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Resumo

Entre os parasitos causadores da malaria humana, o Plasmodium vivax é a espécie com maior
distribuicdo mundial. O P. vivax invade os reticulocitos humanos através de uma via
principal dependente da interagdo entre a regido Il da Duffy Binding Protein (DBPII),
presente nas organelas apicais do parasito, e seu receptor cognato na superficie do eritrécito,
0 antigeno Duffy receptor para quimiocinas (DARC). Embora a DBPII seja uma das
principais candidatas a vacina contra a malaria causada por P. vivax, a regido Il do ligante é
altamente polimorfica e induz uma resposta imune humoral do tipo cepa-especifica.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa contribuiu para o desenvolvimento de um novo
candidato vacinal baseado na DBPII, denominado DEKnull-2, que retém os epitopos
funcionais conservados necessarios para a ligagdo ao receptor e dimerizacdo da DBP.
Estudos iniciais de prova de conceito demonstraram que anticorpos anti- DEKnull-2 sdo
naturalmente produzidos por individuos expostos ao P. vivax cuja resposta imune
caracteriza-se pela presenca de anticorpos blogqueadores da interacio DBPII-DARC
(BIAbs). Embora os anticorpos IgG anti-DBPII ja tenham sido associados a imunidade
protetora, 0 papel dos anticorpos IgM ainda permanece pouco estudado. O presente estudo
teve como objetivo investigar a relacdo entre a resposta dos anticorpos IgM e IgG anti-
DBPII, com foco na resposta dirigida aos epitopos conservados da DEKnull-2, bem como
em epitopos varidveis da proteina, presentes na cepa Sall, variante natural que circula na
area de estudo. Para tanto, buscou-se caracterizar sorologicamente 163 individuos adultos,
com histéria de longa exposicdo a malaria por P. vivax, em uma comunidade rural da
Amazonia brasileira (Rio Pardo, AM). O desenho do estudo incluiu uma coorte retrospectiva
de 9 anos, com cortes transversais realizados durante periodos de alta (fases I e 111) e baixa
transmissdo de malaria (fase Il). A resposta de anticorpos IgM/IgG foi avaliada pela
sorologia convencional (ELISA) utilizando-se proteinas recombinantes da DBPII (DEKnull-
2 e Sall), sendo a avidez dos anticorpos avaliada através da adicdo de um agente
desnaturante ao ensaio. A atividade funcional dos anticorpos (BIAbs) foi determinada
através de um ensaio in vitro com células transfectadas expressando a proteina DBPII. Em
conjunto, os resultados da coorte permitiram demonstrar que (i) a resposta de anticorpos IgM
foi direcionada aos epitopos variantes DBPII (Sall, variante cepa-especifica), enquanto a
resposta de anticorpos 1gG aos epitopos conservados da proteina (DEknull-2); (ii) os
anticorpos IgM variante-especificos foram relativamente estaveis ao longo do estudo, mas
os anticorpos IgG variante-especificos ndo foram mantidos no periodo de baixa transmissdo;
(iii) os anticorpos IgG voltados aos epitopos conservados da DEKnull-2 foram relativamente
estaveis e associados a resposta de anticorpos bloqueadores da interagdo DBPII-DARC
(B1ADbs); por outro lado, a resposta de anticorpos IgM ndo foi associada (positiva ou
negativamente) com BIADs; (iv) a presenga e os niveis de anticorpos IgM/ 1gG néo foi
associada com a presenca do P. vivax no sangue circulante (detectados por microscopia otica
ou pelos ensaios de PCR); (v) independentemente da proteina estudada, ambas as respostas
de anticorpos foram de alta avidez, e, finalmente, (v) a resposta de IgG néo se correlacionou
com a resposta de IgM. Em concluséo, a resposta de anticorpos IgM de longa-duracdo contra
a DBPII parece ser predominantemente variante-especifica, enquanto a resposta de IgG de
longa-duracéo € direcionada aos epitopos conservados de DBPII. Este foi o primeiro estudo
longitudinal que investigou a relacdo entre a resposta dos anticorpos IgM/1gG contra DBPII,



e estudos futuros fazem-se necessarios para determinar qual a contribuicdo da resposta IgM
para a imunidade induzida pela maléria.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, anticorpos IgM/IgG, maléria, Duffy Binding Protein Il
(DBPII)



Abstract

Plasmodium vivax is the most widespread human malaria parasite. This parasite invades
reticulocytes via a major pathway that depends on the interaction between the apical protein
Duffy Binding Protein II (DBPII) and its cognate receptor on the erythrocyte surface, the
Duffy antigen receptor for chemokines (DARC). While DBPII is a leading P. vivax malaria
vaccine candidate, the ligand domain is highly polymorphic and induces strain-specific
humoral immune response. Recently, we developed a surface-engineered DBPII vaccine
candidate, named DEKnull-2, which retains the conserved functional epitopes needed for
receptor binding and DBP dimerization. Prof-of-concept studies demonstrated that
DEKnull-2 is highly recognized by naturally exposed P. vivax individuals who have broadly
neutralizing antibodies able to block DBPII-DARC interaction (BIAbs). Although IgG
antibodies have been associated with DBPII protective immunity, the role of IgM antibodies
remain largely understudied. Hence, the goal of the current study was to investigate the
relationship between IgG and the less studied IgM antibody response against conserved
(DEKnull-2) and variable (Sall, a natural variant circulating in the study area) DBPII
epitopes. For this purpose, we serologically evaluated 163 adults with long-term exposure
to malaria in a rural community of the Brazilian Amazon (Rio Pardo, AM). The study design
included a 9-year retrospective cohort study, with cross-sectional surveys carried out during
periods of high (phases I e III) and low malaria transmission (phase II). The conventional
antibody response was determined by ELISA assay using DBPII-related recombinant
proteins (DEKnull-2 and Sall), with antibody avidity assessed by using a denaturing agent.
The functional antibody response (BIAbs) was determinate through an in vitro functional
assay with DBPII-transfected cells. Taken together, the results of this long-term follow-up
study showed that (i) IgM antibody response towards DBPII-variant-epitopes (strain-
specific Sall), while IgG antibody response towards the conserved epitopes of the protein
(DEknull-2); (i1) IgM variant-specific DBPII antibodies were relatively stable throughout
the study, but IgG variant-specific antibodies were poorly sustained at low transmission
period; (ii1) whereas epitope-conserved IgG antibodies were relatively stable overtime and
associated with broadly binding-inhibitory IgG antibodies (BIAbs), IgM antibody response
was not associated (positively or negatively) with BIAbs; (iv) peripheral malaria infections
(detected by microscopy or PCR-based assay) did not correlate with either IgG or IgM
antibody responses; (v) regardless the protein assayed, both antibody responses were related
with antibodies of high avidity, with IgG > IgM; (v) finally, the response of IgG did not
correlate with IgM response. In conclusion, the long-term IgM response to DBPII appears
to be predominantly variant-specific, while the long-term IgG response is directed to the
conserved epitopes of DBPII. This was the first follow-up study that investigated the
relationship between IgM /IgG antibodies against DBPII, and future studies should explore
the contribution of IgM response to malaria-induced immunity.

Key words: Plasmodium vivax, 1gM/IgG antibodies, malaria, Duffy Binding Protein Il
(DBPII).
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1-INTRODUCAO

1.1-Malaria

A maléria tem sido um grande problema na histdria da humanidade desde a
Antiguidade. Existem relatos da febre periddica caracteristica desta doenca na China em
2700 a.C., assim como na antiga Mesopotamia no século VI a.C. (revisto por Cox, 2002).
Durante o Império Romano ela era conhecida como “febre romana” e pode ter contribuido
para o declinio deste império (Sallares et al., 2004). Nesta época ela passou a ser
associada aos pantanos e cole¢des d’agua estagnada e os italianos passaram a denomina-
la de mal’aria (maus ares) dando origem ao termo malaria (Reiter, 2000).

Apenas em 1880 iniciou-se 0 progresso na investigacdo cientifica da malaria.
Charles Louis Alphonse Laveran, um médico francés, observou pela primeira vez
parasitos protistas no sangue periférico das pessoas doentes (Laveran, 1881). Ele atribuiu
a causa da malaria a esses organismos e ganhou o Nobel de Medicina em 1907 pela
descoberta.

Hoje ja se sabe que os protozoarios do género Plasmodium sdo os causadores da
maldria sendo transmitidos ao homem através de mosquitos vetores do género Anopheles
(Cowman et al., 2016). As espécies de Plasmodium mais frequentemente associadas a
infeccdo humana s&o: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plasmodium vivax (Grassi
& Feletti, 1890), Plasmodium malarie (Laveran, 1881), Plasmodium ovale (Stephens,
1922) e Plasmodium Knowlesi (Giuseppe, 1927).

Do ponto de vista de salude publica, o0 maior impacto da malaria humana esta
associado ao P. falciparum e P. vivax, sendo a primeira a espécie considerada mais
patogénica e a segunda a de maior distribuigdo mundial (revisto por Dalrymple et al.,
2015).

Atualmente, a maléria ainda permanece como um grande problema de salde
publica no mundo, sendo mais prevalente no continente africano, com elevada letalidade
em criancas menores de 5 anos de idade, grupo mais vulneravel a doenca (revisto por
Miller et al., 2013). Uma vez na circulagdo sanguinea do homem, esses protozoarios
causam doenca clinica com um amplo espectro de morbidade, incluindo anemia,
trombocitopenia e inflamacao sistémica, podendo levar a morte devido as complicagdes
renais, pulmonares e/ou cerebrais (revisto por White et al., 2014).

A malaria causada pelo P. vivax foi, por muito tempo, uma doenca negligenciada
ja que os casos graves eram associados exclusivamente ao P. falciparum (Price et al.,
2009). No entanto, nos ultimos anos, a descricdo crescente de casos graves por esta
especie, com evolucdo para 6bito, tem despertado o interesse da comunidade cientifica
em estudar aspectos relacionados a biologia e patogenia decorrente da infec¢do por esta
especie (revisto por Adams & Mueller, 2017). Porém, a falta de modelos experimentais
adequados, como um sistema de cultivo continuo das formas sanguineas do parasito, tem
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dificultado os estudos sobre a biologia e a interacdo parasito-hospedeiro na infeccao pelo
P. vivax (revisto por Udomsangpetch et al., 2008; Noulin et al., 2013).

1.2-Epidemiologia da Malaria no Mundo e no Brasil

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2018 foi estimado que 3,75
bilhGes de pessoas vivem em areas de risco para transmissao de malaria, que inclui 90
paises de diferentes continentes (WHO, 2019). No mesmo ano foram notificados 405.000
Obitos, a maior parte em criangas menores de cinco anos no continente Africano. Estima-
se ainda que o investimento para controle e eliminacdo da malaria no mundo tenha
somado 2,3 bilhdes de délares em 2018 (WHO, 2019). Todos esses dados demonstram o
fardo que esta doenca ainda é para a saude publica mundial.

Do total de casos registrados em 2018, 93% ocorreram na Africa Subsaariana
sendo a maioria deles causados pelo P. falciparum (WHO, 2019). Enquanto essa espécie
estd mais restrita ao continente Africano, o P. vivax estd presente nos cinco continentes
com estimativa de 2,85 bilhdes de pessoas residentes em areas de risco de contrair a
infeccdo (Battle et al., 2012; Gething et al., 2012). Fora da Africa o P. vivax é a espécie
mais relevante, sendo predominante nas Américas, onde contribuiu para 75% do total de
casos registrados nessa regido em 2018 (WHO, 2019). De importancia, o P. vivax tem
reemergido em regiGes anteriormente classificadas como livres de maléria (Severini et
al., 2004; Kim et al., 2009; Bitoh et al., 2011).

No Brasil, o panorama atual da malaria tem sido amplamente influenciado por
fatores socioecondmicos, sociodemogréficos, de politicas e ambientais, resultando em
flutuacBes na transmissdo da doenca (Sampaio et al., 2015). O pais tem uma historia
centenéria de controle a transmissdo da maléria, todavia ainda estd longe de elimina-Ila
(revisto por Recht et al., 2017). Até 1950 a doenca atingia quase todo o territdrio
brasileiro com estimativas de 6 milhGes de casos por ano em uma populacdo de 50
milhGes. Porém, com a campanha Global de Erradicacdo da Malaria, lancada pela OMS,
a enfermidade foi praticamente eliminada de toda a area litoranea do pais e das bacias das
regides Sul e Nordeste (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Tal campanha combinou o uso de
inseticida de efeito residual (DDT) nas habita¢cdes com a incorporacéo do antimalarico
cloroquina no sal de cozinha (Pinotti et al., 1955; Da Silva and Hochman, 2011; Silva
and Paiva, 2015). Como consequéncia, em meados da década de 60 a incidéncia de
maldria havia reduzido drasticamente no pais, sendo registrados em média 53.000 casos
por ano, concentrados em pequenos Vvilarejos da regido Amazodnica (revisto por Griffing
et al.,, 2015). Por outro lado, este programa de tratamento mundial da OMS foi
responsavel pela selecdo e expansao de parasitos resistentes a cloroquina, particularmente
das cepas de P. falciparum, que era a espécie predominante na regido (Reyes, 1981).

No final de 1970, com os projetos de colonizagdo do INCRA (Instituto Nacional
de Colonizagdo e Reforma Agréria), ocorreu um intenso movimento migratério para a
regido Norte do Brasil a fim de coloniza-la (revisto por Brandao et al., 2006). Diversos
Orgdos governamentais incentivaram a construcdo de usinas hidroelétricas, o
desenvolvimento de projetos agropecuarios e de mineracdo, bem como a construcéo de
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estradas de rodagem. Tal ocupacdo desordenada resultou em condi¢cGes de moradia
inadequadas para o0 uso do DDT, em um grande nimero de imigrantes ndo imunes e em
um ambiente bastante propicio para a criacdo e expansdo dos mosquitos vetores devido
ao desflorestamento (revisto por Griffing et al., 2015). Tudo isto provocou um aumento
consideravel na transmissdo da malaria no inicio da década de 1980. Naquele ano,
registraram-se aproximadamente 170.000 casos, concentrados na Amazoénia (97,5%)
(revisto por Barata, 1995) mas com surtos fora dessa regido (Goias, Parana e S&o Paulo)
(Marques et al., 1986; revisto por Barata, 1998).

Na década de 90 a malaria atingiu sua maior incidéncia sendo endémica na
chamada regido da Amazonia Legal (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins). Diante desta grave situacdo, no ano de 2000 o
Ministério da Saude intensificou suas acdes de controle e dois anos apds observou-se o
maior declinio dos casos de maléria dos tltimos 40 anos (revisto por Griffing et al., 2015).

Em 2003 os casos continuaram diminuindo, mas nos dois anos subsequentes
tornou a crescer, culminando em dezenas de mortes. Até o ano de 2014 houve reducdo no
namero de casos de malaria no Brasil, com estabilizacdo durante 2015 e 2016. No entanto,
em 2017 e 2018 a OMS registrou um aumento nos nimeros de casos e mortes alarmando
0s Orgdos de saude publica e frisando a fragilidade e instabilidade do programa de
controle a maléria (revisto por Griffing et al., 2015; WHO, 2018; WHO, 2019).

Atualmente a transmissdo da maléria é considerada endémica na Amazoénia Legal,
onde a doenca tem distribuicdo heterogénea (Figura 1). De relevancia, a transmissédo
zoondtica em areas de Mata Atléntica tem crescido de importancia nos ultimos anos
(Brasil et al., 2017). Nestas areas, primatas de pequeno porte tém sido considerados como
fontes de infec¢do para os casos humanos, particularmente envolvendo o P. simium
(Costa et al., 2014; De Alvarenga et al., 2015).
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Mapa de risco da maldria por municipio de infeccdo, Brasil, 2018.

Legenda
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Fonte: Sivep-Maldria e Sinan/SVS/MS. Dados preliminares, sujeitos a altera¢do.

Figura 1. Mapa de risco da malaria, por municipio, no Brasil, em 2018. Baixo risco (IPA < 10/1000
habitantes), médio risco (10,0 < IPA > 49,9/1000 habitantes) e alto risco (IPA > 50,0/1000 habitantes),
sendo IPA o indice Parasitario Anual (nimero de casos registrados por cada 1000 habitantes de determinada
area). Fonte: Sinan/ SVS/ MS e Sivep-Maléria
(https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/julho/31/Mapa-de-risco-da-mal--ria-por-munic--pio-de-
infec----0-Brasil-2018-.pdf).

No que concerne ao P. vivax, até 1990 este parasito esteve presente no territorio
nacional em proporc¢des semelhantes ao P. falciparum (Oliveira-Ferreiraet al., 2010). No
entanto, com as medidas de controle adotadas pelo Ministério da Salde, os nimeros de
casos de P. falciparum diminuiram progressivamente, enquanto aqueles atribuidos ao P.
vivax aumentaram significativamente. Consequentemente, a partir de 2011 o P. vivax
passou a ser a espécie predominante no pais sendo responsavel por mais de 70% das
infec¢Oes (WHO, 2012). De fato, em 2018 foram reportados no Brasil aproximadamente
169.000 casos de malaria por P. vivax e apenas 18.000 por P. falciparum (WHO, 2019).
Este fenbmeno, no qual o P. vivax se torna mais prevalente que P. falciparum, tem sido
descrito em outras partes do mundo (revisto por Armistead & Adams, 2018; WHO, 2018),
e e decorrente de caracteristicas bioldgicas inerentes ao P. vivax, como a producao
precoce de gametdcitos, que limitam as medidas de controle e vigilancia da doenga.

1.3- Ciclo biologico da malaria humana com foco no P. vivax

O ciclo bioldgico dos plasmédios humano é bastante complexo, envolvendo
variadas formas morfolédgicas do parasito em dois hospedeiros: 0 homem, hospedeiro
intermediario, e 0 mosquito do género Anopheles, hospedeiro definitivo (Figura 2).


https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/julho/31/Mapa-de-risco-da-mal--ria-por-munic--pio-de-infec----o-Brasil-2018-.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/julho/31/Mapa-de-risco-da-mal--ria-por-munic--pio-de-infec----o-Brasil-2018-.pdf
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Figura 2. Esquema ilustrativo do ciclo bioldgico dos plasmodios, com énfase no Plasmodium vivax. 1. Inoculagéo
dos esporozoitos no hospedeiro vertebrado atraves da picada de fémeas infectadas do mosquito Anopheles. 2. Migragédo
dos esporozoitos até os vasos sanguineos. 3. Chegada dos esporozoitos ao figado e invasdo do hepatocito. No interior
do hepatécito os merozoitos podem se desenvolver em: 4. Hipnozoitos, que sdo formas latentes ou 5. Trofozoitos,
esquizontes tissulares e varios merozoitos. 6. Formagdo do merossoma contendo merozoitos e rompimento dentro dos
vasos sanguineos do figado. 7. Liberagdo dos merozoitos e invasdo dos reticuldcitos. 8. Dentro dos reticuldcitos ocorre
o0 desenvolvimento dos merozoitos em anel, trofozoito e esquizonte. 9. O esquizonte contendo muitos merozoitos rompe
a membrana do reticuldcito e lisa a célula liberando os merozoitos sanguineos que irdo infectar novos reticuldcitos. 10.
Ap6s algumas geracBes de merozoitos sanguineos alguns se diferenciam em gametdcitos dentro dos reticuldcitos. 11.
Os gametdcitos sdo as formas infectantes para 0 mosquito, que ao ingeri-los durante o repasto sanguineo se infecta. 12.
Na membrana peritréfica do mosquito os gametdcitos terminam a gametocitogénese e ocorre a fecundagdo com
formagcdo do zigoto. 13. O zigoto encista no epitélio do intestino médio do mosquito sendo denominado de oocisto. 14.
O oocisto se rompe liberando esporozoitos infectantes na hemolinfa do mosquito para que atinjam a glandula salivar
15. Os esporozoitos migram para o ducto da glandula onde serdo inoculados no hospedeiro vertebrado juntamente com
a saliva, reiniciando o ciclo. Fonte: Adaptado de Mueller et al., 2009.

