristina Lima Diniz

Profa. Dra. Irene da Silva Soares

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo

camilavka@usp.br; isoares@usp.br; laura_lima@usp.br

Objetivos

Com os indicios de mortalidade em decorréncia
de infecgdes por Plasmodium vivax (WHO,
2012; RAHIMI, et al, 2014) e a sua
complexidade de invasao celular, formulagbes
vacinais contendo mais de um antigeno de
diferentes estagios de infeccdo vém sendo
estudadas (LIMA et al., 2020; LAURENS,
2018). Verificou-se que estudos anteriores
caracterizaram a importancia de proteinas
como Proteina 1 de Superficie do Merozoita,
porcéo final de 19KDa (PvMSP1,4) e Proteina
Circunsporozoita de P. vivax (PvCSP) como
antigenos imunodominantes (LIMA et al., 2020;
DOBRESCU et al.,, 2020). Para avaliar a
efetividade vacinal de uma nova formulacéo,
testes especificos sao necessarios, tais como a
avidez dos anticorpos frente aos seus
antigenos. A partir disso, esse trabalho envolve
a deteccdo de anticorpos IgG, assim como a
avidez destes anticorpos, a partir de soros de
camundongos C57BL/6 imunizados com uma
nova proteina quimérica recombinante
envolvendo antigenos de dois estagios de vida
do parasito P vivax (yPvCSP-MSP1,,)
expressa por Pichia pastoris.

Métodos e Procedimentos

Os soros utilizados nos experimentos sao
provenientes do projeto previamente aprovado
pela Comissdo de Etica para Uso de Animais

da FCF/USP (CEUA/FCF 054.2021 — CEUA
P614).

Para avaliagdo da magnitude dos anticorpos
induzidos pelos protocolos de imunizagao, os
soros dos camundongos coletados 21 dias
apos a terceira dose tiveram os titulos dos
anticorpos detectados por ELISA. Nesse
procedimento, os soros foram testados em
diluicbes seriadas, a partir da diluigdo de 1:100,
em placas de 96 pogos sensibilizadas
previamente com 200 ng das proteinas (DE
CAMARGO et al, 2018). As variantes
individuais de PvCSP e a proteina PvMSP1,q
foram obtidas por expressdo em sistema
bacteriano utilizando Escherichia coli
(GIMENEZ et al., 2017). Os titulos especificos
sao definidos como a maior diluigdo com uma
DO,q, superior a 0,1, determinada em um leitor
de microplacas (Awareness Technology, mod.
Stat Fax 2100, EUA).

Para determinar a avidez dos anticorpos 1gG
induzidos pelas imunizagdes experimentais,
placas de 96 pogos foram sensibilizadas com
200 ng de cada uma das proteinas
recombinantes em tamp&o carbonato. Cada
placa teste recebeu uma placa espelho, a qual
foi submetida a tratamento desnaturante com
solugdo 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.492630 com tratamento) / (D.O.490630 SEM
tratamento) x 100% (DOBRESCU et al., 2020).
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Resultados

Analisando os titulos totais de anticorpos IgG
anti-yPvCSP e anti-bPvMSP1,4 obtidos pela
imunizagdo em regime prime-boost homologo,
contra a proteina bPVMSP1,, a formulagéo
contendo a proteina quimérica
(yPvCSP-MSP1,,) foi capaz de induzir altos
titulos de anticorpos IgG, mas esses titulos
foram menores do que os anticorpos
produzidos pelas formulagbes que contém a
proteina individual bPvMSP1,, ou as proteinas
yPvCSP e bPVMSP1,4 em combinagéo. Contra
a proteina yPvCSP, a proteina quimérica foi
capaz de induzir titulos ainda maiores de
anticorpos 1gG, n&o ocorrendo diferencas
significativas dos anticorpos induzidos pelas
diferentes formulagdes. Ja quanto aos titulos
de anticorpos IgG contra as variantes alélicas
da proteina PvCSP, percebe-se que as porgdes
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 heterdlogo, os titulos
totais de anticorpos anti-yPvCSP e
anti-bPvMSP1,4 frente as proteinas PvMSP1,q
e PvCSP foram maiores para a proteina
quimérica em sistema P/P/Ad e menores para a
proteina quimérica em sistema Ad/Ad/P, em
comparagdo com os outros grupos. Quando
analisadas as variantes da proteina PvCSP,
novamente as porgbes C-terminal e PvCSP-P.
vivax-like foram as mais reconhecidas e o
sistema de formulagdo P/P/Ad utilizando a
proteina quimérica foi a que mais induziu
anticorpos.

A determinagdo da avidez dos anticorpos
induzidos por imunizagdo em regime
prime-boost homodlogo resultou em uma
porcentagem de avidez em torno de 70% para
a maioria dos grupos avaliados. Frente as
proteinas  PVMSP1,,, PvCSP-VK210 e
PvCSP-P. vivax-like, os anticorpos induzidos
pela proteina quimérica apresentaram uma
avidez menor em comparagdo com O0S
induzidos pelas proteinas em combinagao. No
regime prime-boost heterélogo, a avidez foi em
torno de 80%, superior a encontrada no regime
prime-boost homodlogo, sendo a avidez da
proteina quimérica do sistema P/P/Ad superior
as da proteina quimérica do sistema Ad/Ad/P.

Conclusoes

A partir dos titulos de anticorpos 1gG e valores
de avidez obtidos, percebe-se que a proteina
quimérica yPvCSP-MSP1,4 apresenta favoravel
capacidade imunogénica, sendo de suma
importancia a continuagdo de estudos
baseados em imunizagbes em regime
prime-boost homodlogo e heterdlogo para
aplicacdo de uma possivel futura vacina.
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