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Objetivos

A malaria é uma doenga que ameacga a saude
publica em escala global, sendo que o Brasil,
mais especificamente na regido Amazénica, é
fortemente afetado (MEIRELES et al., 2020).
De acordo com o Ministério da Saude (2020),
89,3% dos casos registrados de malaria no
pais sao causados pelo Plasmodium vivax,
portanto, é relevante buscar o desenvolvimento
de uma vacina contra essa espécie de parasita.
Assim, o presente estudo avalia uma nova
formulagdo que conttm uma proteina
quimérica (yPvCSP-MSP1,,) composta por
antigenos de dois estagios diferentes do ciclo
de vida do parasita, a Proteina 1 de Superficie
do Merozoito, porgéo final de 19kDa (MSP1,5)
e a Proteina Circunsporozoita (CSP). Para
atingir tal objetivo, a magnitude e subclasses
de I1gGs induzida pela imunizagdo com a
proteina multi antigénica, na presenca do
adjuvante Poly(l:C), foram avaliadas.

Métodos e Procedimentos

A proteina bPVMSP1,, foi expressa em
Escherichia coli BL21 e purificada utilizando
duas etapas de cromatografia (afinidade e de
troca ibnica) conforme descrito anteriormente
(ROCHA et al., 2017). As demais proteinas ja
estavam disponiveis para este estudo. As
determinagdes de IgG total e subclasses de
IgG foram realizadas por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA), 21 dias apdés a
administragdo da  terceira dose das

formulagées. Os titulos de anticorpos contra
cada uma das proteinas foram avaliados e
expressos como meédia aritmética dos grupos
experimentais em log,;xSEM. A analise
estatistica foi realizada através do software
(GraphPad Prism 8) utilizando o parametro
One-Way ANOVA seguido por Tukey test para
multiplos eventos (DE CAMARGO et al., 2018).
Todos os soros avaliados sdo provenientes de
experimentos realizados em um projeto
previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP (FCF-USP)
(CEUA/FCF 054.2021 - CEUA P614)

Resultados

A proteina bPvMSP1,4 foi expressa de forma
satisfatéria onde foi obtida uma concentragao
de 40 pg/mL. Durante esse periodo, foi
possivel analisar dois experimentos realizados
em camundongos C57BL/6, sendo o primeiro,
a imunizagao utilizando protocolo prime-boost
homélogo e o segundo, prime-boost
heterdlogo.

Na etapa de imunizagcdo homodloga, a analise
dos anticorpos anti-bPvMSP1,, demonstrou
que 0 grupo imunizado com a formulagao
contendo as 2 proteinas co-administradas
(yPvCSP + DbPVMSP1,) induziu titulos de
anticorpos significativamente maiores quando
comparados aos induzidos pelas imunizagoes
com as formulagdes contendo a proteina
quimérica (yPvCSP-MSP1,,) e a proteina
bPVMSP1,4 (p<0,0001 e p<0,001
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respectivamente). Ja a analise dos titulos de
anticorpos totais anti-yPvCSP néo revelou
diferencas significativas entre os grupos
(p>0,05).

Para os titulos de subclasses de anticorpos IgG
contra bPvMSP1,,, 0 grupo imunizado com a
formulagdo composta pela proteina quimérica
apresentou niveis de anticorpos IgG1
significativamente maiores em comparagéo aos
titulos de 1gG2b, 1gG2c e IgG3 (p<0,01, p<0,01
e p<0,0001, respectivamente). J& os grupos
imunizados com a proteina bPvMSP1,, € as 2
proteinas  co-administradas  apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre as
subclasses IgG1 e IgG3 (p<0,001 e p<0,0001,
respectivamente).

Em relagao aos titulos de subclasses de IgGs
anti-yPvCSP, todas as formulagdes (proteina
quimérica, proteina yPvCSP isolada e
proteinas yPvCSP + bPVMSP1 4,
co-adminstradas) apresentam valores de 1gG1
significativamente maiores do que as outras
subclasses (p<0,0001), enquanto as outras
subclasses ndo apresentaram significancia
estatistica entre si (p>0,05).

Por outro lado, no protocolo heterdlogo, os
camundongos  imunizados com  P/P/Ad
contendo a proteina quimérica induziram os
maiores titulos de anticorpos IgG
anti-bPvMSP1,, e anti-yPvCSP (log10 = 4).

Os titulos de anticorpos anti-bPvMSP1,, e
anti-yPvCSP foram préximos de log10 = 3
quando os animais foram imunizados em
protocolo Ad/Ad/P contendo as proteinas
yPvCSP e bPVMSP1,,, individualmente, ou as
2 proteinas co-administradas, e a proteina
quimérica.

Dentre os titulos de subclasses de anticorpos
IgG anti-bPvMSP1,4 induzidos através do
protocolo P/P/Ad, a formulagdo contendo a
proteina quimérica foi capaz de induzir titulos
de anticorpos significativamente diferentes
entre os valores de IgG1 e IgG2b (valores
aproximados de log10=5 e log10=3
respectivamente, p<0,001). J& o grupo
imunizado em protocolo Ad/Ad/P foi capaz de
induzir titulos de anticorpo 1gG1
significativamente maiores do que os titulos de
IgG2c (valores aproximados de log10=4 e
log10=2 respectivamente, p<0,01). Nao
houveram outras diferencas significativas entre
IgG1 e IgG2b ou IgG2¢ dentre os outros grupos
(p>0,05).

Da mesma forma ao protocolo homélogo, os
titulos de subclasses de IgGs anti-yPvCSP,
induzidos por todas as formulagbes foram
capazes de induzir valores de I1gG1
significativamente maiores do que as outras
subclasses (p<0,0001). A presencga de titulos
mais altos da subclasse IgG1 em relagdo a
IgG2c encontrada na maioria dos grupos
(IgG1/1lgG2c>1) indica uma polarizagdo da
resposta imune para um padrdo de resposta
Th2.

Conclusoes

Por meio das analises de titulos de IgG totais e
subclasses, foi possivel observar que as
formulagées contendo as proteinas individuais
co-administradas e as que contém a proteina
quimérica foram capazes de induzir titulos
satisfatorios de anticorpos. O protocolo
homdlogo de imunizagdo induziu maiores
titulos em comparacéo ao protocolo heterdlogo.
E foi possivel observar que o padrdao de
resposta induzido pela maioria dos grupos é
polarizado para uma resposta imunoloégica tipo
Th2. As analises sugerem que a proteina
quimérica pode ser promissora para o0
desenvolvimento de vacina contra malaria.
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