A infeccdo no homem inicia-se com a picada da fémea do género Anopheles
infectada. Durante o repasto sanguineo, as fémeas de anofelinos inoculam na pele do
hospedeiro os esporozoitos infectantes que estavam no interior de suas glandulas salivares
(Figura 2. Topico 1) (Medica & Sinnis, 2005). Os esporozoitos podem ficar muitos dias
nas células epiteliais e, somente aqueles que migram para a corrente sanguinea e alcangam
o figado sé@o capazes de se desenvolver e dar inicio a fase exo-eritrocitica do ciclo (Amino
et al., 2006a; Amino et al., 2006b) (Figura 2. Topicos 2-3).

Uma vez no figado, os esporozoitos invadem os hepatocitos e se diferenciam em
trofozoitos pré-eritrociticos. Os trofozoitos se multiplicam assexuadamente por
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esquizogonia, gerando esquizontes tissulares (Figura 2. Tépico 5). Os esquizontes
maduros dardo origem aos merozoitos, que sdo as Unicas formas capazes de infectar os
eritrécitos (revisto por Silvie et al., 2008). A liberacdo dos merozoitos pré-eritrociticos
do interior dos hepatdcitos ocorre através da formacdo de vesiculas denominadas
merossomas (Sturm et al., 2006). Essas vesiculas sdo formadas a partir da evaginacéo da
membrana da propria célula e, portanto, ndo ha lise do hepatocito (Figura 2. Tépico 6).
Os merossomas atingem o interior dos vasos sanguineos por diapedese e sO entdo sao
rompidos, liberando os merozoitos diretamente na circulagdo sanguinea (Figura 2. Tépico
7). A fase exo-eritrocitica do ciclo tem duracdo de aproximadamente duas semanas nas
infecgBes por P. vivax e P. falciparum. No caso do P. vivax e do P. ovale alguns
esporozoitos podem permanecer em uma forma latente no interior dos hepatdcitos, o0s
hipnozoitos, responsaveis pelas recaidas da doenca que ocorrem meses ou anos apos a
infeccdo inicial (Krotoski, 1985; revisto por Baird et al., 2007) (Figura 2. Tépico 4).

Com o inicio da fase eritrocitica da malaria humana, os merozoito sao capazes de
invadir, infectar e multiplicar nos eritrécitos, amplificando assim a infeccdo com ciclos
sucessivos de producdo de merozoitos sanguineos (Figura 2. Tdpicos 8-9). Importante
ressaltar que o P. vivax possui preferéncia por infectar os reticulécitos, que séo eritrocitos
jovens. Mais recentemente, foi demonstrado que o P. vivax invade preferencialmente
reticulocitos com alta expressdo do receptor CD71, células ainda predominantes na
medula déssea (Malleret et al., 2015). Por outro lado, o P. falciparum infecta tanto
eritrécitos jovens quanto maduros (Mcqueen & Mckenzie, 2004).

O processo de invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos é bastante especifico e
ocorre através diferentes etapas: (I) ao encontro com o eritrocito 0 merozoito
primeiramente adere-se a ele; (I1) em seguida o parasito se reorienta, de forma que as
organelas do complexo apical tenham contato com a membrana do eritrdcito. Tal contato
permite (111) a formacédo da juncdo mdvel que auxilia na interiorizacdo do parasito €, por
fim, (1V) ocorre a invasdo com formacao do vacuolo parasitéforo (revisto por Cowman
& Crabb, 2006; revisto por Miller et al., 2013).

As formas sanguineas sdo responsaveis pela morbidade da maléaria, j& que a lise
dos eritrdcitos, juntamente com a liberacdo dos merozoitos, de produtos do parasito e
pigmento malarico (produto da digestdo da hemoglobina), leva a inflamacéo sistémica e
culmina nos principais sintomas clinico da doenca, que inclui o paroxismo tipico
associado a doenca (febre e calafrios) (Glushakova et al., 2005).

Apo0s algumas geragbes de merozoitos sanguineos, alguns irdo, por mecanismos e
estimulos desconhecidos, se desenvolver em gametdcitos imaturos e posteriormente em
gametdcitos maduros, masculinos e femininos (Figura 2. Topico 10). Os gametdcitos sdo
0s estagios sexuados do ciclo bioldgico dos plasmadios e sé amadurecem para realizarem
a fecundacdo no interior do sistema digestério do mosquito vetor, onde encontram
condigdes propicias para seu desenvolvimento (revisto por Sinden, 1983).

O ciclo no mosquito tem inicio quando a fémea do Anopheles, durante o repasto
sanguineo, ingere gametocitos femininos e masculinos. No intestino médio do mosquito
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tem-se o inicio do ciclo sexuado ou esporogonico, (Figura 2. Topico 11) pois com o
aumento do pH (Nijhout & Carter, 1978), diminuicdo da temperatura (Roller & Desser,
1973; Sinden & Croll, 1975) e altos niveis de acido xanturénico (Billker et al., 1998), os
gametaocitos finalizam a gametocitogénese. O gametdcito feminino se desenvolve, entéo,
em um macrogametocito e o masculino em oito microgametocitos. A fecundacdo ocorre
ainda no intestino médio, aproximadamente 2 horas ap6s a ingestdo, gerando o zigoto
(revisto por Vlachou et al., 2006). Em 24 horas tem-se 0 desenvolvimento do zigoto em
oocineto que se movimenta por contracdes e, dessa forma, atravessa a matriz peritrofica,
alcanca a parede do intestino médio e encista na camada epitelial passando a ser
denominado de oocisto (revisto por Sinden, 2015) (Figura 2. Tépicos 12-13).

O oocisto, no interior das celulas epiteliais, se multiplica por esporogonia dando
origem aos esporozoitos. Em torno de 9 a 14 dias corridos desde a infeccdo, ocorre a
ruptura da parede do oocisto e liberacdo dos esporozoitos para a hemolinfa do mosquito.
Carreados passivamente pela hemolinfa os esporozoitos chegam até as glandulas
salivares, migram para o canal central da glandula e posteriormente para o ducto salivar
onde serdo inoculados no hospedeiro vertebrado durante o préximo repasto sanguineo do
mosquito reiniciando o ciclo (revisto por Sinden, 2015) (Figura 2. Tdpicos 14-15).

1.3.1- Caracteristicas biologicas do P. vivax e suas implicac@es no combate a doenca

Atualmente, as principais estratégias de controle ao P. vivax advém daquelas ja
utilizadas contra o P. falciparum que se baseiam, principalmente, no diagnostico oportuno
da doenca e tratamento dos infectados. No entanto tais medidas nao sao eficazes contra o
P. vivax devido a algumas caracteristicas bioldgicas particulares como:

(1) presenca de hipnozoitos que podem reiniciar o ciclo sanguineo sem
necessidade de uma nova picada do mosquito Anopheles, dificultando a
cura do individuo (revisto por Baird et al., 2007);

(i) dificuldades no tratamento, ja que as Unicas drogas ativas capazes de matar
0s hipnozoitos (8-aminoquinolinas) podem induz hemdlise em individuos
portadores de uma mutacdo genética que leva a deficiéncia da enzima
G6PD (via glicolitica) (revisto por Beutler et al., 2007);

(iii)  preferéncia por infectar reticulocitos jovens (CD71%) que culmina em
baixas parasitemias e consequentemente em dificuldades de deteccdo do
parasito pelo método rotineiro de diagnostico (microscopia 6tica) (revisto
por Moreno-Pérez et al., 2013);

(iv)  producdo precoce de gametocitos, formas infectantes para 0 mosquito
vetor, que podem estar presentes na corrente sanguinea antes mesmo do
inicio dos sintomas clinicos (revisto por Bassat et al., 2016; revisto por
Adapa et al., 2019). Assim, o P. vivax tem maior potencial para a
transmissdo quando comparado ao P. falciparum (revisto por Bousema &
Drakeley, 2011);
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(v) proporcdo elevada de infeccbes subpatentes e assintomaticas,
principalmente em areas de baixa transmissdo (Cheng et al., 2015;
Almeida et al., 2018) como é o caso da Amaz6nia brasileira (Amaral et
al., 2019).

Essas particularidades inerentes ao P. vivax que complexificam a utilizacdo dos
métodos atuais de combate ao parasito somada aos diversos relatos de resisténcia do P.
vivax as drogas antimalaricas e dos vetores aos inseticidas (revisto por Price et al., 2014)
demonstra 0 insucesso progressivo do panorama global de controle e eliminagdo da
maldria vivax.

Verifica-se entdo a urgente necessidade de desenvolvimento e aplicacdo de
medidas de controles especificas contra o P. vivax ou que, no minimo, abranjam as
particularidades da espécie. Neste contexto, o desenvolvimento de uma vacina eficaz é
uma estratégia relevante, pois pode levar a eliminacdo da doenca em muitas regies do
mundo. Na Ultima década varios grupos de pesquisa vém se empenhando no
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o P. vivax, no entanto, ainda ndo existe um
candidato altamente eficiente ou adequado. Enquanto a pesquisa vacinal contra o P.
falciparum tem progredido bastante, com painéis de grande escala de antigenos sendo
testados e um candidato em fase Ill de triagem clinica, a maioria das vacinas em
desenvolvimento contra o P. vivax ainda estdo em fase pré-clinica ou nas fases iniciais
dos ensaios clinicos (revisto por Antonelli et al., 2020).

O estudo das proteinas do P. vivax e suas funcfes é bastante desafiador uma vez
que ndo h& um sistema de cultivo continuo das formas sanguineas desta espécie, limitando
a busca por candidatos vacinais. Neste contexto diferentes abordagens tém sido
desenvolvidas para auxiliar no estudo e desenvolvimento de vacinas contra esta espécie.

Em 2008, a partir da publicagio do genoma do P. vivax por Carlton e
colaboradores, os estudos vacinais se intensificaram. Centenas de genes do P. vivax foram
expressos e bibliotecas de antigenos transcritos e traduzidos foram construidas.
Atualmente as bibliotecas sdo utilizadas para investigar a resposta imune tanto em
individuos experimentalmente infectados (Arévalo-Herrera et al., 2016), quanto
naturalmente expostos ao P. vivax (Chen et al., 2010; Chuquiyauri et al., 2015). A
presenca dessa ferramenta € um impulso significativo para o campo, ja que sua aplicacdo
em estudos longitudinais bem desenhados pode levar a identificacdo de antigenos do P.
vivax especificos que possam ser associados a protecao.

Nesse sentido, enfoque deve ser dado ao estudo da imunidade naturalmente
adquirida pelos individuos expostos ja que essa imunidade parece ser adquirida mais
precocemente no caso do P. vivax (revisto por Adams & Muller, 2017).

1.4-Imunidade naturalmente adquirida contra a malaria

Imunidade naturalmente adquirida é uma capacidade inerente ao hospedeiro de
responder de forma mais eficiente a um patdgeno frente a uma ou mais exposicao
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subsequente ao mesmo patdgeno, o que pode levar a uma imunidade protetora. No caso
da maléria, os estudos tém mostrado que a imunidade adquirida pode levar muitos anos
para se desenvolver (revisto por Doolan et al., 2009).

O desenvolvimento da imunidade protetora contra a malaria tem sido melhor
caracterizado a partir de investigacdes epidemioldgicas realizadas em &reas hiper e
holoendémicas para o P. falciparum, onde verificou-se que criangas, gestantes e adultos
ndo-imunes eram mais suscetiveis a doenca clinica se comparado aos adultos residentes
na mesma area (Koch, 1900; revisto por Marsh & Kinyanjui, 2006; revisto por Anstey et
al., 2009). Observou-se também que apés sucessivas infecgcdes, as criancas em idade
escolar tenderam a desenvolver uma protecéo clinica contra os sintomas mais graves da
doenca embora permanecessem com carga parasitaria relativamente alta. Isto evidencia
que a imunidade contra os sintomas, isto ¢, imunidade denominada “anti-toxica” se
desenvolve antes da imunidade parasito-especifica, que é responsavel pela reducdo dos
niveis parasitarios (revisto por Ademolue & Awandare, 2018). Presume-se entdo que a
exposicao continuada ao parasito seja atraves de novas infec¢des ou recorréncias ao longo
dos anos leva a uma imunidade protetora contra o parasito capaz de reduzir 0s niveis
parasitarios (revisto por Marsh & Kinyanjui, 2006; Stanisic et al., 2015). Esta imunidade
é parcial e depende da exposicdo continua ao parasito nas areas de transmissao (revisto
por Ademolue & Awandare, 2018).

De maneira geral, a racional da pesquisa de vacinas contra a malaria se baseia nas
evidéncias bem estabelecidas de que o individuo desenvolve imunidade protetora contra
a doenca clinica apos longo tempo de exposicdo a transmissdo (revisto por Vijayan &
Chitnis, 2019). Assim, para o desenvolvimento de vacinas que possam ser eficazes, faz-
se necessario conhecer os antigenos e mecanismos envolvidos na prote¢do contra a
malaria. No entanto, tal conhecimento é ainda bastante limitado no que concerne ao P.
vivax, principalmente por esta espécie ter sido negligenciada por muitos anos. Como
resultado, a maioria dos estudos sobre mecanismos imunes protetores foram descritos
para o P. falciparum ou em modelos experimentais. Embora pareca razoavel supor que
0s principios-chave da imunidade contra P. falciparum também se apliquem ao P. vivax,
as diferencas biologicas significativas entre as duas espécies requerem cautela ja que o0s
mecanismos especificos podem diferir entre estas espécies.

Evidéncias mais recentes confirmam que em areas hiperendémicas o P. vivax
também induz imunidade clinica (Genton et al., 2008; Franca et al., 2016a; Franca et al.,
2016b). De fato, estudos classicos de malarioterapia ja indicavam que a imunidade
protetora contra o P. vivax é adquirida mais rapidamente que aquela induzida pelo P.
falciparum (Cohenet al., 1961; Cohen et al., 1969). Apesar das razdes para esta diferenca
no padrdo de imunidade ndo serem conhecidas, especula-se que no caso do P. vivax
aquelas particularidades, como a maior frequéncia de infecgdes com baixas parasitemias
(subpatentes) e presenca de recaidas pelas formas latentes do figado (hipnozoitos),
poderiam contribuir para a relativamente rapida aquisi¢cdo da imunidade (revisto por
Mueller et al., 2013).
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Mesmo em areas de baixa endemicidade, onde a transmissdo € instavel, como é o
caso da Regido Amazonica, existem evidéncias da aquisi¢do da imunidade naturalmente
adquirida pela populacdo, particularmente pelo P. vivax, espécie mais prevalente na
regido (Ladeia-Andrade et al., 2009; Souza-Silva et al., 2010). Nestas &reas, 0s autores
demonstraram que a imunidade protetora poderia ser evidenciada pela diminuicdo de
infeccdes sintomaticas em funcdo do tempo de residéncia dos individuos na Amazonia
brasileira, indicando o desenvolvimento de algum grau de imunidade clinica.

Embora 0os mecanismos imunes que conferem protecdo clinica ao individuo nao
estejam totalmente esclarecidos, os anticorpos contra as formas sanguineas parecem ter
papel crucial, particularmente, os anticorpos neutralizantes, isto €, que impedem a invasao
do P. falciparum nos eritrocitos (Healer et al., 2019) ou do P. vivax em reticuldcitos
(Michon et al., 2000).

1.4.1. -Papel dos anticorpos na resposta imune contra a maléria

Como os eritrocitos ndo expressam MHC de classe | ou Il - que poderiam levar
ao reconhecimento das células infectadas pela imunidade inata ou pela resposta imune
adaptativa de células T - a imunidade contra as formas sanguineas dos plasmddios é
majoritariamente mediada pelos anticorpos (revisto por Hill et al., 2017). As evidéncias
do papel fundamental dos anticorpos na protecao clinica vém de experimentos classicos
de malarioterapia onde imunoglobulinas eram transferidas de adultos hiper imunes para
criancas acarretando na protecdo desta contra a infecgdo e/ou reducdo do risco de
evolucdo da doenca (Cohen et al., 1961; Cohen et al., 1969). Diversos estudos
soroepidemioldgicos posteriores confirmaram tais evidéncias (Sabchareon et al., 1991;
revisto por Dobbs & Dent, 2016).

Os anticorpos especificos naturalmente adquiridos durante as infeccdes malaricas
sdo, predominantemente, do is6tipo 1gG e IgM e podem ser direcionados: (i) contra 0s
antigenos dos esporozoitos (fase exo-eritrocitica) (revisto por Julien & Wardemann,
2019); (i) contra antigenos dos merozoitos (fase eritrocitica) (revisto por Fowkes et al.,
2010) e, (iii) contra antigenos presentes na membrana dos eritrocitos/reticulécitos
parasitados (fase eritrocitica) (Bull et al., 1998). Os anticorpos que atuam contra 0s
merozoitos sdo relevantes e amplamente estudados, ja que podem impedir a invasdo dos
eritrécitos, inibindo o ciclo sanguineo, responsavel pela morbidade da doenca. Nesse
sentido sabe-se que tanto as proteinas de superficie dos merozoitos quanto aquelas
liberadas do interior das organelas apicais, como € o caso de roptrias € micronemas, Sao
alvos desses anticorpos, incluindo os anticorpos neutralizantes ou blogueadores da
interacdo parasito-célula hospedeira (revisto por Beeson et al., 2016).

1.4.1.1. Resposta de anticorpos IgG contra as formas sanguineas dos parasitos da
maléaria

Tanto nas infecc¢Oes pelo P. vivax, quanto pelo P. falciparum, observa-se que a
maioria dos anticorpos naturalmente adquiridos contra os antigenos do merozoito sdo do
isotipo IgG, das subclasses IgG1 e IgG3 (revisto por Cutts et al., 2014; revisto por Beeson
et al., 2016). De relevancia, essas subclasses possuem a regido Fc com alta afinidade por
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receptores FCR de diferentes células fagociticas do sistema imune, além de se ligarem
fortemente aos componentes do Sistema do Complemento. Portanto, a opsonizagao dos
merozoitos pelos anticorpos 1gG1 ou 1gG3 poderia estimular a fagocitose e o Sistema do
Complemento para atuar na eliminagdo do parasito. De fato, diversos trabalhos tém
demonstrado a importancia de tais mecanismos para a protecéo clinica contra a malaria
(revisto por Hill et al., 2017).

Nas infeccdes pelo P. falciparum a via cléssica do sistema do complemento é
ativada logo apds a opsonizacéo, levando a lise do merozoito ou inibindo a invasdo ao
eritrocito diretamente (Boyle et al., 2015). A opsonizacdo potencializa a fungdo do
Sistema do Complemento ja que na auséncia dos anticorpos 1gG1 ou 1gG3 especificos a
deposicdo dos componentes deste sistema na superficie do merozoito é limitada a
presenca de fatores regulatorios e, portanto, mais lenta (Boyle et al., 2015; Kennedy et
al., 2016; Rosa et al., 2016). Recentemente foi observado que nas infec¢des pelo P. vivax
também ocorre uma ativacéo precoce do sistema do complemento quando 0 merozoito é
opsonizado por 1gG1 e IgG3 anti-MSP (Merozoite Surface Protein) (Vallejo et al., 2018;
Oyong et al., 2019).

Além da ativagdo rapida do sistema do complemento, 0s anticorpos opsonizantes
podem se ligar aos receptores de IgG (FcyRI, FcyRIla e FcyRIII) nos fagécitos como
macrdofagos, mondcitos e neutrdfilos podendo resultar em diferentes mecanismos de
destruicdo parasitaria (revisto por Hill et al., 2017) como a seguir:

(i) Fagocitose de eritrdcitos parasitados e/ou dos merozoitos, cujos estudos estdo
bem caracterizados em P. falciparum (Trubowitz & Masek, 1968; Hill et al., 2013; Osier
et al., 2014; Kana et al., 2017). No caso do P. vivax, o estudo da eritrofagocitose ainda é
um desafio devido a auséncia do sistema de cultivo in vitro do parasito.
Consequentemente, os dados ainda sdo contraditérios e pouco se sabe sobre a real
contribuicdo deste mecanismo para o controle da doenca (Antonelli et al., 2014; Saha et
al., 2016). Recentemente, um novo ensaio de fagocitose ex vivo por citometria de fluxo
para merozoitos de P. vivax tem sido proposto (Farias et al., 2019) e poderé ser utilizado
em estudos futuros. Espera-se que sua contribuicdo na maléria por P. vivax possa ser
elucida em curto e médio periodo de tempo.

(if) Inibicdo celular dependente de anticorpo (Antibody-Dependent Cellular
Inhibition — ADCI) e citotoxicidade celular dependente de anticorpo (Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity-ADCC). Apo6s a ligacdo entre o anticorpo IgG
opsonizador e o receptor FCR das células efetoras —isto €, mondcitos para ADCI e células
NK para ADCC - ocorre a liberacdo de inibidores solUveis e/ou fatores citotoxicos que
impedem o desenvolvimento parasitario (Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Chimma et al.,
2009). O ADCI tem sido bem descrito nas infeccdes pelo P. falciparum (Bouharoun-
Tayoun et al., 1990), enquanto o ADCC tem sido mais estudado so recentemente (Arora
et al., 2018; Hart et al., 2019).

(iii) Estresse oxidativo. Apesar deste mecanismo contribuir para a morte do
parasito (Gyan et al., 1994; Kapelski et al., 2014), tem sido questionado a sua relevancia
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no controle da malaria (revisto por Hill et al., 2017). Apds 0 encontro com 0 merozoito
opsonizado de P. falciparum, os neutréfilos, de fato, produzem mais espécies reativas de
oxigénio (ROS), oxido nitrico (NO), seus intermediarios e outros componentes toxicos
(Kumaratilake & Ferrante, 1992). No entanto tal mecanismo somente se correlaciona com
protecdo clinica se associado ao ADCI (Joos et al., 2010; Murungi et al., 2016). Em
relacdo as infecgdes pelo P. vivax, a infecgdo inicial leva a queda nas populacdes de
neutrofilos (mecanismo de evasdo imune) (Vallejo et al., 2018), portanto o estresse
respiratorio mediado por anticorpos e neutréfilos pode ndo ser um mecanismo tao
eficiente contra esta espécie.

E importante ressaltar que todos esses mecanismos ocorrem simultaneamente no
hospedeiro a fim de combater a infeccdo, todavia, como 0s estudos 0s investigam
separadamente € dificil saber a real contribui¢do de cada um na imunidade clinica. Além
disto, de grande interesse tém sido os anticorpos neutralizantes, isto €, aqueles capazes de
bloguear a invasdo da célula hospedeira, j& que 0s mesmos podem estar associados a
protecdo clinica (revisto por Beeson et al., 2016; Urusova et al., 2019).

Tem sido observado que alguns anticorpos 1gGs especificos contra determinados
antigenos do Plasmodium podem bloquear a invasdo dos merozoitos aos eritrocitos e
consequentemente atuar diretamente no controle da parasitemia (Cohen et al., 1969;
(O'donnell et al., 2001). Tais anticorpos, denominados anticorpos neutralizantes e/ou
inibitdrios (Binding Inhibitory Antibodies — BIAbs), tém se mostrado promissores para
o0s estudos vacinais que buscam bloquear a interacéo ligante-receptor (King et al., 2008).
Enquanto para o P. falciparum os ensaios inibitorios in vitro estdo bem estabelecidos, ja
que as formas sanguineas deste parasito tém sido mantidas em cultura continua desde
1976 (Trager & Jensen, 1976), os ensaios in vitro com P. vivax tém sido mais
complicados. A falta de cultura continua das formas sanguineas do parasito tem limitado
estes ensaios, que sdo atualmente restritos a poucos grupos de pesquisa.
Consequentemente, métodos indiretos tém sido mais utilizados como é o caso da
expressao do ligante de interesse em superficie de células transfectaveis (Shakri et al.,
2012). Estes ensaios tem possibilitado a pesquisa de anticorpos com atividade BIAbs, o
que poderéa acelerar o processo de descobrimento de vacinas contra as formas sanguineas
do P. vivax.

1.4.1.2- Resposta de anticorpos IgM contra as formas sanguineas dos parasitos da
maléaria

Embora na maléaria a resposta de anticorpos IgG tem sido historicamente bem
caracterizada, achados recentes sugerem que os anticorpos IgM podem ser relevantes
inclusive para o desenvolvimento de vacinas (Boyle et al., 2019; Boonyaratanakornkit &
Taylor, 2019). Até 0 momento, 0s poucos estudos conduzidos sobre o papel de IgM na
resposta imune de malaria tém sido focados principalmente na infecgéo por P. falciparum,
portanto, raros sdo os estudos que investigaram anticorpos IgM durante as infec¢oes pelo
P. vivax. Apesar disto, niveis relativamente elevados de anticorpos IgM especificos contra
diferentes antigenos de ambas espécies tém sido relatados em diversas populacdes
residentes em areas de transmissdo (Dodoo et al., 2008; Richards et al., 2010; Adu et al.,
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2016), incluindo o Brasil (Riccio et al., 2013; Figueiredo et al., 2017; Bittencourt et al.,
2018).

No que se refere aos mecanismos de protecdo envolvendo anticorpos IgM na
maléria, a maior parte dos dados diz respeito a malaria experimental em modelo murino
(Couper et al., 2005; Borges Da Silva et al., 2018). Por outro lado, anticorpos IgM néo
especificos para antigenos dos plasmdédios, mas dirigidos contra epitopos a-galactosil de
bactérias da microbiota intestinal, tém sido correlacionados com protecdo contra malaria
por P. falciparum (Yilmaz et al., 2014; Aguilar et al., 2018). Niveis elevados desses
anticorpos foram recentemente descritos nas infecc@es pelo P. vivax no Brasil, mas sem
nenhuma correlacdo com protecéo clinica (Coelho et al., 2019).

Em relacdo aos anticorpos IgM especificos contra antigenos do P. falciparum em
populacdes africanas, a intensidade e amplitude desses anticorpos foram associados com
resisténcia genética a infeccdo (Arama et al., 2015). Além disso, um estudo recente
demonstrou que individuos que sobreviveram a malaria cerebral apresentavam niveis
maiores de IgM contra merozoitos do P. falciparum quando comparado aos que nao
sobreviveram (Mbengue et al., 2019), sugerindo que estes anticorpos podem ser criticos
no mecanismo de protecao.

Recentemente, Boyle e colaboradores (2018) demonstraram que anticorpos IgM
naturalmente adquiridos contra o P. falciparum podem ativar o Sistema do Complemento
(via classica) in vitro levando a lise do parasito, e bloqueando, portanto, a progressdo da
infeccdo de eritrécitos. De fato, estima-se que os anticorpos IgM séo bastante efetivos
como ativador do sistema do complemento, sendo necessaria apenas uma tnica molécula
de IgM para lisar um eritrdcito, enquanto que, para o mesmo efeito, sdo necessarias 100
moléculas de IgG (Cooper, 1985; Carroll, 2004). Boyle e colaboradores (2018)
demonstraram ainda que os niveis de IgM especificos se correlacionaram com a protecédo
clinica nas criancas expostas a transmissao em areas hiperendémicas.

1.4.1.3- Novo paradigma para a imunidade humoral baseado na resposta de anticorpos
IgM de alta especificidade

Classicamente, ap0s primeiro contato com o antigeno ocorre uma rapida elevagédo
nos niveis de anticorpos IgM (de baixa especificidade) no soro do individuo, que
declinam rapidamente (3 a 4 semanas), sendo substituidos pelos anticorpos 1gG (de alta
afinidade) que permanecem com niveis elevados por varias semanas (Figura 3a). Apds o
segundo encontro com 0 mesmo antigeno observa-se que ocorre um “booster” nos niveis
de 1gG, sendo que esses anticorpos predominam na resposta secundaria e sdo
responsaveis pela memoria imunoldgica. Em funcdo deste conceito tradicional, aqueles
individuos com altos niveis de IgM antigeno-especifico no soro consistem,
provavelmente, em portadores de infeccGes agudas, pois durante a fase crbnica da
infeccdo o isétipo predominante seria IgG. Este paradigma de indugéo precoce de IgM de
baixa afinidade seguida pela conversdo em anticorpos IgG de alta afinidade tem sido
historicamente aceito para as respostas humanas contra diferentes agentes infecciosos
(revisto por Guzman et al., 2010; revisto por Busch et al., 2008; Tomaras et al., 2008).
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Figura 3. Modelos propostos para a resposta de anticorpos IgM e IgG contra a malaria. (a) No paradigma
convencional, os niveis de anticorpos IgM especificos mas de baixa afinidade contra o Plasmodium aumentam e
declinam em até 4 semanas durante a resposta primaria, sendo basais na resposta secundaria e, os anticorpos IgG,
que atingem o pico por volta da 42 semana sdo responsaveis pela imunidade de longa-duracéo (alta afinidade). (b) Em
um novo paradigma de imunidade contra a maldria, a resposta dos anticorpos IgM de alta afinidade, assim como a
de 1gG, é sustentada e participa da imunidade de longa duracdo. Fonte: Adaptado de Boonyaratanakornkit & Taylor,
20109.

No entanto, achados recentes tém sugerido que os anticorpos IgM podem sofrer
hipermutacdo somatica, tornando-se altamente especificos e levando ao desenvolvimento
de resposta imune de vida longa (Bohannon et al., 2016). Achados semelhantes foram
descritos para a malaria murina (Krishnamurty et al., 2016). Estes dados tém sido
reforgados por estudos de cinética de anticorpos IgM/IgG em populagdes expostas ao P.
falciparum (Boyle et al., 2019), levando a proposicdo de que anticorpos IgM de alta
afinidade podem exibir uma cinética similar a de anticorpos IgG em infec¢des
subsequentes (Figura 3b). Em relacdo ao P. vivax, embora os dados ainda sejam escassos,
um estudo recente demonstrou a presenca de IgM especifico contra merozoitos por cerca
de 30 dias ap0s o tratamento e eliminacdo do parasito (Patgaonkar et al., 2018).

Em conjunto, todos estes dados apontam a importancia de esclarecimentos sobre
a resposta de anticorpos IgM antigeno-especifica na malaria, particularmente, para o
desenvolvimento de vacinas contra o P. vivax, espécie predominante na Amazdnia
brasileira.

1.5-Antigenos alvo para o desenvolvimento de vacinas contra as formas
sanguineas do P. vivax

De maneira geral, 0s anticorpos IgG e, possivelmente IgM, contra as proteinas de
formas sanguineas dos parasitos da malaria podem mediar a imunidade naturalmente
adquirida (revisto por Mueller et al., 2013; Boyle et al., 2019). No caso do P. vivax, as
proteinas localizadas em organelas apicais e/ou superficie dos merozoitos tém sido alvos
para o desenvolvimento de vacinas contra o parasito (revisto por Lopez et al., 2017).
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Diferentes proteinas dos merozoitos tém sido estudadas, principalmente aquelas
localizadas nas organelas apicais que participam do processo de invasdo das células
hospedeira (revisto por Patarroyo et al., 2020). Entre os principais antigenos candidatos
a vacina incluem a Duffy binding protein (DBP) que est4 envolvida na invasdo dos
reticuldcitos (item 1.5.2) e a principal proteina de superficie dos merozoitos (MSP-1)
(item 1.5.1).

1.5.1- Proteina de superficie do merozoito 1 (MSP-1)

Entre as proteinas de formas sanguineas do P. vivax que tém se mostrado bastante
promissoras nos estudos de protétipos vacinais inclui a familia das proteinas de superficie
de merozoito (Merozoite Surface Protein — MSP) (revisto por Lopez et al., 2017). A
familia MSP é composta por diversas proteinas de superficie do merozoito, dentre elas as
MSP-1, MSP-9 e MSP-3. Embora todas estas proteinas tenham sido estudadas do ponto
de vista da imunidade naturalmente adquirida, a MSP-1 € a que foi melhor caracterizada
tanto para o P. vivax quanto para o P. falciparum (Wang et al., 2016).

A MSP-1 é uma proteina de membrana presente durante todo o ciclo eritrocitico.
Essa proteina é sintetizada a partir de um precursor de alto peso molecular
(aproximadamente 200-kDa), que é processado em varios fragmentos (83, 30, 38 e
42kDa) (Blackman et al., 1990). Durante a invasédo do eritrdcito, o fragmento C-terminal
de 42-kDa (MSP-142) € clivado em dois sub-fragmentos: 33-kDa (MSP-133) e 19-kDa
(MSP-119) (Stafford et al., 1994). Apenas a MSP-119 permanece na superficie do
merozoito, aderida através de uma ancora de glicosilfosfatidilinisotol (GPI) no momento
da invasdo (Blackman et al., 1990; Gerold et al., 1996). Dessa forma, a MSP-119 é
transportada para dentro dos eritrdcitos e permanece ligada ao trofozoito jovem recém-
formado (Freeman & Holder, 1983; Galinski et al., 1992; Holder et al., 1992; Nogueira
et al., 2006). Alguns estudos demonstraram ainda que a MSP-119 é composta de dois
dominios de fatores de crescimento epidermal (Epidermal Grownt factor — EGF) bastante
imunogénicos na infecgdo natural em humanos (Holder et al., 1992; Soares et al., 1999).
De importancia ainda, os dois dominios de EGF interagem com os eritrdcitos tendo papel
critico na invasdo dos mesmos (Morgan et al., 1999; Boyle et al., 2010; Min et al., 2017).

Estudos de vacinagdo em camundongos com a MSP-119 demonstraram que j& na
segunda imunizacdo os titulos de anticorpos nos soros dos camundongos contra esse
fragmento aumentavam consideravelmente (Kaslow & Kumar, 1996; Cunha et al., 2001,
Soares and Rodrigues, 2002). Estudos realizados em individuos residentes das areas
endémicas do Brasil observaram que a resposta de anticorpos contra a MSP-119 aumenta
em funcdo da exposicdo (Soares et al., 1997; Ladeia-Andrade et al., 2007; Fernandez-
Becerra et al., 2010; Storti-Melo et al., 2011) e que essa proteina é bastante imunogénica
nos individuos naturalmente expostos ao P. vivax (Soares et al., 1999; Rodrigues et al.,
2003; Morais et al., 2005; Barbedo et al., 2007; Bastos et al., 2007; Mouréo et al., 2012;
Riccio et al., 2013).

Diversos outros estudos foram conduzidos com a MSP-119 em outras areas com
transmisséo do P. vivax ao redor do globo e em todos foi possivel confirmar a elevada
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imunogenicidade da proteina (Ak et al., 1998; Park et al., 2001; Valderrama-Aguirre et
al., 2005; Pitabut et al., 2007; Wickramarachchi et al., 2007; Zeyrek et al., 2008; Mehrizi
et al., 2009; Xia et al., 2015).

Embora muitos estudos tenham demonstrado que a exposi¢do continua a malaria
induz niveis elevados de anticorpos contra a MSP-119, poucos estudos associaram estes
anticorpos a imunidade protetora (Freeman & Holder, 1983; Galinski et al., 1992; Holder
et al., 1992; Nogueira et al., 2006).

1.5.2- Proteina de ligacdo ao grupo sanguineo Duffy do Plasmodium vivax (DBP)

Baseado no mecanismo de inducdo de anticorpos inibitérios IgGs (BIAbs)
acredita-se que o desenvolvimento de vacina contra as formas sanguineas do P. vivax
possa ser mais vidvel. Isto porque o parasito apresenta uma caracteristica bioldgica
particular que restringe o processo de invasao aos reticuldcitos. Mais especificamente, a
invasdo do P. vivax é altamente dependente de um antigeno de grupo sanguineo presente
na superficie dos reticulécitos — Duffy receptor para quimiocinas (Duffy
Antigen/Receptor for Chemokines - DARC) (Miller et al., 1976) - que se liga a proteina
do parasito denominada Duffy Binding Protein (DBP) (Adams et al., 1990). Como a
interagdo DBP-DARC é a principal via de invasdo aos reticuldcitos conhecida, os BIAbs
direcionados contra a DBP ao bloquear a invasdo da célula hospedeira podem impedir a
evolucéo da infec¢do (Michon et al., 2000; Grimberg et al., 2007; Ceravolo et al., 2008;
King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010; Chootong et al., 2012). Dessa forma a infec¢ao
por P. vivax pode ser controlada de maneira mais eficaz do que pelo P. falciparum, onde
existem outras vias de invasdo bem conhecidas (revisto por Cowman et al., 2012; revisto
por Cowman et al., 2017).

A proteina DBP, portanto, € a chave para o processo de invasdo e um dos
principais antigenos candidatos ao desenvolvimento de uma vacina contra a malaria vivax
(Singh et al., 2018). A natureza vital da interacdo DBP-DARC é evidente pela baixa
prevaléncia de P. vivax em areas onde as populacGes sdo Duffy negativas, isto €,
caracterizadas pela auséncia do receptor DARC eritrocitico, como visto no Oeste da
Africa (Miller et al., 1976). Apesar de estudos recentes confirmarem a ocorréncia de
infecgBes por P. vivax em individuos DARC-negativos, isso parece ocorrer mais
frequentemente em algumas regides especificas (Cavasini et al., 2006; Ménard et al.,
2010; Waurtz et al., 2011). Embora sejam desconhecidas as vias de invasdo envolvidas na
infeccdo de eritrocitos DARC-negativos, o P. vivax parece ter evoluido de forma a utilizar
outros ligantes paralogos da DBP (Ntumngia et al., 2016).

A DBP tem peso de aproximadamente 140kDa e ¢é localizada em organelas
apicais do merozoito de P. vivax denominadas micronemas. A exteriorizacdo da DBP
ocorre somente momentos antes da invasdo para que interaja com seu receptor cognato
DARC presente na membrana do reticuldcitos (Adams et al., 1990; Adams et al., 1992).
Recentemente a estrutura cristalizada da DBP foi elucidada e um modelo de ligagéo ao
DARC foi proposto (Figura 4A). Neste modelo, a ligagdo DBP-DARC ocorre através da
dimerizagéo da DBP, sendo que o dimero se liga, inicialmente, a apenas uma molécula
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de DARC, mas em seguida recruta outra, formando um heterotetrdmero estavel
(Batcheloretal., 2011). A DBP possui 6 regides (I-V1) de dominios extracelulares (Figura
4B). A ultima regido possui um dominio citoplasmatico e um dominio que atravessa a
membrana da célula. O dominio rico em cisteina compreende as regides Il a VI. Na regido
Il da proteina localiza-se o dominio da ligagdo funcional ao receptor DARC. A regido 1l
da DBP é composta por 330 aminoacidos e caracterizada por um dominio de 12 residuos
de cisteinas conservados onde foi mapeado o sitio de ligacdo DBP-DARC (Chitnis &
Miller, 1994; Chitnis et al., 1996). Tal dominio esta localizado em um segmento de
aproximadamente 170 aminoacidos entre as cisteinas 4 e 7 da regido Il (Ranjan & Chitnis,
1999; Vanbuskirk et al., 2004; Sampath et al., 2013).
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Figura 4. Proteina de ligagdo ao grupo Duffy do Plasmodium vivax (PvDBP). A Modelo de ligagdo da
DBP a DARC. A DBP é expressa na membrana do P. vivax pouco antes da invasdo. O dimero (verde e
amarelo) de DBP reconhece e se liga ao dimero de DARC (vinho e vermelho) formando um heterotetramero
(Modificado de Batchelor et al., 2011). B Representagdo esquematica dos dominios estruturais da DBP. A
proteina possui seis regides de dominios extracelulares (I-V1) e uma regido (V1) de dominio citoplasmatico
(DC) e transmembrana (TM). Na regido Il encontra-se o dominio de ligacdo funcional de DBP-DARC.
Fonte: Adaptado de Souza-Silva et al., 2014.

Com o objetivo de conhecer a capacidade antigénica e imunogénica da proteina
candidata a vacina, estudos sobre a resposta imune contra a DBPII tém sido conduzidos
em populagdes expostas a transmissdo (revisto por Longley et al., 2016). Os estudos
iniciais demonstraram que individuos naturalmente expostos a maléria produziam
anticorpos lIgGs contra a regido Il da DBP (Fraser et al., 1997). Posteriormente, muitos
relatos do desenvolvimento desses anticorpos foram documentados em populagdes de
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diferentes regides endémicas (Cole-Tobian et al., 2002; Suh et al., 2003; Tran et al., 2005;
Barbedo et al., 2007; Zakeri et al., 2011; Valizadeh et al., 2014).

Nos ultimos 10 anos, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo um trabalho
pioneiro que visa caracterizar a resposta imune a DBPII em regibes da Amazonia
brasileira (De Sousa et al., 2014). Os resultados permitiram demonstrar que individuos
naturalmente expostos & malédria na Amazonia brasileira desenvolvem anticorpos 1gG
contra DBPII, sendo a prevaléncia destes anticorpos em func¢do do tempo de exposi¢édo
do individuo nas areas de transmissdo (Ceravolo et al., 2005). De fato, foi possivel
demonstrar que cada ano de exposicdo aumentou em 2% a chance do individuo
desenvolver anticorpos contra a DBPII (Sousa et al., 2010). De relevancia, parte destes
anticorpos foi capaz de bloguear a interacéo ligante-receptor (BIAbs) (Sousa et al., 2010).
Em concordancia com estes achados, a presenca dos BIAbs ja foi descrita em varias
regides endémicas para P. vivax no mundo (Michon et al., 2000; Grimberg et al., 2007;
Ceravolo et al., 2008; King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010; Chootong et al., 2012;
Nicolete et al., 2016).

Embora os BIAbs com alta capacidade bloqueadora da interacdo DBPII-DARC ja
tenham sido associados a protecdo clinica contra a doenca (Cole-Tobian et al., 2009);
King et al., 2008; Nicolete et al., 2016), poucos individuos parecem desenvolver estes
anticorpos neutralizantes (Kano et al., 2016). A auséncia dos BIAbs contra DBPII em
grande parte das populacdes naturalmente expostas pode ser explicada, em parte, pelo
fato dessa proteina ser exposta ao sistema imune somente no momento da invasao dos
reticulocitos (Adams et al., 1990) e pelo elevado polimorfismo na regido do ligante
(N6brega De Sousa et al., 2011), o que pode levar com frequéncia a inducao de anticorpos
cepa-especificos (revisto por Mueller et al., 2013; Souza-Silva et al., 2014). Neste
contexto, a ocorréncia de um surto de transmissdo autoctone na regidao metropolitana de
Belo Horizonte, MG (area ndo endémica), permitiu confirmar pela primeira vez que 0s
BIAbs sdo cepa-especificos (Ceravolo et al., 2009). Estes dados foram posteriormente
confirmados por outros grupos de pesquisa (Cole-Tobian et al., 2009; Maestre et al.,
2010; Chootong et al., 2012).

Os polimorfismos da regido Il da DBP podem representar um grande desafio ao
comprometer a eficacia da vacina contra diferentes cepas de P. vivax. Nesse sentido,
nosso grupo de pesquisa analisou globalmente a variabilidade genética da DBPII e
demonstrou grande diversidade entre os isolados geograficos de DBPII (Sousa et al.,
2010). As andlises permitiram concluir que para cobrir 60% das sequéncias de DBPII
identificadas ao redor do mundo seria necessario uma vacina que incluisse no minimo 7
variantes da DBPII, o que tornaria inviavel o desenvolvimento desta vacina (Sousa et al.,
2010).

A resposta imune contra DBPII é, entdo, complexa, pois predomina anticorpos do
tipo cepa-especificos, com poucos individuos desenvolvendo anticorpos neutralizantes de
amplo espectro. Apesar disto, 0s nossos achados e de outros grupos confirmam que alguns
individuos séo capazes de desenvolver uma resposta de BIADbs de longa duragéo e que
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independe da cepa do parasito (King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010; Cole-Tobian
et al., 2009; Chen et al., 2016). Estes individuos, denominados “respondedores de elite”,
reforcam o potencial desta proteina como candidata a vacina contra o P. vivax.

1.5.3- Familia DEKnull

Visando ultrapassar o alto polimorfismo da DBPII, antigenos sintéticos dessa
proteina tém sido produzidos sem as regides polimorficas (Chen et al., 2015). A racional
tem sido a de que epitopos conservados e ndo-imunodominantes da DBPII sdo
responsaveis pela resposta imune protetora dos chamados “respondedores de elite”
(Ntumngia et al., 2012). Para tal, fez se necesséario identificar inicialmente o epitopo
imunodominante mais polimorfico da regido 11 da DBP, intitulado DEK (384D, 385E,
386K, 388Q, 389Q, 390R, 392K e 393Q). De fato, os estudos demonstram que a maior
parte da resposta imune naturalmente adquirida contra a DBPII é dirigida para esse
epitopo (Chootong et al., 2010). Por essa razdo, nosso grupo de pesquisa — em
colaboragdo com pesquisadores da USF (Dr. JH Adams) em Tampa (USA) - tem buscado
a construcdo de antigenos sintéticos baseados na DBPII (sem a regido DEK) como base
de uma vacina que busque induzir protecdo imune neutralizante.

A proteina recombinante, DEKnull, construida a partir de mutagdes site-
especificas (Figura 5A), quando utilizada para imunizar camundongos se mostrou capaz
de produzir BIAbs de ampla reatividade (Ntumngia et al., 2012). Entretanto, quando
testada na Amazonia brasileira apresentou baixa imunogenicidade (Lima, Dissertacéo de
Mestrado, 2017). Os resultados pouco promissores em popula¢es humanas levaram a
necessidade de aprimoramento da construcdo original da DEKnull.

Na chamada segunda geragdo de DEKnull, denominada DEKnull-2 (Figura 5B),
foram mutados, além do epitopo DEK, varios outros residuos polimoérficos (Ntumngia et
al., 2012). Os resultados iniciais em camundongos experimentalmente imunizados com a
DEKnull-2 confirmaram elevada imunogenicidade desta proteina e indugéo de anticorpos
inibitérios de ampla reatividade, isto €, contra diferentes cepas do parasito (Ntumngia et
al., 2012).

Figura 5. Proteinas recombinantes baseadas em regides conservadas da DBP regido 11. A DBPII do P.
vivax se liga a DARC através da formacdo de dimeros, logo os monémeros de DEKnull (A) e DEKnull-2
(B) estdo representados em azul e amarelo formando um dimero. Na DEKnull foi mutada apenas a regido
DEK de cada monbémero (roxo) e na DEKnull-2, além da regido DEK foram também modificados diversos
outros residuos polimorficos (vermelho). Fonte: Adaptado de Ntumngia et al., 2017.
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Em populacdes da Amazonia brasileira, foi possivel demonstrar que individuos
com historia de longa exposic¢éo a malaria apresentaram altos niveis de 1gGs naturalmente
adquiridos contra a DEKnull-2, sendo a resposta de longa duragdo, pois se manteve
estavel por, no minimo, seis anos de acompanhamento, mesmo na auséncia da infeccéo
ou da doenga clinica (Ntumngia et al., 2017). Além disto, parte desta resposta incluia os
anticorpos inibitorios de ampla reatividade (BIAbs). Observou-se ainda que 0s
respondedores de elite tinham altos titulos de anticorpos contra a DEKnull-2,
confirmando seu potencial como vacina.

Em resumo, a proteina recombinante DEKnull-2, se mostrou um excelente
prototipo vacinal contra o P. vivax pois foi altamente imunogénica e induziu a producao
de anticorpos neutralizantes contra diferentes variantes alélicas da DBPII. Esses
resultados bem-sucedidos indicam que direcionar a resposta imune para epitopos
funcionais conservados faz-se necessario para induzir uma imunidade que transcenda a
especificidade de cepa, constituindo uma abordagem promissora para o desenvolvimento
de vacinas contra a malaria vivax. Esses recentes e animadores resultados tém
impulsionado no nosso grupo na investigagdo da DEKnull-2 como principal candidato
vacinal para a malaria causada pelo P. vivax.
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2-Justificativa

O combate a maléria € historico, todavia sdo muitas as dificuldades para o controle
da doenga, principalmente daquela causada pelo Plasmodium vivax. O P. vivax possui
algumas particularidades bioldgicas que o diferenciam do Plasmodium falciparum,
espécie mais patogénica e que predomina no continente africano. De relevancia, o P.
vivax se caracteriza pela presenca de recaidas, producdo precoce de gametécitos e
parasitemias abaixo do limite de detecgdo do diagnostico de rotina, 0o que torna essa
espécie um grande desafio para os programas de controle (revisto por Armistead &
Adams, 2018). Como consequéncia, as medidas atuais de controle sdo mais eficientes
contra o P. falciparum que contra o P. vivax (revisto por Griffing et al., 2015). Outro
agravante € que nos Ultimos anos casos graves de malaria por P. vivax tém sido reportados
ao redor do mundo (Tjitra et al., 2008; revisto por Anstey et al., 2012), inclusive no Brasil
(Alexandre et al., 2010; Lacerda et al., 2012). Na Amazodnia brasileira, 0 nimero de casos
de maléria por P. vivax tem crescido nos Gltimos anos, onde esta espécie é responsavel
por cerca de 80% dos casos (Camargo et al., 1999; Ladeia-Andrade et al., 2009; WHO
2019).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz para auxiliar no controle da maléria por
P. vivax ainda esta distante de ser obtido, principalmente devido a escassez de
conhecimentos bésicos sobre o parasito. Apesar disto, resultados promissores tém sido
obtidos, particularmente no que se refere aos antigenos candidatos a compor uma vacina
contra as formas sanguineas do P. vivax (revisto pot Lopez et al., 2017). Neste sentido,
os estudos que busquem identificar mecanismos imunolégicos desencadeados pelo
hospedeiro frente a infeccdo devem ser priorizados, ja que esses sdo fundamentais para o
desenvolvimento de vacinas que induzam uma protecdo de longa duracéo.

Sabendo-se que a principal via de invasdo dos reticuldcitos pelo P. vivax é através
da interacdo DBPII-DARC (Miller et al., 1976; Adams et al., 1992), diferentes estudos
tém sugerido a viabilidade do desenvolvimento de uma vacina capaz de bloquear tal
interacdo e, consequentemente, a progressao da infeccdo (revisto por Ntumngia et al.,
2012). De fato, anticorpos 1gGs capazes de bloquear a ligacdo DBPII-DARC e a invaséo
ao reticuldcito ja foram descritos em individuos naturalmente expostos ao P. vivax
(Grimberg et al., 2007; Ceravolo et al., 2008; King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2014)
o que reforca o potencial da DBPII como antigeno candidato a vacina.

Entretanto a DBPII é altamente polimorfica (Tsuboi et al., 1994; Cole-Tobian &
King, 2003) e por isso a resposta imune desenvolvida contra a proteina é
predominantemente do tipo cepa-especifica (Ceravolo et al., 2009; Cole-Tobian et al.,
2009; Chootong et al., 2012). Com o objetivo de desenvolver uma vacina que induza uma
imunidade que transcenda a cepa do parasito, nosso grupo de pesquisa, em colaborac¢do
com o Dr. JH Adams (USF, Tampa, USA), desenvolveu um protétipo vacinal baseado na
DBPIl - denominado DEKnull-2 - que se mostrou imunogénico em animais
experimentais e reconhecido por individuos naturalmente expostos a malaria na
Amazonia (Ntumngia et al., 2017). Apesar da resposta imune contra a DEKnull-2 parecer
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ser de ampla reatividade e longa duracdo faz-se necessario aprofundar os estudos de
resposta humoral, particularmente na relagdo entre os anticorpos IgM anti-DBPII, cuja
resposta nunca foi investigada.

Embora o papel protetor de anticorpos IgG anti-DBPII esteja bem demonstrado
na maléria por P. vivax (King et al., 2008; Nicolete et al., 2016), a contribui¢do dos
anticorpos IgM em tal resposta é ainda desconhecida. Isto é bastante relevante ja que o
papel dos anticorpos IgM na malaria tem sido reavaliado nos ultimos anos. Em modelo
murino foi possivel demonstrar a producdo de anticorpos IgM protetores durante a
maléaria experimental, o que fornece evidéncias de um mecanismo adicional pelo qual o
sistema imune controla a infeccdo por Plasmodium (Couper et al., 2005; Borges Da Silva
et al., 2018). Esses resultados podem explicar dados recentes que associaram a
intensidade e a amplitude dos anticorpos IgM especificos para o P. falciparum com a
resisténcia a infecgdo por maléria (Arama et al., 2015). Além disto, um novo modelo de
cinética destes anticorpos tem sido proposto na maléria, com anticorpos IgM participando
intensamente da resposta secundaria (Boyle et al., 2019). Em conjunto, esses achados
demonstram a importancia de se investigar a resposta de IgM pelas estratégias vacinais.
Isto é particularmente relevante ja que conhecer o papel de anticorpos IgM DBPII-
especificos pode levar ao aprimoramento da DEKnull-2 como vacina.
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3- Objetivos

3.1- Objetivo geral

Estudar a resposta imune humoral de longa duracdo contra a Duffy Binding Protein Il
(DBPII) do P. vivax em uma populacdo do Amazonas, area de transmissdo instavel.

3.1.1- Objetivos especificos

1- Caracterizar o perfil de resposta dos anticorpos IgM e 1gG contra epitopos variaveis e
conservados da DBPII, em uma comunidade de assentamento agricola do Amazonas,
durante periodos de alta e baixa transmissdo de malaria na regiao;

2- Analisar este perfil de resposta humoral em individuos com infec¢des agudas pelo P.
vivax;

3- Comparar a dindmica da resposta e avidez dos anticorpos IgM e IgG em individuos
com anticorpos IgG inibitérios da ligacdo DBPII-DARC (BIAbs) de longa duracao.
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4- Metodologia

4.1- Area e populacéo de estudo

O presente estudo foi realizado na comunidade rural de Rio Pardo (1°46’S, 1°54°S,
60°22°0, 60°10°0), localizada no municipio de Presidente Figueiredo, estado do
Amazonas, Brasil. A comunidade de Rio Pardo se localiza a 160 Km de Manaus, capital
do Amazonas, com o principal acesso pela estrada pavimentada, BR-174, que conecta o
Amazonas ao estado de Roraima (Figura 6A).

A populacdo de Rio Pardo/AM ¢é origindria de um assentamento agricola
oficialmente criado em 1996 pelo INCRA, como parte de um grande projeto de
colonizagdo do Amazonas (De Castro et al., 2006). O assentamento de Rio Pardo
apresenta as vias organizadas de acordo com o desflorestamento tipico observado ao
longo da floresta Amazonica conhecido como “espinha de peixe” (Figura 6B) (revisto por
Browder et al., 2008). Esta organizacao consiste em uma via principal ndo pavimentada
que atravessa Rio Pardo. Dessa via denominada de Principal saem vias laterais
perpendiculares, todas ndo pavimentadas também e rodeadas pela floresta tropical. Tais
vias s80 denominadas localmente de “Ramais” e, ao todo, somam sete: Samuel, Novo
Paraiso, Gusmao, Terra Preta, Taxista, Novo Progresso e de Principal. No entanto, quase
metade da populagdo (48,6%) é ribeirinha e vive em habitac¢Oes localizadas a 1,5 Km das
margens dos igarapés, por isso essa regido é conhecida como Igarapé (Figura 6C) (Kano
etal., 2012).
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Figura 6. Mapa ilustrando a area de estudo, comunidade de Rio Pardo, Estado do Amazonas, Brasil.
A. Rio Pardo se localiza no municipio de Presidente Figueiredo, a 160Km de Manaus, capital do Amazonas.
B. O plano de assentamento agricola que deu origem a comunidade de Rio Pardo é caracteristico de
“espinha de peixe” e consiste em uma via principal (1) de onde partem vias ndo pavimentadas (Ramais) em
direcdo ao interior da floresta Amazonica (3, 5 e 7) e em direcdo aos igarapés (2, 4, 6 e 8). C Fotografia
dos Ramais e dos Igarapés.

A economia da regido gira em torno da agricultura de subsisténcia e da pesca nos
igarapés. A populacéo ribeirinha e os pescadores sdo mais expostos aos mosquitos vetores
da maléria e por isso tem mais risco de contrair a doenca. Além disso, algumas habitacoes,
principalmente aquelas localizadas as margens do igarapé, sdo consideradas inadequadas
para evitar contato com os vetores (sem parede ou parede parcial), aumentando ainda
mais o risco de exposi¢do a transmissdo da doenca. O servico de satude em Rio Pardo é
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precario contando somente com um posto de satde, administrado pelo municipio, e que
é responsavel pelo diagnostico de maléria e por fornecer o tratamento gratuito para os
moradores.

O clima na regido é umido, com temperatura média anual de 31°C e precipitacdo
média anual de 2.000mm por ano. Existem duas estagdes bem definidas: um periodo
chuvoso que compreende novembro a maio e um periodo mais seco de junho a outubro.
A transmissdo da malaria em Rio Pardo ocorre durante o ano todo, mas a regido é
considerada hipoéndemica. O Indice Parasitoldgico Anual (IPA) tem variado ao longo
dos anos demonstrando que a transmissdo da malaria € instavel na regido. Em 2008, ano
de inicio do estudo, o IPA era de 127 casos por 1000 habitantes (SVS/MS, 2009). Na
ocasido tanto o P. vivax quanto o P. falciparum co-circulavam na regido, sendo o P. vivax
responsavel por aproximadamente 80% dos casos (SVS/MS, 2009).

4.2-Desenho do estudo com abordagem retrospectiva longitudinal

O estudo foi aprovado quanto aos aspectos éticos e metodoldgicos pelo comité de
ética do Centro de Pesquisas René Rachou (Report N° 007/2006, N° 07/2009, N° 12/2010
e N°26/2013 e CAAE 50522115.7.0000.5091).

Em novembro de 2008, nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo longitudinal,
do tipo coorte aberta, na comunidade de Rio Pardo, que foi descrito em detalhes em
publicacGes anteriores (Kano et al., 2012; Sousa-Silva et al., 2014; Pires et al., 2018).
Para tal, toda a comunidade de Rio Pardo (cerca de 120 familias) foi visitada pela equipe
de pesquisa que explicou os objetivos do trabalho. Os individuos que aceitaram participar
do estudo assinaram um consentimento livre e esclarecido. No caso dos menores, 0S
guardides legais concederam tal consentimento. Resumidamente, na linha de base do
estudo foram realizados os seguintes procedimentos (Kano et al., 2012): (i) aplicacéo de
um questionario para obtencdo de informacdes demogréficas, epidemioldgicas e clinicas;
(ii) coleta de sangue venoso (maiores de 5 anos de idade); (iii) diagndstico de malaria
patente por microscopia Otica; (iv) extracdo do DNA para o diagnostico de malaria
subpatente atraves de PCR, realizado a posteriori no laboratorio em Belo Horizonte e (V)
coleta do plasma. Todos os individuos com infeccBes pelo P. falciparum ou mistas foram
excluidos deste estudo e ndo houve casos de malaria grave registrados na populacéo.

Para o presente estudo, os critérios de elegibilidade incluiram (i) individuos
adultos, de ambos 0s sexos, com amostras sucessivas correspondendo aos periodos de
alta e baixa transmissdo de malaria; (ii) no caso de mulheres, auto-relato de auséncia de
gravidez; e (iii) sem comorbidade passivel de rastreamento. Com base nesses critérios a
populacdo amostral totalizou 163 individuos que correspondem a uma amostra
representativa da populagéo adulta original (n = 300) em relacéo a idade, sexo e tempo
de exposicao a doenga (Pires et al., 2018). Além do primeiro corte transversal em 2008,
onde foram incluidos 149 individuos, mais cinco cortes transversais foram realizados ao
longo dos nove anos do estudo (Figura 7). Mais especificamente, dois cortes transversais
foram realizados 6 e 12 meses apos a linha de base do estudo (Figura 7) contando com
146 e 151 individuos respectivamente e os demais realizados 6 (agosto de 2014), 7 (julho
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de 2015) e 9 anos apds o inicio do estudo (julho de 2017) incluindo 91, 92 e 81 individuos
respectivamente.
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Figura 7. Casos de maléria notificados no assentamento agricola de Rio Pardo (Amazonas, Brasil)
durante o periodo de estudo, 2008-2017. O desenho do estudo envolveu uma coorte prospectiva aberta,
realizado em Rio Pardo, com seis cortes transversais realizados em periodos de alta (cinza escuro, 1 e l1l) e
baixa transmissdo de malaria (cinza claro, 11). Os trés primeiros cortes foram realizados no primeiro ano do
estudo (0, 6 e 12 meses) e os Ultimos trés realizados 6, 7 e 9 anos ap6s a linha de base (tempo zero). O
namero total de casos positivos para malaria na regido, avaliado por microscopia 6tica, foi obtido pelo
Sistema de Registro de Vigilancia Nacional de Malaria (SIVEP-Maléria) com casos de P. falciparum
(vermelho) e P. vivax (azul) plotados por més. Fonte: Adaptado de Pires et al., 2018.

O numero de casos de malaria flutuou ao longo dos nove anos. No primeiro ano
do estudo, que compreendeu trés cortes transversais (0, 6 e 12 meses), a transmissao de
maldria foi considerada alta e este periodo denominado de fase | (Figura 7). No sexto e
sétimo ano do estudo o numero de casos de malaria diminuiu drasticamente e, portanto,
esta fase foi denominada Il. Finalmente, no 9° ano, a transmissdo voltou a subir, o que
resultou em um aumento do ndmero de casos, sendo denominada fase Ill. Assim, foi
possivel analisar a dinamica de resposta de anticorpos durante as diferentes fases de
transmissdo de malaria (I - alta, Il - baixa e 11 - alta).

4.3- Coleta e processamento das amostras de sangue

De cada individuo incluido no estudo foi coletado sangue venoso em tubos a
vacuo contendo EDTA como anticoagulante (10mL). O sangue foi processado
imediatamente apds coleta, sendo cerca de 10 pl utilizado para o diagnéstico da malaria
patente por microscopia Otica, um mililitro utilizado para a extracdo de DNA e
amplificacdo por ensaios de PCR (item 4.3.1) e, do restante foram obtidos plasmas por
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centrifugacdo (350g por 10 minutos, em temperatura ambiente) congelados a -20°C até
uso (itens 4.5, 4.6 e 4.7). Todo o material biolégico foi estocado no biorrepositério do
grupo de pesquisas em Biologia Molecular e Imunologia da Malaria, tendo como
guardides Luzia H Carvalho e Flora S Kano, CAAE 50522115.7.0000.5091.

4.3.1. Diagnostico de maléaria

O diagnostico da maléria patente foi realizado por microscopia 6tica conforme
preconizado pelo ministério da sadde (SVS, 2009). Resumidamente microscopistas
experientes do posto de diagndstico de Rio Pardo confeccionaram e examinaram as
laminas de gota espessa coradas com Giemsa e 0s resultados foram expressos,
inicialmente, como positivo ou negativo. Em seguida os individuos positivos foram
classificados pelo método semi-quantitativo de cruzes, além de prontamente tratados pela
equipe local como recomendado pelo Ministério da Salde do Brasil. J& o diagndstico
molecular da malaria subpatente foi realizado por PCR em tempo real, de acordo com o
protocolo padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (Amaral et al., 2019), em Belo
Horizonte no nosso laboratorio (Biologia Molecular e Imunologia da Maléaria, FIOCRUZ-
Minas). Resumidamente o DNA foi extraido das amostras de sangue total através da
utilizacdo do kit comercial Gentra Puregene Blood core kit C (PUREGENE, Gentra
System, Minneapolis, USA). Em seguida a sequéncia Pvr47 localizada em regibes
subteloméricas do genoma P. vivax foi amplificada por sonda e iniciadores que se ligam
especificamente a essas regifes. Os resultados foram expressos como positivo ou
negativo.

4.4- Proteinas recombinantes de formas sanguineas do P. vivax

Trés proteinas de merozoito do P. vivax, consideradas como alvos vacinais
promissores foram produzidas in vitro com a finalidade de serem avaliadas quanto aos
aspectos imunoepidemiolégicos na populacio de Rio Pardo. Enfase foi dada as proteinas
relacionadas a DBPII, incluindo um novo prot6tipo vacinal (DEKnull-2).

4.4.1- Proteina de ligacao ao grupo sanguineo Duffy do Plasmodium vivax regiéo Il
(PvDBPII)

Para a expressdo e purificacdo da DBPII-Sall, cepa de referéncia (Fang et al.,
1991), a sequéncia codificante dessa proteina (aminoéacidos 243-573 Sal-1) foi clonada
no plasmideo pET21a+ (Novagen EMD Biosciences, Inc) especifico para a expressdao em
Escherischia coli. A transformacdo foi realizada em E. coli BL21 (DE3) LysE
(Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e as coldnias positivas foram estocadas em
glicerol a -80°C, conforme protocolo j& padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (Kano
et al., 2016; Pires et al., 2018). Resumidamente, para a producdo e purificacdo da
proteina, as coldnias positivas foram descongeladas e incubadas overnight. Em seguida a
cultura foi diluida e mantida a 37°C sob agitacdo durante 2 horas. A inducdo ocorreu
através da adicdo de IPTG (lsoPropyl-p-d-ThioGalactopyranoside). A DBPII foi
purificada dos corpos de inclusdo gerados pela inducéo, sob condi¢des desnaturantes. Os
corpos de incluséo foram lisados, recuperados por centrifugacao, lavados e solubilizados.
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A purificacdo da proteina recombinante se deu através de cromatografia de afinidade em
coluna de niquel Sefarose 6 (GE Healthcare, Pharmacia Biotech, Sdo Paulo/SP, Brasil).

A pureza das fracOes eluidas foi conferida por meio de separacdo em gel SDS-
PAGE e aquelas consideradas puras foram submetidas ao processo de re-enovelamento
de acordo com o protocolo de (Singh et al., 2003). Em seguida a proteina foi concentrada,
filtrada em poros de 0.2um de didmetro, ajustada para a concentracao final de 1mg/mL
em PBS (Phosphate-Buffered Saline, 137mM de NaCl, 2,68mM de KCI, 10,1mM de
Na:HPOs, 1,8mM de KH2POa, pH 7,4) e por fim estocada a -80°C até a utilizacdo. Foi
realizado um teste de DTT (dithiothreitol) com a finalidade de avaliar a qualidade do re-
enovelamento da proteina recombinante produzida.

4.4.2- DEKnull-2
A proteina recombinante DEKnull-2 foi construida a partir da sequéncia

codificante da DBPII-Sall, pelo grupo do nosso colaborador, Dr. John H. Adams
(University of South Florida, Tampa, EUA) (Ntumngia et al., 2012; Ntumngia et al.,
2017). Resumidamente, a sequéncia codificante para a PvDBPII-Sall foi modificada em
diversos residuos polimorficos (Vanbuskirk et al., 2004), inclusive na regido considerada
mais polimorfica, a DEK, a fim de induzir uma resposta de anticorpos concentrada em
regides conservadas da proteina. Os aminoacidos substituidos foram os seguintes: R308,
R319, L333, Y369, K371 D384, E385, K386, Q398, K392, N417, L424, W437, S447,
Q454, T467, K492, 1503, V505, V511, G515, resultando na DEKnull-2 (Ntumngia et al.,
2017).

A DEKnull-2 recombinante foi expressa em E. coli, purificada dos corpos de
inclusdo, submetida ao re-enovelamento e estocada na concentracdo de 1mg/mL pelo
mesmo protocolo descrito para a DBPII Sal-1 (item 4.4.1). A conformacédo nativa da
proteina recombinante foi confirmada por meio da utilizacdo de anticorpos monoclonais
anti-DBPII dependentes de conformagdo. A DEKnull-2 foi também submetida a ensaios
de funcionalidade, confirmando a correta interagéo entre DBPII-DARC (Ntumngiaetal.,
2017).

4.4.3- Proteina de superficie de merozoito 1 (MSP-119) do P. vivax

A regido C-terminal de 19kDa da proteina de superficie de merozoito 1 (MSP-
119) que compreende os aminoacidos 1616-1704 da MSP-1 (cepa Belém) do P. vivax foi
gentilmente cedida pela Dra. Irene Soares (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ICB,
Universidade de Sdo Paulo, Brasil). Essa proteina contém uma cauda de histidina 6x
fundida a parte carboxi-terminal (6xHis-tag) para auxiliar na purificagdo da mesma e 0s
detalhes da sua construcdo foram descritos anteriormente (Soares et al., 1999; Cunha et
al., 2001).

4.5- Deteccdo de anticorpos 1gG e IgM contra proteinas recombinantes
do P. vivax através do ensaio imunoenzimatico convencional (ELISA)

A fim de avaliar o perfil da resposta de anticorpos IgG e IgM contra os antigenos
do P. vivax utilizados como prototipos vacinais, na populacdo de Rio Pardo/AM, foi
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utilizado o ensaio imunoabsorcao enzimatico indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay - ELISA indirect). Este ensaio imunoenzimatico convencional para a detec¢éo de
anticorpos contra a DBPII-Sall, a DEKnull-2 e a MSP-119 foi realizado como descrito
anteriormente (Kano et al., 2016; Pires et al., 2018). Além disso, a concentracdo 6tima
dos antigenos, a diluicdo dos soros e dos anticorpos secundarios foi determinada
empiricamente por titulacdo prévia.

Resumidamente, placas de 96 pocos (Maxysorp, Nunc, Dinamarca) foram
sensibilizadas com as proteinas recombinantes nas seguintes concentra¢@es: 3ug/mL de
DBPII-Sall, 3ug/mL de DEKnull-2 e 1ug/mL de MSP-119, todas diluidas em tampéo de
PBS 1X e incubadas por 16h a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas com PBS Tween
(0.05% de Tween 20 em PBS 1X) e incubadas por 1h com a solucdo de bloqueio (5% de
leite em pd desnatado em PBS Tween). Posteriormente as placas foram lavadas com PBS
Tween e incubadas por 1h em estufa a 37°C com as amostras de plasma dos individuos
de Rio Pardo em duplicata. Utilizou-se a diluicdo do plasma de 1:400 para deteccéo de
anticorpos IgM e de 1:100 para detecgéo de anticorpos 1gG, ambos em solugéo de PBS
tween com 3% de leite desnatado.

Apo6s o término da incubacdo com as amostras, as placas foram lavadas
exaustivamente com PBS Tween e incubadas por 1h em estufa a 37°C com os anticorpos
secundérios anti-lgG (diluicdo 1:5000) ou anti-lgM (diluigdo 1:1250) humano
conjugados a peroxidase (Sigma-Aldrich). Ambos anticorpos secundarios foram diluidos
também em solucdo de PBS tween contendo 3% de leite desnatado. ApGs um novo
processo de lavagem das placas com PBS tween, a presenca dos anticorpos IgM e 1gG
especificos foi detectada utilizando o substrato Dicloridrato de o-fenilenodiamina (o-
phenylenediamine dihydrochloride — OPD) (Sigma-Aldrich) diluido em tampdo 0,1M
citrato de sodio pH 5,0 com 30% de peroxido de hidrogénio (Merck Millipore, Sdo Paulo,
Brasil). Apds 30 min de incubacdo a reacdo foi interrompida com a adicdo de &cido
sulfurico 4N. Finalmente a densidade otica foi quantificada em leitor de ELISA com filtro
de 492nm (Spectra Max 340PC 384, Molecular Devices).

Os resultados do ELISA foram expressos como indice de Reatividade (IR),
calculado como a razdo entre a média da Densidade Otica (DO) da duplicata de cada
amostra e o cut off. Foi determinado um cut off para cada proteina que representa a média
da DO de 20 individuos voluntarios nunca expostos a malaria somada a dois desvios
padroes. Os valores de IR maiores ou iguais a 1.0 foram considerados positivos.

4.6- Avaliacao da avidez dos anticorpos IgM e IgG contra as proteinas
recombinantes do P. vivax

Com a finalidade de caracterizar melhor a resposta dos anticorpos IgM e 1gG
contra as proteinas recombinantes do P. vivax nessa populacdo, foi realizado um ensaio
de avidez que avalia a forca de ligacéo dos anticorpos com os antigenos. Para este ensaio
foi selecionada uma amostra representativa da populacdo estudada cujo perfil de
anticorpos IgG e IgM sera aqui caracterizado (item 4.5).
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O ensaio de avidez se baseou no ELISA convencional, porem, com a adicao de
uma nova etapa envolvendo um agente caotropico (ureia) como dissociador do complexo
antigeno-anticorpo (revisto por Bennion & Daggett, 2003). Para tal, duas placas foram
sensibilizadas com 0 mesmo antigeno (placas espelho) e a detecgdo de anticorpos IgM ou
IgG foi realizada conforme descrito no item 4.5 com pequenas modificacoes.
Especificamente, ap0s a incubacao das placas com o plasma dos individuos e lavagem
com PBS Tween, uma das placas foi incubada com solucdo de ureia (5M) e a outra
espelho com PBS, sendo ambas as placas incubadas por 30 min a temperatura ambiente.
Os ensaios preliminares permitiram escolher a concentracdo de 5M de ureia como a
concentracdo ideal para avaliar a avidez da resposta de anticorpos. Apds a incubagao com
ureia ou PBS, as placas foram lavadas novamente com PBS Tween, incubadas com o
anticorpo secundario IgM ou 1gG e o protocolo seguiu conforme descrito anteriormente.

O resultado foi expresso como percentagem de avidez que representou a razéo
entre a média da DO da duplicata da amostra com agente caotropico e a média da DO da
duplicata da amostra sem o0 agente caotropico x 100. Assim, as porcentagens obtidas
corresponderam a quantidade de anticorpos que permaneceram ligados ao antigeno ap6s
a adicdo da solucdo de ureia. Valores abaixo de 30% foram considerados como baixa
avidez, valores entre 30-50% como avidez intermediaria e acima de 50% alta avidez
conforme proposto anteriormente (Zakeri et al., 2011).

4.7- Ensaio funcional para deteccdo de anticorpos inibitorios (BI1Abs)
contra a proteina DBPII do P. vivax

Para verificar se os individuos estudados apresentavam anticorpos capazes de
inibir a interacdo entre a proteina DBPII do P. vivax e o receptor DARC presente
eritrocitos foi realizado um ensaio funcional de citoaderéncia eritrocitica in vitro.

Foram utilizadas células COS-7, originalmente isoladas a partir de células de rim
de primata africano, e modificada pelo virus SV 40 (American Type Culture Collection -
ATCC, Manassas, VA), pois esta linhagem de células de mamiferos é permissivel a
transfeccdo. Neste processo as células COS-7 recebem um plasmideo contendo a
sequéncia da proteina DBPII-Sall e passam, entdo, a expressar essa proteina na superficie
externa da membrana plasmatica. O plasmideo pEGFP-DBPII foi construido previamente
pelo nosso grupo de pesquisa (Souza-Silva et al., 2010) e as células foram mantidas em
meio de cultura na estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2, conforme protocolo
padrdo (Phelan, 2003). No momento da transfecgdo 1,5 x 10° células foram adicionadas
em cada poco da placa de cultura (Nunc) e incubadas com 0,5ug/poco de DNA plasmidial
e complexo de lipossomos (5% de reagente Plus e 3% de lipofectamina) (Invitrogen Life
Technologies). A eficiéncia da transfeccdo foi verificada por meio de um microscopio
invertido de fluorescéncia (Nikon TE2000E, Melville, NY, USA) e como mais de 80%
das células apresentaram a proteina DBPII-Sall marcada com fluorescéncia verde a
eficiéncia foi confirmada.

Quarenta e oito horas apoés a transfeccédo as células COS-7 aderidas, expressando
a DBPII-Sall, foram incubadas por 1h em estufa com as amostras de plasma-teste
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diluidos (1:40) em meio DMEM incompleto. Em seguida eritrécitos humanos O*/DARC
positivos (em solucdo de 10% em meio DMEM completo) foram adicionados aos pocos
das placas contendo COS-7, plasma e as placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 2h. Ao final deste tempo lavou-se as placas trés vezes com PBS 1X para que 0s
eritrécitos ndo aderidos fossem removidos.

Como a DBPII do P. vivax se liga a DARC, ao incubar a COS-7 DBPII* com
eritrocitos DARC™ é observado um grande nimero de rosetas no campo 6tico (100% de
ligacdo). No entanto, com a adi¢do do plasma dos individuos expostos ao P. vivax, 0s
anticorpos especificos contra a DBPII-Sall podem inibir a interacdo entre DBPII-DARC
e, ao adicionar os eritrocitos DARC™ ndo é possivel visualizar a formacdo de rosetas
positivas. Por isso, para a interpretacdo do resultado € necessario a contagem de rosetas
positivas (COS-7 com mais de 50% da superficie coberta por eritrécitos aderentes) em 20
campos 6ticos sob aumento de x200. Para o controle negativo foi utilizado um pool de 10
amostras de plasma de individuos de Rio Pardo ndo respondedores no ELISA
convencional e que ndo inibiram a ligacdo da COS-7 ao eritrdcito (100% de ligacdo). O
controle positivo incluiu um pool de plasmas de individuos com histérico de longa
exposicdo a malaria na regido Amazoénica e que inibiram a ligacdo (0% de ligacdo). O
resultado, expresso como % Inibicdo, foi calculado como (Rc-Rt)/Rc x100 onde Rc é a
média do numero de rosetas no controle negativo e Rt é a média do nimero de rosetas
nos po¢os com o plasma dos individuos de Rio Pardo. Amostras de plasma que inibiram
mais de 50% da ligacdo DBPII-DARC foram consideradas positivas no ensaio funcional
(Ceravolo et al., 2008).

4.8-Analises Estatisticas

Através do programa Epidata (http://www.epidata.dk) foi construido um Banco
de Dados contendo todas as informacGes obtidas referentes a populagdo estudada e os
resultados obtidos durante o estudo longitudinal.

Para a analise estatistica dos dados obtidos através do ensaio sorolégico de
ELISA, a resposta de anticorpos foi avaliada tanto como variavel continua (indice de
Reatividade - IR) como varidvel binaria categorica (frequéncia de resposta). Ambas as
analises foram necessarias dado que a soropositividade pode saturar dependendo do
antigeno estudado e da populacdo alvo (Yman et al., 2016). O teste de Shapiro-Wilk foi
aplicado para avaliar a normalidade das variaveis. As diferencas na soropositividade
foram avaliadas através do teste estatistico de Qui-quadrado com correcdo de Yates. As
diferengas entre as medianas dos IRs foram testadas através de Mann-Whitney U com o
teste “post hoc” de Dunn. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para
verificar a presenca de correlacdo entre variaveis continuas, como foi o caso da resposta
de anticorpos 1gG versus IgM na populacédo de estudo. Todos os graficos e analises foram
realizados utilizando o programa GraphPad Prism, versdo 7 (GraphPad Software, La Jolla
Califérnia USA, www.graphpad).

As medianas dos valores de avidez dos anticorpos IgM e IgG frente aos antigenos
baseados na DBPII foram comparadas através do teste estatistico de Mann-Whitney U
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com o teste “post hoc” de Dunn e também ao longo dos nove anos pelo teste de analise
de variancia (ANOVA).

5- Resultados

Parte dos resultados aqui apresentados foram publicados no artigo intitulado
“Dynamics of IgM and IgG responses to the next generation of engineered Duffy binding
protein Il immunogen: Strain-specific and strain-transcending immune responses over a
nine-year period.” PLoS Onel5(5):e0232786, 2020 (Anexo I).

5.1- Caracteristicas dos individuos estudados e resposta de anticorpos
antigeno-especifica na linha de base do estudo

Os 163 individuos incluidos no estudo eram adultos (mediana de idade 42 anos),
com propor¢do semelhante entre homens e mulheres (Tabela 1). Como a populacéo de
estudo é predominantemente nativa da regido Amazoénica, a idade dos individuos
estudados se correlacionou com o tempo de exposi¢cdo a malaria, que foi em média 35
anos (Correlacdo de Spearman, r2 = 0.746, p = 0.000).

Na amostra estudada, a proporcao de ribeirinhos versus ndo ribeirinhos foi de 1:1
(Tabela 1). No momento do recrutamento, 22 (13%) dos individuos estudados eram
positivos para P. vivax, sendo 5 (3%) diagnosticados com malaria aguda pela microscopia
Otica (infeccOes patentes), e 17 (10%) como portadores de infeccdes subpatentes
(positivos apenas pelos ensaios de PCR).

Considerando que a DBPII ¢ altamente polimérfica e tende a induzir uma resposta
humoral do tipo cepa especifica, foram utilizadas no presente estudo duas variantes
recombinantes da DBPII, sendo a primeira Sal-1, cepa de referéncia e frequente na area
de estudo, e a segunda a DEKnull-2, cuja resposta de anticorpos é direcionada para 0s
epitopos conservados da DBPII. Na Tabela 1 foi possivel observar que enquanto 39% dos
individuos apresentaram anticorpos IgM para os epitopos variantes da DBPII (DBPII-
Sall), apenas 23% tinham anticorpos IgM dirigidos para os epitopos conservados
(DEKnull-2) (X?=9.698; p = 0.018). Ja em relagdo aos anticorpos IgG, uma proporgio
similar de individuos (46 - 43%) respondeu para as duas proteinas testadas (p > 0.05).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, epidemiologicas e imunoldgicas dos 163 individuos estudados no
momento do recrutamento (linha-de-base).

Caracteristicas

Mediana de idade, anos (IQR) 42 (28-53)
Sexo masculino : feminino 1.1:1
Auto-relato de episodios prévios de malaria, mediana (IQR) 5 (3-15)
Tempo de residéncia na regido Amazonica, em anos, mediana (IQR) 35 (24-50)
Local de residéncia na area de estudo, ribeirinho: ndo-ribeirinho 1:1

Infecgdo por P. vivax:

Patente!, n (%) 5(3)
Sub patente?, n (%) 17 (10)
Total, n (%) 22 (13)

Resposta de anticorpos?, positivo n (%):

laM* DBPII-Sall 64 (39)
g DEKnull-2 37 (23)
IgG DBPII-Sall 75 (46)
DEKnull-2 69 (43)

IQR = Intervalo Interquartil

Linfecgdes por P. vivax detectadas pela gota espessa na microscopia 6tica convencional.

2InfecgOes por P. vivax detectadas por PCR em tempo real.

3Avaliado pela sorologia convencional (ELISA) utilizando proteinas recombinantes baseadas na P. vivax Duffy binding protein
region 1l (DBPII-Sall ou DEKnull2)

*Diferenca significativa entre DBPII-—Sall e DEKnull2 (Teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates, X?= 9.698; p = 0.018)

5.2- Dinamica da resposta de anticorpos contra epitopos variantes e
conservados da DBPII durante periodos de alta e baixa transmisséo de
malaria na area de estudo

A resposta dos anticorpos IgM e IgG contra os epitopos variantes e conservados
da DBPII foi avaliada, pela sorologia convencional (ELISA), nos individuos de Rio Pardo
com histéria de longa exposi¢do a niveis variaveis de transmissdo de malaria, como
descrito nos métodos (Figura 7).

5.2.1- Resposta de anticorpos IgM contra as proteinas da DBPII

A Figura 8 ilustra a dindmica temporal da resposta de anticorpos IgM, contra
epitopos variantes e conservados da DBPII, na populacéo de estudo. Considerando a linha
de base do estudo, houve um predominio de anticorpos IgM direcionados contra os
epitopos variantes da DBPI1I-Sall em relacdo aqueles epitopos conservados presentes na
DEKnull-2. Esta diferenca de resposta ocorreu tanto com relagdo a frequéncia de
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respondedores (40% vs 24% para DBPII-Sall vs DEKnull-2) quanto na intensidade da
resposta (Tabela 2). O mesmo perfil de resposta foi observado ao longo do estudo (i.e.,
DBPII-Sall > DEKnull-2) independente dos niveis de transmissdo de malaria na regido
(Tabela 2). Apds 9 anos de acompanhamento, 24% e 15% dos individuos estudados
permaneceram respondedores a DBPII-Sall e DEKNull-2, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Niveis de anticorpos IgM epitopos variantes (DBPI11-Sall) ou conservados (DEKnull-2)
avaliados na populagdo de estudo, durante as fases de alta (I e I11) e baixa (1) transmissao de maléaria.
Os resultados foram expressos como indice de Reatividade (IR) obtidos através do ensaio de ELISA, sendo
os valores individuais representados em circulos abertos na cor azul e vermelha, respectivamente, para
DBPII-Sall e DEKnull-2. As medianas (linha transversal) e intervalos interquartis (linha longitudinal)
foram representados em preto. O estudo envolveu cortes transversais realizados durante periodos de alta
(fases | e 111) e baixa (fase 1) transmissdo de maldria, conforme descrito na legenda da Figura 7 (Material
e métodos). O IR foi calculado a partir da raz&o entre a média das Densidades Oticas (DO) obtidas para
cada amostra teste pela média da DO das amostras dos controles negativos (n=20)-acrescida de dois desvio
padrao, considerando como positivo IR>1. A frequéncia de soropositivos Pos (%) esta representada abaixo
do gréafico sendo que os asteriscos indicam diferencas estatisticas entre as frequéncias de soropositivos para
as duas proteinas em cada corte separadamente (teste de X2).
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Tabela 2. Niveis de anticorpos IgM contra as proteinas baseadas na DBPII do P. vivax ao longo do estudo de coorte

Fase | Fase Il Fase 111
Alta transmissao Baixa transmissao Alta transmissao
Linha de base 6 meses 12 meses 6 anos 7 anos 9 anos
Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)* Mediana (IQR)* Mediana (IQR)*

DBPII-Sall 0.9 (0.6-1.3) 0.8 (05-1.2) 0.7(05-1.1) 0.7 (0.4-1.1) 0.6(0.4-0.9) 0.7 (0.4-0.8)
'S 'S 'S VS VS VS
IgM | peknui2 05(0.3-0.9)  05(0309) 05(0308) 05(0.308) 04(0.3-07) 05(0.3-0.8)

Valor de p? <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0008 0.0013 0.0154

A mediana e o Intervalo Interquartil (IQR) dos indices de Reatividade (IR) foram determinados pelo ensaio de ELISA
convencional realizado com o plasma dos individuos expostos ao P. vivax. O ELISA foi realizado com proteinas recombinantes
baseadas na DBPII do P. vivax e o IR foi definido como a razdo entre a média da densidade 6tica (DO) da amostra de plasma
e a média da DO do cut-off. O cut-off foi calculado a partir da média da DO de 20 individuos voluntarios ndo-expostos ao P.
vivax acrescido de dois desvios padroes.

20 valor de p foi obtido pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

5.2.2- Resposta de anticorpos IgG contra as proteinas da DBPII

Na populacéo estudada, o perfil da resposta de anticorpos 1gG dirigidos contra
epitopos variantes ou conservados da DBPII foi diferente daquele observado para os
anticorpos IgM. Durante todo o primeiro ano do estudo, fase I, a frequéncia de
respondedores contra ambas as proteinas foi similar, variando de 44 a 48% (Figura 9).
Além disso, ndo foi observada diferenca na intensidade de resposta entre as proteinas
estudadas (IR variando de 0,7 - 0,8; Tabela 3).

No entanto, durante a fase Il, de baixa transmissdo de malaria, os niveis de
anticorpos IgG variante-especificos reduziram significativamente (IR = 0,7 linha de base
vs. IR=0,2-0,0 para 6° e 7° ano, Tabela 3). Por outro lado, anticorpos 1gG dirigidos aos
epitopos conservados da DEKnull-2 continuaram relativamente estaveis (Tabela 3). O
mesmo perfil de resposta foi observado em relacéo a frequéncia de respondedores. Mais
especificamente, 48% responderam a DBPII-Sall na linha de base e apenas 18% no 7°
ano do estudo (Figura 9). Em contrapartida a frequéncia de resposta a DEKnull-2 foi
estavel, variando de 45 e 49% (Figura 9). Este perfil de resposta se manteve até o fim do
estudo.
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Figura 9. Niveis de anticorpos IgG epitopos variantes (DBPII-Sall) ou conservados (DEKnull-2)
avaliados na populagéo de estudo, durante as fases de alta (I e 111) e baixa (1) transmissédo de malaria.
Os resultados foram expressos como Indice de Reatividade (IR) obtidos pelo ensaio de ELISA, sendo os
valores individuais representados em circulos abertos na cor azul e vermelha, respectivamente, para DBPII-
Sall e DEKnull-2. As medianas (linha transversal) e intervalos interquartis (linha longitudinal) foram
representados em preto. O estudo envolveu cortes transversais realizados durante fases de alta (I e Il1) e
baixa (1) transmissdo de malaria. A frequéncia de soropositivos Pos (%) esta representada abaixo do gréafico
sendo que os asteriscos indicam diferencas estatisticas pelo teste de X2 entre as frequéncias de soropositivos
para as duas proteinas em cada corte separadamente.
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Tabela 3. Niveis de anticorpos 1gG contra as proteinas baseadas na DBPII do P. vivax ao longo do estudo de coorte.

Fase | Fase Il Fase 111
Alta transmisséo Baixa transmissdo Alta transmissdo

Linhade base 6 meses 12 meses 6 anos 7 anos 9 anos

Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)!

DBPII-Sall 0.7 (0.2-3.7) 0.7 (0.3-2.9) 0.8(0.3-3.7) 0.2(0.1-1.2) 0.0(0.0-0.5) 0.3(0.2-0.7)

Vs VS VS VS VS 'S

IgG DEKnull-2 0.7 (0.3-4.0) 0.8(0.2-3.2) 0.8(0.3-3.7) 0.6 (0.2-3.0) 0.5(0.1-2.5) 0.6 (0.4-1.6)

Valor de p? 0.4758 0.9343 0.8528 0.0003 <0.0001 <0.0001

A mediana e o Intervalo Interquartil (IQR) dos indices de Reatividade (IR) foram determinados pelo ensaio de ELISA
convencional realizado com o plasma dos individuos expostos ao P. vivax. O ELISA foi realizado com proteinas recombinantes
baseadas na DBPII do P. vivax e o IR foi definido como a razéo entre a média da densidade 6tica (DO) da amostra de plasma e a
média da DO do cut-off. O cut-off foi calculado a partir da média da DO de 20 individuos voluntarios ndo-expostos ao P. vivax

acrescido de dois desvios padrdes.
20 valor de p foi obtido pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

5.2.3- Raz&o entre a resposta dos anticorpos 1gG e IgM contra a DBPI I

Uma vez que a cinética da resposta dos anticorpos IgM foi diferente daquela
observada para IgG nos individuos estudados, buscou-se avaliar a razdo entre estas
respostas ao longo dos 9 anos de estudo.

Como mostrado na figura 10, a relacdo 1gG/IgM confirmou que a resposta
soroldgica contra os epitopos variantes da DBPII (Sall) foi, predominantemente,
associada aos anticorpos IgM. Por outro lado, a resposta contra os epitopos conservados
presentes na DEKnull-2 foi, predominantemente, associada aos anticorpos IgG. Esta
diferenca foi mais nitida no periodo de baixa transmissdo (Figura 1A), onde pode ser
observar, por exemplo, que a resposta de anticorpos IgG anti-DBPII-Sall foi
consideravelmente reduzida enquanto a de anticorpos IgM se manteve estavel. Por outro
lado, ao longo do estudo, a resposta de IgG foi progressivamente sendo associada aos
epitopos conservados (DEKnull-2 > Sall).

A Figura 10B resume a frequéncia de resposta para cada antigeno ao longo do
estudo. Em conjunto, os resultados demonstram que cerca de 60% dos anticorpos IgM
foram direcionados aos epitopos variantes da DBPII, sendo esta propor¢do de resposta
estavel ao longo do tempo. De interesse, a prevaléncia de anticorpos IgG anti-Sall
diminuiu ao longo do estudo (variando de 40 a 2%), enquanto a de DEKnull-2 aumentou
significativamente (55% a 92%).
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Figura 10. Raz&o temporal entre as respostas de 1gG e IgM dirigidas a epitopos variantes (DBPII-Sall) ou
conservados (DEKnull-2) da DBPII. (A) A razdo entre o indice de Reatividade (IR) de 1gG/IgM contra DBPII-
Sall (linha azul) e DEKnull-2 (linha vermelha) para todos os individuos incluidos no estudo (n=163) foi
representada em cada corte transversal. O estudo longitudinal compreendeu seis cortes transversais, incluindo
periodos de alta (Fase I e I11) e baixa (Fase 1) transmissdo de malaria. Os trés primeiros cortes foram realizados
no primeiro ano (Linha de base, 6 meses e 12 meses) e outros trés realizados 6, 7 e 9 anos apds o inicio do estudo.
A resposta individual na qual a razdo foi favordvel para IgG foi representada a esquerda (quadro branco) e a
favoravel para IgM a direita (quadro cinza). Os individuos que apresentaram resposta igual para IgG e IgM foram
representados na linha pontilhada central. Os resultados da razdo foram transformados em log (2). (B) Os gréaficos
de pizza representam as porcentagens dos individuos que tiveram os seguintes resultados da razdo 1gG/ IgM,
durante as trés fases de transmissdo diferenciada de malaria em Rio Pardo: favoravel para DBPII-Sall (azul), igual
contra ambas as proteinas (branco) e favoravel para DEKnull-2 (vermelho).
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5.3- Dinamica da resposta de anticorpos IgM e IgG especificos contra a
MSP-119

Na populacédo de estudo, buscou-se ainda avaliar o perfil longitudinal da resposta
de anticorpos IgM vs. IgG contra outro antigeno vacinal, a proteina MSP-119, que é
altamente imunogénica e ndo polimorfica.

Na figura 11A observa-se que, assim como para as proteinas baseadas na DBPII,
a resposta dos anticorpos IgM especificos contra a MSP-119 também foi relativamente
estavel ao longo dos 9 anos do estudo. Apesar de pequena reducdo na frequéncia de
individuos respondedores (i.e., 31% na linha de base e 19% no Gltimo ano), os niveis de
anticorpos IgM permaneceram relativamente estaveis (IR = 0,7 na linha de base e IR =
0,6 no 9° ano; Tabela 4). Além disso, como esperado, a resposta dos anticorpos 1gG
especificos contra a MSP-119 variou ao longo do estudo, predominando no primeiro ano
onde os niveis de transmissao eram relativamente altos. De fato, cerca de 62 a 70% dos
individuos estudados apresentaram anticorpos IgG especificos para a MSP-119 no
primeiro ano, enquanto apenas 30% no periodo de baixa transmissdo (Figura 11 B).
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Figura 11. Niveis de anticorpos IgM (A) e I1gG (B) especificos contra a MSP-119 do P. vivax avaliados
na popula¢do de Rio Pardo, AM, durante fases de alta (I e I11) e baixa (Il) transmissdo de maldria.
Os resultados foram expressos como Indice de Reatividade (IR) no ensaio de ELISA, sendo os valores
individuais representados em circulos abertos na cor verde para a MSP-119. As medianas (linha transversal)
e intervalos interquartis (linha longitudinal) foram representados em preto. O estudo longitudinal de coorte
aberto abrangeu 6 cortes transversais, trés no primeiro ano e outros trés 6, 7 e 9 anos apds a linha de base
do estudo, realizados em fases diferenciadas de transmissdo de maléria. A frequéncia de soropositivos Pos
(%) para cada corte esta representado abaixo do gréafico.
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Tabela 4. Niveis de anticorpos IgM e IgG contra a proteina MSP-19 do P. vivax durante os 9 anos do estudo de

coorte.
Fase | Fase 11 Fase 111
Alta transmissdo Baixa transmissdo Alta transmissdo
Linha de base 6 meses 12 meses 6 anos 7 anos 9 anos
Mediana (IQR)* Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)! Mediana (IQR)* Mediana (IQR)!

IgM ~ 07(05-1.3) 0.7(04-1.0) 0.7 (0.4-1.0)  0.6(0.4-1.0) 0.6 (0.3-0.9) 0.6 (0.4-0.9)
Vs VS VS 'S

MSP-119 vs vs
IgG  16(0.8-29) 16(09-31) 1.2(0.8-25)  0.7(0.4-1.8) 0.7(0.4-1.3)  0.8(0.5-1.7)

A mediana e o Intervalo Interquartil (IQR) dos Indices de Reatividade (IR) foram determinados pelo ensaio de ELISA
convencional realizado com o plasma dos individuos expostos ao P. vivax. O ELISA foi realizado com proteinas recombinantes
baseadas na DBPII do P. vivax e o IR foi definido como a razdo entre a média da densidade 6tica (DO) da amostra de plasma
e a média da DO do cut-off. O cut-off foi calculado a partir da média da DO de 20 individuos voluntarios ndo-expostos ao P.
vivax acrescido de dois desvios padrdes.

5.4- Influéncia das infecc¢bes agudas pelo P. vivax no perfil de resposta
dos anticorpos IgM e IgG contra as proteinas baseadas na DBPI I

Considerando que as infeccdes agudas estdo associadas, em um primeiro
momento, com anticorpos do is6tipo IgM, buscou-se investigar a influéncia de parasitos
detectados na corrente sanguinea (infec¢do patente ou subpatente) e a resposta de IgM e
IgG contra os epitopos variaveis e conservados da DBPII.

Dos 163 individuos estudados, 42 (26%) tiveram uma ou mais amostras positivas
para malaria durante o estudo, sendo as infec¢des sanguineas detectadas pela microscopia
Gtica (infecgdo patente) ou pelos ensaios de PCR (subpatente) (Figura 12). A maior parte
das infec¢Bes malarias ocorreram na fase | do estudo, considerada de maior transmissao
da doenca na area. Como era de esperar, as infeccdes subpatentes predominam sobre as
infeccBes patentes, ja que estes individuos apresentaram histdria de longa exposicdo a
transmissdo. De interesse, o grupo de individuos que apresentou malaria aguda (n = 42)
ndo se diferenciou da populacao de estudo (n=163) em relacdo a idade (mediana 42 vs 39
anos) ou em relagdo a proporgdo homem : mulher (1,3:1 vs 1,1:1). Considerando as
variaveis epidemioldgicas, o tempo de residéncia na Amazonia foi similar entre agudos e
ndo agudos (mediana de 34 vs 33 anos, respectivamente), mas a maioria dos individuos
que se infectaram eram residentes dos igarapés (30 dos 163, 71%).

Em relacdo a resposta de anticorpos IgM, as infeccbes malaricas (patente ou
subpatente) ndo influenciou na positividade desta resposta (Figura 12). De fato,
individuos com infeccOes persistentes por P. vivax (por exemplo, RP553 e RP555) nao
apresentaram resposta de anticorpos IgM contra epitopos conservados ou variaveis da
DBPII; por outro lado, aqueles individuos com resposta persistente de IgM contra ambas
proteinas (por exemplo RP416 e RP516) ndo apresentaram infec¢fes sanguineas
detectaveis. Perfil similar foi detectado para os anticorpos IgG (Figura 12).
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Figura 12. Perfil da resposta de IgM e IgG dos 42 individuos que apresentaram infeccdo patente ou
subpatente por P. vivax em algum momento do estudo longitudinal (Linha de base a 9 anos). O estudo
longitudinal compreendeu seis cortes transversais ao longo de 9 anos incluindo periodos de alta (fase | e Ill) e
baixa (fase 1) transmisséo de malria. Os trés primeiros cortes foram realizados durante o 1° ano (linha de base, 6
e 12 meses) e outros trés realizados 6, 7 € 9 anos ap6s o inicio do estudo. Cada linha representa um individuo,
sendo que as infeccdes pelo P. vivax foram classificados como patentes (vermelho claro) ou subpatentes (vermelho
escuro) em funcdo da positividade pela microscopia convencional ou por ensaio de PCR, respectivamente. Os
resultados dos ensaios sorolégicos de ELISA para anticorpos IgM e IgG estdo representados por painéis do tipo
“mapa-de-calor”, onde a cor azul representa resultado negativo (IR<1) e os valores positivos na escala verde/Azul
(IR>1). O indice de Reatividade (IR) do ELISA foi calculado através da razdo entre a média da DO de cada amostra
e a média da DO + 2 desvios padrBes de amostras de voluntarios ndo expostos. Os espagos em branco no mapa
de calor significam ensaio ndo realizado (amostra ndo disponivel).

Além disto, os ensaios de correlagdo confirmaram ndo haver associacao (positiva
ou negativa) entre a resposta de anticorpos IgM e IgG para qualquer uma das proteinas
estudas (correlacdo de Spearman, p > 0.05) (Figura 13). Esta auséncia de correla¢do ndo
foi associada a presenca ou auséncia de maléria aguda.
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Figura 13. Auséncia de correlacéo entre as respostas de anticorpos IgM e IgG contra antigenos da
DBPII. Para a anélise, os individuos foram subdivididos em funcdo da presenca (P. vivax, painéis
superiores, tridngulos fechados) ou auséncia de malaria aguda (N&o infectado, painéis inferiores, circulos
abertos). Para cada uma das proteinas, DBPII-Sall (azul) e DEKnull-2 (vermelho), os niveis de anticorpos
IgM e 1gG detectados no ELISA (indice de reatividade, IR) foram analisados pela Correlagio de Spearman,
sendo os valores do coeficiente de correlagdo (r2) incluido em cada gréfico.

5.5- Influéncia das infecc¢bes agudas pelo P. vivax no perfil de resposta
dos anticorpos IgM e 1gG contra a proteina MSP-119

Visando avaliar se o perfil de resposta soroldgico era especifico das proteinas
DBPII, buscou-se avaliar a resposta de IgM e IgG contra uma proteina imunogénica do
P. vivax, como a MSP-119. Os resultados demonstram que a resposta de anticorpos IgM
anti-MSP-119 também ndo se correlacionou com a presenca e ou persisténcia de infecgdes
agudas pelo P. vivax (Figura 14A). No entanto a maior frequéncia de anticorpos 1gG
ocorreu no primeiro ano do estudo, periodo de maior transmissdo de malaria na area. A
resposta de IgM né&o se correlacionou com a de 1gG (correlacdo de Spearman, p > 0.05)
(Figura 14B) nos individuos com infec¢fes agudas, nem naqueles sem infeccéo detectavel
pelo P. vivax.
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Figura 14. Resposta de anticorpos IgM e IgG anti-MSP-119 dos 42 individuos que apresentaram
infeccdo aguda por P. vivax em algum momento do estudo longitudinal. No painel a esquerda (A) cada
linha representa um individuo, sendo que as infeccdes pelo P. vivax foram classificados como patentes
(vermelho claro) ou subpatentes (vermelho escuro) em fungdo da positividade pela microscopia
convencional ou por ensaio de PCR, respectivamente. Os resultados dos ensaios soroldgicos de ELISA para
anticorpos IgM e IgG estdo representados por painéis do tipo “mapa-de-calor”, onde a cor azul representa
resultado negativo (IR<1) e os valores positivos na escala verde/Azul (IR>1). O indice de Reatividade (IR)
do ELISA foi calculado através da razdo entre a média da DO de cada amostra e a média da DO + 2 desvios
padrdes de amostras de voluntarios ndo expostos. Os espagos em branco no mapa de calor significam ensaio
ndo realizado (amostra ndo disponivel). No gréfico a direita (B) os individuos foram subdivididos em
fungdo da presenca (P. vivax, painéis superiores, triangulos fechados) ou auséncia de malaria aguda (Néao
infectado, painéis inferiores, circulos abertos) e os niveis de anticorpos IgM e IgG detectados no ELISA
foram analisados pela Correlagdo de Spearman, sendo os valores do coeficiente de correlacdo (r2) incluidos
em cada grafico.
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5.6- Perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG contra a DBPII em
funcéo da resposta de anticorpos inibitdérios da interacdo DBPII/DARC

Considerando que anticorpos inibitorios da interacdo DBPII-DARC (BIAbs)
podem ser indicadores de protecdo clinica, avaliou-se aqui a relacdo entre as respostas de
anticorpos 1gG/ IgM e o perfil de BIAbs. Devido as dificuldades de se conduzir ensaios
funcionais in vitro, uma amostra representativa da populacdo estudada, incluindo apenas
individuos que contribuiram com amostras na fase I e Il (n = 57), foi avaliada quanto a
atividade dos BIAbs. Os resultados do acompanhamento longitudinal permitiu a
classificacdo destes em trés grupos distintos (Figura 15): i) respondedores persistentes
(RP), que tiveram resposta de BIAbs de longa-duracdo; ii) respondedores temporarios
(RT), que tiveram resposta variavel de BIAbs durante o estudo (positiva ou negativa e
vice-versa) e iii) ndo respondedores (NR), aqueles que ndo tiveram BIAbs detectaveis em
nenhum momento do estudo.

Como pode ser observado na figura 15, a resposta de 1gG do grupo BIADbs
persistentes (PR) foi estavel para ambas as proteinas, mesmo no periodo de baixa
transmissdo de malaria (Fase Il). Por outro lado, a estabilidade e amplitude da resposta
de IgG diminuiu progressivamente em funcdo da menor atividade de BIAbs (PR > TR >
NR). Nos mesmos individuos, nenhuma associacdo clara foi obtida entre a resposta dos
anticorpos IgM e a presenca ou persisténcia dos BIABs.
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Figura 15. Perfil de resposta dos anticorpos IgM e IgG especificos para epitopos variantes (DBPII-
Sall) e conservados (DEKnull-2) nos individuos estudados segundo o status de anticorpos inibitérios
de ligacdo DBPII-DARC (BlAbs). De acordo com a deteccdo de BIADbs, individuos (n=57) foram
classificados como (Ntumngia et al., 2017): i) Respondedores persistentes (RP), que tiveram resposta de
BlAbs de longa-duracdo; ii) Respondedores temporarios (RT), que tiveram resposta variavel de BIAbs
durante o estudo e iii) Nao respondedores (NR), que ndo tiveram BIAbs detectaveis em nenhum momento
do estudo. Cada linha representa a resposta individual de anticorpos IgM e 1gG contra a DBPII-Sall (azul)
e DEKnull-2 (vermelho), como detectado pelo ensaio sorolégico de ELISA. Os resultados do ELISA foram
representados como Indice de Reatividade (IR), com IR > 1 considerado positivo. Os simbolos coloridos
indicam resposta de anticorpo positiva no ELISA e os simbolos brancos resposta negativa.
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5.7- Avaliacéo da avidez dos anticorpos IgM e IgG contra as proteinas
DBPII

Por ultimo, buscou-se caracterizar a avidez (forca da ligacdo antigeno-anticorpo)
das respostas de IgM/IgG anti-DBPII, com énfase no grupo previamente caracterizado
quanto ao status imunolégico de BIAbs (item 5.6). Entre os 57 individuos avaliados para
atividade BIABs, 29 foram avaliados pela avidez, pois apenas este grupo apresentou
anticorpos IgG e/ou IgM detectéaveis no item anterior.

Em geral, os anticorpos 1gG para a DBPII-Sall foram de alta avidez (> 90%)
quando comparado aos anticorpos IgM (Figura 16A). Apesar disto, a avidez dos
anticorpos IgM pode ser classificada também como elevada (> 60%, segundo Zakeri et
al., 2011 onde valores até 30% séo classificados como baixa avidez, de 30 a 50% média
avidez e acima de 50% alta avidez). Além disso, a forca de interacéo entre estes anticorpos
e a Sall parece ndo ter sido influenciada pela intensidade de transmissdo de malaria na
regido, uma vez que que ndo houve variacdes significativas na avidez desses anticorpos
(IgG e IgM) ao longo do estudo. Perfil similar foi obtido para a DEKnull-2 (Figura 16B).
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Figura 16. Avidez da ligacdo entre os anticorpos IgM e 1gG dos individuos de Rio Pardo e os epitopos
variantes (DBPII-Sall) (A) e conservados (DEKnull-2) (B) da DBPII durante fases de alta (1 e I11) e
baixa (I1) transmisséo de malaria. A avidez dos anticorpos IgM (circulo aberto roxo) e IgG (circulo aberto
verde) foi representada em % Avidez que significa a razéo entre a DO da amostra sob efeito do agente
caotrépico e a DO da amostra sem 0 agente caotrdpico x 100. As linhas pretas longitudinais indicam os
intervalos interquartis e as linhas transversais indicam as medianas. Os resultados obtidos (n = 29) foram
representados ao longo dos nove anos de estudo, abrangendo fases de alta transmissédo (fase I e 111) e baixa
transmisséo de maléria (fase I1).

Finalmente, buscou-se avaliar se a presenca e/ou persisténcia dos anticorpos
BlAbs influenciaria na avidez dos anticorpos IgM/IgG especificos (Figura 17). Os
resultados mostraram que a avidez destes anticorpos independeu do status de BIAbs
previamente definido, sendo similar nos grupos PR, TR ou NR. Os resultados
confirmaram ainda que em todos 0s grupos a avidez da resposta de 1gG foi maior que a
IgM.
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Figura 17. Avidez entre os anticorpos IgM e IgG e as proteinas baseadas na DBPII nos individuos de
Rio Pardo classificados conforme o status de anticorpos inibitorios da ligacdo DBPI1-DARC (BIAbs).
A mediana da avidez entre os anticorpos IgM (linha verde) e IgG (linha roxo) e os epitopos variaveis
(DBPII-Sall) e conservados (DEKnull-2) da DBPII dos individuos previamente classificados de acordo
com o status imunolégico de BIAbs (n=29) foi representada ao longo dos 9 anos do estudo longitudinal.
Os individuos foram classificados previamente em (Ntumngia et al., 2017): (RP) Respondedores
Persistentes — Resposta estavel de BIAbs, (RT) Respondedores Temporarios — Resposta variavel de BIAbs,
(NR) N&o Respondedores — N&o apresentaram resposta de BIAbs durante o estudo. A avidez foi
representada em % Avidez que significa a razdo entre a DO da amostra sob efeito do agente caotrdpico e a
DO da amostra sem o0 agente caotrdpico x 100. A area sombreada em verde (IgM) e roxa (1gG) representa
o0 intervalo interquartil da % de Avidez da amostra populacional. O asterisco indica que a amostra foi
composta de apenas 1 individuo e a linha tracejada representa a auséncia de amostra em determinado
periodo.
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6- Discussao

Visando contribuir para o entendimento da imunidade naturalmente adquirida de
longa duracdo contra os protdtipos vacinais baseados na DBPII, buscou-se aqui
caracterizar a resposta dos anticorpos 1gG e IgM contra epitopos variantes (DBPI1I-Sall)
e conservados (DEKnull-2) da proteina. Para isto, o estudo incluiu uma avaliacdo
retrospectiva de individuos expostos a malaria na Amazoénia, cujos inquéritos imuno-
epidemioldgicos foram realizados durante os anos de 2008 a 2017, incluindo periodos de
alta e baixa transmisséo de maléaria na &rea.

Em linhas gerais a resposta dos anticorpos IgM foi mais frequentemente associada
a uma resposta do tipo variante-especifica, caracterizada aqui pela resposta contra o0s
epitopos variantes da DBPII-Sall. Neste contexto, 0s resultados sugerem gque em uma
area com transmissao instavel e variavel de P. vivax, a resposta de anticorpos IgM parece
ser predominante para a variante majoritaria na regido. De fato, estudos anteriores
confirmaram que na comunidade de Rio Pardo, a Sall foi altamente prevalente, sendo
responsavel por cerca de 50% dos casos de malaria detectados (Kano et al., 2012). De
interesse, o perfil da resposta de anticorpos IgM foi mantido durante todo o
acompanhamento longitudinal, mesmo nos anos nos quais a transmissao de malaria caiu
drasticamente na regido (Fase I1). Em conjunto, esses resultados sugerem que a resposta
de anticorpos IgM especificos contra a DBPII nos individuos expostos ao P. vivax € de
longa-duracéo, mesmo em &reas de transmissdo hipoendémica.

Os resultados aqui apresentados permitiram concluir ainda que a resposta de
anticorpos IgM de longa-duracdo ndo foi exclusiva das proteinas DBPII, ja que perfil
semelhante foi detectado para anticorpos IgM contra outra proteina do P. vivax, a MSP-
119, que ndo € polimorfica e é altamente imunogénica (Wang et al., 2016). Entretanto, os
dados aqui apresentados ndo permitem concluir se esta resposta de anticorpos anti-P.
vivax esta sendo mantida na auséncia de “booster” (i.e., devido a presenca de células
plasmaticas de vida longa e/ou células B de memdria) ou se depende de exposicao
continuada ao antigeno (Bohannon et al., 2016; Borges Da Silva et al., 2018). Neste
sentido, em modelos de malaria murina, foi demonstrado que baixos niveis parasitarios
em infeccBes crbnicas podem fornecer antigenos suficientes para manter plasmablastos
IgM* na medula dssea (Winter et al., 2012; Papillion et al., 2017).

Até 0 momento, poucos estudos longitudinais foram conduzidos para avaliar a
duracdo da resposta secundaria de anticorpos IgM nas infeccbes malaricas e,
principalmente naquelas causadas pelo P. vivax. Apesar disto, anticorpos IgM especificos
contra antigenos do P. falciparum foram detectados por no minimo 6 meses em
Australianos retornando de areas endémicas (Boyle et al., 2019). Outros autores
demonstram que anticorpos IgM contra antigenos do P. vivax permaneceram por cerca de
30 dias apo6s a infeccdo aguda e o tratamento (Patgaonkar et al., 2018). Infelizmente,
nenhum estudo até o0 momento acompanhou esta resposta por periodos longos, como o
aqui descrito (cerca de 9 anos). Em resumo, todos esses achados reforcam o novo
paradigma da resposta secundaria de IgM antigeno-especifica, onde estes anticorpos
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parecem ser de alta afinidade e a resposta de longa-duracdo (Boonyaratanakornkit &
Taylor, 2019).

No gue concerne a dindmica de resposta dos anticorpos 1gG contra a DBPII, o
perfil observado foi diferente do perfil de resposta dos anticorpos IgM descrito acima,
sendo que a flutuacdo nos niveis de transmisséo de maléria em Rio Pardo foi fundamental
paraelucidar a contribuicdo relativa dos anticorpos IgG vs IgM na composicao da resposta
imune contra a DBPII. Neste contexto, foi possivel demonstrar que anticorpos 1gG
direcionados contra os epitopos variantes da Sall foram influenciados pelos niveis de
transmissdo local, sendo mais indicativos dos niveis de transmissdo de malaria na area
(Pires et al., 2018). De fato, anticorpos IgG anti-Sall diminuiram progressivamente com
a reducdo dos niveis de transmissdo na area, sendo substituidos por anticorpos IgG contra
0s epitopos conservados presentes na DEKnull-2. Estes achados ressaltam que nesta
populacdo, com histérico de longa-exposicdo a malaria, anticorpos anti-DEKnull-2 se
mantém independente dos niveis de transmissao. Esses resultados ja eram esperados, pois
nosso grupo demonstrou que a resposta de 1gG anti-DEKnull-2 uma vez adquirida é
estavel e de longa-duracdo (Ntumngia et al., 2017; Pires et al., 2018).

De interesse, os dados aqui apresentados demonstram ainda uma auséncia de
correlacdo entre os niveis dos anticorpos IgM e 1gG contra a DBPII. Na malaria, tem sido
proposto que a correlacdo (ou ndo) entre anticorpos 19G/IgM pode variar em funcéo das
diferencas estruturais entre os antigenos do parasito. Pode se citar, como exemplo, 0s
estudos que demonstraram associacdo entre a resposta de anticorpos IgG e IgM para a
proteina MSP-2, mas nenhuma correlacdo para a MSP-119 ou AMA-1 (Stanisic et al.,
2015). De fato, no presente trabalho ndo foi observada correlacdo entre a resposta dos
anticorpos IgG e IgM anti-MSP-119 do P. vivax. Além disto, parece que regides/epitopos
diferentes de um mesmo antigeno pode ter um comportamento diferente; no caso da MSP-
119 a porcdo N-terminal esta predominantemente associada com anticorpos IgM,
enquanto a C-terminal com anticorpos 1gG (Soares et al., 1999; Cassiano et al., 2016).
Em relacdo a DBPII, diversos estudos tem mapeado os epitopos funcionais e
imunorreativos de células B associados com resposta de anticorpos IgG (Chootong et al.,
2010; Ntumngia et al., 2012; Chen et al., 2016; George et al., 2019), mas ndo ha dados
disponiveis sobre os epitopos especificos para a resposta de IgM. Estudos futuros fazem-
se necessario neste sentido.

Historicamente, sabe-se que a presenca de infecgdes agudas pode alterar o perfil
de resposta humoral, principalmente dos anticorpos IgM que s&o rapidamente produzidos
apos exposicdo ao patogeno (revisto por Eisen, 2014; revisto por Pleass et al., 2015).
Assim, investigou-se aqui se uma nova exposicdo as formas sanguineas do P. vivax
(infecgdo, recaida e/ou recorréncia) poderia ser suficiente para fazer um “booster” da
resposta dos anticorpos IgM e/ou IgG anti-DBPII. Os resultados demonstraram que a
infeccdo aguda (patente ou subpatente) ndo influenciou na resposta de IgM e/ou IgG. As
razOes para a falta de correlagdo entre infeccOes agudas e resposta de anticorpos IgM/1gG
ndo sdo conhecidas. Apesar disto, pode-se especular que diferentes fatores nao
mutuamente exclusivos poderiam explicar este resultado. A primeira hipétese é a de que
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as novas infeccdes sanguineas podem ter sido causadas por outras variantes da DBPII que
ndo foram contempladas nos antigenos aqui estudados. Entretanto, esta hipotese ndo
explica grande parte das infecgdes, ja que a Sall é uma variante prevalente na &rea de
estudo (Kano et al., 2012).

Uma outra possibilidade para explicar a falta de “booster” na resposta de
anticorpos durante a infeccdo sanguinea € que as baixas densidades parasitarias podem
ndo ter sido suficientes para aumentar os niveis de anticorpos. De fato, nos individuos
estudados houve predominio de infecgbes subpatentes (77% por PCR vs 23% por
microscopia). Entretanto, achados na malaria experimental demonstraram que a resposta
secundaria de IgM ndo parece ser influenciada pela dose do antigeno utilizada no desafio
(Krishnamurty et al., 2016). Neste contexto, a explicacdo mais plausivel para a falta de
associacdo entre parasitemia e “booster” da resposta de anticorpos, pode ser a localizagédo
tecidual de grande parte das formas sanguineas do P. vivax. Isto porque achados recentes
tém confirmado a presenca frequente do parasito em 6rgdos como a medula dssea
(Obaldia et al., 2018) e o baco (revisto por Silva-Filho et al., 2020). Dessa maneira, 0s
parasitos circulantes podem ndo refletir a carga parasitaria verdadeira do individuo, ja que
grande parte dos parasitos pode estar localizado em nichos hematopoiéticos fora da
circulacdo sanguinea (Lopes et al., 2014; Barber et al., 2015; Silva-Filho et al., 2020).

Em estudos anteriores foi demonstrado que individuos com niveis elevados e
persistentes de anticorpos 1gG para a DEKnull-2 eram capazes de produzir uma resposta
duradoura de anticorpos capazes de bloquear a interacdo DBPII-DARC (BIAbs)
(Ntumngia et al., 2017). Nesta proxima etapa, fez se necessario avaliar se a resposta de
anticorpos IgM anti-DBPII influenciava na presenca e/ou persisténcia da resposta de
BIAbs, ja que os anticorpos neutralizantes estdo associados a protecdo clinica (King et
al., 2008; Nicolete et al., 2016). Os resultados aqui apresentados ndo permitiram
identificar associagdo (positiva ou negativa) entre a resposta de IgM e a presenca e/ou
persisténcia da atividade de BIAbs. Estudos futuros deverdo ser conduzidos para definir
0 papel dos anticorpos IgM anti-DBPII na resposta imune mediada pelo P. vivax. Isto é
particularmente relevante, ja que tem sido sugerido que os anticorpos IgM podem ser
necessarios para sustentar uma resposta protetora 6tima de longa duracéo dos anticorpos
IgG em diferentes infec¢bes, como por exemplo, virais (West Nile virus) e na propria
malaria murina (Harte et al., 1983; Boes et al., 1998; Diamond et al., 2003).

Devido a auséncia de correlagdo entre a resposta de anticorpos IgM anti-DBPII e
a atividade de BIAbs, buscou-se avaliar a avidez dos anticorpos IgM, isto &, a forca de
ligagdo total antigeno-anticorpo (Hedman et al., 1993). Considerando 0s critérios
utilizados de classificacdo da intensidade da avidez dos anticorpos utilizada por estudos
anteriores (Zakeri et al., 2011), nenhuma amostra do nosso estudo apresentou baixa ou
média avidez (i.e., abaixo de 50% ap0s tratamento com ureia). De importancia, este perfil
se manteve ao longo de todo estudo, mesmo nos periodos de baixa transmisséo de malaria.
Em conjunto, os resultados aqui apresentados confirmaram elevada avidez dos anticorpos
IgM antigeno-especificos, tanto contra epitopos conservados quanto variantes da DBPII.
Esses resultados podem, mesmo que indiretamente, reforcar os achados recentes que
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sugerem que as células B de memoria IgM* sofrem hipermutagdes somaticas levando,
subsequente, a selecdo clonal e producgéo de anticorpos IgM de alta afinidade (revisto por
Gatto & Brink 2010; Bohannon et al., 2016; Borges Da Silva et al., 2018)

Apesar da avidez relativamente elevada dos anticorpos IgM antigeno-especificos,
as taxas foram, em geral, inferior aquelas detectadas para os anticorpos IgG. Mais
especificamente, o tratamento com um agente dissociador do complexo antigeno-
anticorpo (ureia) teve pouca influéncia na interagdo lgG-antigeno, sendo as taxas de
avidez das amostras aqui estudadas > 80%. Até o momento, um Unico estudo avaliou a
avidez de anticorpos contra a proteina DBP do P. vivax (Zakeri et al., 2011). Estes autores
demonstraram que apenas cerca de 40% de individuos estudados tinham resposta de
anticorpos IgG considerada de alta avidez contra a DBP. A razéo para a discrepancia dos
resultados de Zakeri e colaboradores (2011) com os aqui descritos ndo é conhecida, mas
pode ser atribuida, em parte, a diferenca nos antigenos utilizados e nos protocolos de
avidez. Enquanto o estudo de Zakeri e colaboradores (2011) utilizou a regido I e IV da
DBP, o presente estudo utilizou a regido 11, que é a regido do ligante aos eritrocitos. Além
disso, no presente trabalho, apos a titulagdo da concentracdo de ureia a ser utilizada nos
ensaios, optou-se pela concentracao ideal de 5M. Por outro lado, nos estudos de Zakeri
e colaboradores a concentracdo utilizada foi de 8M. Deve-se ter cautela ao comparar as
taxas de avidez com qualquer estudo da literatura visto que existe uma gama de protocolos
para o estudo da avidez e, embora a maioria utilize o ensaio de ELISA com adi¢do do
agente caotrépico, como o realizado no presente trabalho, as concentragdes sdo variaveis
(Ferreira et al., 1996; Leoratti et al., 2008; Zakeri et al., 2011; Ibison et al., 2012).
Infelizmente, no estudo de Zakeri e colaboradores (2011) a avidez de anticorpos IgM néo
foi estudada. De interesse ainda, o estudo aqui desenvolvido empregou um protétipo
vacinal baseado em regides conservadas da DBP (DEKnull-2), cuja resposta foi associada
a anticorpos de alta avidez. Estes achados reforcam o potencial da DEKnull-2 como
prototipo vacinal. Por ultimo, vale a pena ressaltar que em estudos de vacina é
fundamental avaliar a avidez dos anticorpos antigeno-especifico, pois isto podera auxiliar
em uma possivel correlacdo entre imunidade e protecdo clinica, como ja propostos em
doencgas virais e bacterianas (Schlesinger & Granoff, 1992; Bachmann et al., 1997;
Goldblatt et al., 1998; Maynard et al., 2002). Em relacdo a malaria, embora o aumento da
avidez de anticorpos IgG contra antigenos do P. falciparum j& foi correlacionada no
passado com protecdo clinica (Ferreira et al., 1996), poucos estudos tem sido
desenvolvido neste sentido (Ferreira et al., 1996; Leoratti et al.., 2008), com resultados
contraditérios em humanos e modelos experimentais (lbison et al., 2012; Reddy et al.,
2012; Ann et al., 2019). Apesar disto, os achados aqui apresentados fornecem as bases
iniciais para o entendimento do papel da avidez dos anticorpos envolvidos na resposta
imune de longa-duragdo na imunidade contra a maléria.

Em resumo nossos resultados demonstram que em populagdes continuamente
expostas a niveis baixos e instaveis de transmissdo de malaria, a resposta de anticorpos
IgM especificos contra epitopos variantes e conservados da DBPII € de longa-duracao.
Enquanto a resposta de IgM foi, predominantemente, associada a epitopos variantes da
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DBPII, aresposta de IgG se direcionou aos epitopos conservados da proteina que parecem
estar associados a resposta de BIAbs. Este perfil de resposta IgM/IgG néo foi influenciado
pela presenga de parasitos circulantes. A razdo para a persisténcia da resposta dos
anticorpos IgM especifico contra o P. vivax em nosso estudo longitudinal merece
investigacdes futuras uma vez que tal isotipo pode ser relevante na resposta imunolégica
contra a malaria, podendo contribuir para o aprimoramento do desenvolvimento de
vacinas baseadas na DBPII.



74

7- Conclusoes

A resposta dos anticorpos IgM contra epitopos variantes (Sall) e conservados
(DEKnulI-2) da DBPII do P. vivax se manteve relativamente estavel durante o estudo
longitudinal, sendo a resposta independente dos niveis de transmissdo de malaria na
area estudada;

Este perfil de resposta dos anticorpos IgM néo é exclusivo contra a DBPII uma vez
que também foi verificado contra a MSP-11g;

A resposta dos anticorpos IgG voltada para os epitopos variaveis e conservados da
DBPII variou em funcdo dos niveis de transmisséo do P. vivax na regido; a diminuicéo
da resposta de anticorpos 1gG aos epitopos variantes foi acompanhada por um aumento
dos anticorpos contra epitopos conservados da DEKnull-2;

As infeccBes agudas nédo interferiram no perfil de resposta humoral contra a DBPII
nem mesmo contra a MSP-110. Independente da presenca de parasitos circulantes, a
resposta de IgM néo se correlacionou com a de IgG;

A presenga ou persisténcia da resposta de anticorpos IgM DBPII-especificos nao se
correlacionou com o perfil da resposta de anticorpos inibitérios da interagdo DBPII-
DARC,;

A avidez do complexo anticorpo-DBPII foi elevada para ambos isétipos de
imunoglobulinas, sendo aquela detectada para anticorpos IgG maior que para 0S
anticorpos IgM.
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Abstract

Background

A low proportion of P. vivax-exposed individuals acquire protective strain-transcending neu-
tralizing IgG antibodies that are able to block the interaction between the Duffy binding pro-
tein Il (DBPII) and its erythrocyte-specific invasion receptor. In a recent study, a novel
surface-engineered DBPII-based vaccine termed DEKnull-2, whose antibody response tar-
get conserved DBPII epitopes, was able to induce broadly binding-inhibitory IgG antibodies
(BIAbs) that inhibit P. vivax reticulocyte invasion. Toward the development of DEKnull-2 as
an effective P. vivax blood-stage vaccine, we investigate the relationship between naturally
acquired DBPII-specific IgM response and the profile of IgG antibodies/BlAbs activity over
time.

Methodology/principal findings

A nine-year follow-up study was carried-out among long-term P. vivax-exposed Amazonian
individuals and included six cross-sectional surveys at periods of high and low malaria trans-
mission. DBPIl immune responses associated with either strain-specific (Sal1, natural
DBPII variant circulating in the study area) or conserved epitopes (DEKnull-2) were moni-
tored by conventional serology (ELISA-detected IgM and IgG antibodies), with IgG BlAbs
activity evaluated by functional assays (in vitro inhibition of DBPIl—erythrocyte binding). The
results showed a tendency of IgM antibodies toward Sal1-specific response; the profile of
Sal1 over DEKnull-2 was not associated with acute malaria and sustained throughout the
observation period. The low malaria incidence in two consecutive years allowed us to
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demonstrate that variant-specific IgG (but not IgM) antibodies waned over time, which
resulted in IgG skewed to the DEKnull-2 response. A persistent DBPII-specific IgM
response was not associated with the presence (or absence) of broadly neutralizing IgG
antibody response.

Conclusions/significance

The current study demonstrates that long-term exposure to low and unstable levels of P.
vivax transmission led to a sustained DBPII-specific IgM response against variant-specific
epitopes, while sustained IgG responses are skewed to conserved epitopes. Further studies
should investigate on the role of a stable and persistent IgM antibody response in the
immune response mediated by DBPII.

Introduction

Plasmodium vivax is characterized by dormant liver stage hypnozoite-parasites responsible for
high frequency of relapses [1], which imposes a challenge for the current policies of malaria
control and elimination. With great potential for transmission from first generation of blood-
stage infection [2, 3] and lower levels of parasitemia often undetected by routine surveillance
[4, 5], the proportion of malaria infections attributed to P. vivax has increased in areas of rela-
tively low transmission [6].

Although there are major hurdles for vivax malaria elimination, clinical immunity to P.
vivax is acquired much more rapidly than for P. falciparum [revised in [7, 8], even in low trans-
mission settings, which make the development of an effective vaccine worth pursuing. Duffy
binding protein IT (DBPII) is a leading P. vivax malaria vaccine candidate that binds the Duffy
antigen receptor for chemokines (DARC) on reticulocytes is critical for reticulocyte invasion
[9, 10]. Although naturally acquired DBPII antibodies tend to be biased towards strain-specific
responses [11-13], our project identified the epitope targets of protective neutralizing IgG
antibody response to overlap conserved residues essential for receptor binding and DBP
dimerization [12, 14-19]. Individuals able to produce these broadly binding-inhibitory anti-
bodies (BIAb) to DBPII present reduced risk of clinical P. vivax malaria [20, 21]. In pursuing a
structural vaccinology approach, our project created surface-engineered DBPII vaccine candi-
date, DEKnull-2, that retains the conserved functional epitopes needed for receptor binding
and DBP dimerization but removed residues of variant nonfunctional epitopes associated with
strain-specific immune responses [22]. Naturally-occurring protective immunity associated
with induction of long-term memory IgG responses have anti-DBPII BIAb and DBPII reactive
cells that are highly reactive with DEKnull-2.

While it is well established that naturally acquired IgG antibody responses are associated
with protective clinical immunity to blood-stage malaria [23, 24], the role of IgM is not well
defined [25, 26]. A recent study in a murine model of malaria demonstrated that Plasmodium-
specific IgM memory B cells are somatically hypermutated, high-affinity, and dominate the
early memory response to recurring malaria infections [27]. Likewise, the production of pro-
tective IgM antibodies during experimental malaria provides evidence of additional mecha-
nisms by which the immune system controls Plasmodium infection [28, 29]. These results
might explain recent data associating the depth and breadth of Plasmodium-specific IgM anti-
bodies with genetic resistance to malaria infection [30], and with the reduced risk of clinical
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malaria in a cohort of children [31]. Taken together, we are in accordance with other that sug-
gest that IgM antibodies seem to be much more than just an early responder to malaria infec-
tion [32], and should be investigated during the development of vaccines.

Therefore, the goal of this study is to understand the mechanisms that underlie the broader
humoral immune responses against the novel engineered DBPII vaccine candidate, DEKnull-2
[22], including the IgM response. For that, we took advantage of the long-term follow-up
study previously carried out in the Amazon rainforest, where different profiles of DBPII-spe-
cific IgG responders were identified [33]. We have examined the frequency and distribution of
DBPII-specific IgM and IgG antibodies during a 9-years follow-up period. As IgM antibodies
may be necessary to sustain an optimal long-term protective IgG response [34-36], we also
investigate whether a stable DBPII-specific IgM response could interfere with the profile of
antibodies able to block the interaction ligand-receptor.

Materials and methods
Study area and population

The study was carried-out in the agricultural settlement of Rio Pardo (1°46’S—1°54’S, 60°
22’W—60°"10'W), Presidente Figueiredo municipality, Northeast of Amazonas State in the
Brazilian Amazon region. The study site and malaria transmission patterns were described in
detail elsewhere [37-39]. In this area, malaria transmission is considered hypo to mesoen-
demic, and the majority of residents were natives of the Amazon region [37]. Inhabitants of
the settlement live on subsistence farming and fishing along the small streams. In the study
area, P. falciparum malaria incidence has decreased drastically in recent years, and P. vivax is
now responsible for all clinical malaria cases reported (S1 Fig).

Study design and cross-sectional surveys

A population-based open cohort study was initiated in November of 2008, and included three
cross-sectional surveys carried at six-months interval (baseline, 6 and 12-months) as previ-
ously reported [37, 39]. Briefly, (i) interviews were conducted through a structured question-
naire to obtain demographical, epidemiological, and clinical data; (ii) physical examination,
including body temperature and spleen/liver size were recorded according to standard clinical
protocols; (iii) venous blood was collected for individuals aged five years or older (EDTA, 5
mL), or blood spotted on filter paper (finger-prick) for those aged <5 years; and (iv) examina-
tion of Giemsa-stained thick blood smears for the presence of malaria parasites by light
microscopy. The geographical location of each dwelling was recorded using a hand-held
12-channel global positioning system (GPS) (Garmin 12XL, Olathe, KS, USA) with a posi-
tional accuracy of within 15 m. Additional cross-sectional surveys were carried-out six (August
2014), seven (July 2015) and nine years later (July 2017) [22, 33]. During the long-term follow
up study, the number of malaria cases fluctuated in the study area, reflecting period of high (I
and III) and low (IT) malaria transmission (S1 Fig). For the current study, the non-eligible cri-
teria were (i) refusal to sign the informed consent; (ii) children, as clinical immunity is not
prevalent in Amazon children [40]; (iii) pregnant women; (iv) any other morbidity that could
be traced; and (v) individuals who were unable to be recruited during at least two consecutive
cross-sectional surveys. The 163 participants who were eligible to the current study matched
the original adult population (n = 300) for age, sex, malaria exposure [33]. Eighty-eight (54%)
and 77 (47%) out of 163 eligible subjects could be recruited six and nine years later, respec-
tively. Fifty-seven (35%) subjects presented consecutive samples throughout the 9-years fol-
low-up period.
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The ethical and methodological aspects of this study were approved by the Ethical Commit-
tee of Research on Human Beings from the René Rachou Institute (Reports No. 007/2006, No.
07/2009, No.12/2010, No. 26/2013 and CAAE 50522115.7.0000.5091), according to the Resolu-
tions of the Brazilian Council on Health (CNS-196/96 and CNS-466/2012).

Laboratory diagnosis of malaria

At the time of blood collection, all individuals were submitted to a finger-prick for malaria
diagnosis by light microscopy. The Giemsa-stained thick blood smears were prepared and
examined by experienced local microscopists, according to the malaria diagnosis guidelines of
the Brazilian Ministry of Health (2009) [41]. Species-specific PCR assays targeting different
plasmodial targets (185 rRNA gene and non-ribosomal Pvr47/Pfr364 sequences) were carried-
out essentially as previously described [42]. For this, genomic DNA was extracted from either
whole blood samples collected in EDTA, or from dried blood spots on filter paper using the
Puregene blood core kit B (Qiagen, Minneapolis, MN, USA) or the QTAmp DNA mini kit
(Qiagen), respectively, according to manufacturers’ instructions.

Recombinant blood stage P. vivax proteins

DBPII-related antigens. Recombinant DBPII-related proteins included amino acids
243-573 of the Sal-1 reference strain, DBPII-Sall [43], and an engineered DBPII termed
DEKnull-2 [22]. These proteins were expressed as a 39kDa 6xHis fusion protein, properly
refolded, as previously described [16, 22].

Immunoglobulin (Ig) M and IgG detection assays

A conventional enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for antigen-specific IgM and
IgG antibody response was carried out as previously described [38], with plasma samples
diluted at 1:100 (IgG) or 1:400 (IgM). Recombinant proteins were used at a final concentration
of 3 pg/ml (DBPII and DEKnull-2). For each protein, the results were expressed as ELISA reac-
tivity index (RI), calculated as the ratio of the mean optical density (OD at 492 nm) of each
sample to the mean OD plus three standard deviations of samples from 20-30 unexposed vol-
unteers. Values of RI > 1.0 were considered positive.

Anti-DBPII erythrocyte-binding-inhibitory antibodies

The functional proprieties of DBPII antibodies (binding-inhibitory activity, BIAbs) were per-
formed on a subset of the study population comprising 57 individuals matched for age, sex
and malaria exposure. Plasma samples were tested for inhibition of DBPII-erythrocyte binding
at 1:40 dilution by the standard COS7 cell assay as described [44]. A pool of P. vivax immune
serum able to inhibit erythrocyte binding, and naive serum was used as positive and negative
control respectively. Binding was quantified by counting rosettes observed in 10-20 fields of
view (x200). Percent binding-inhibition was quantified by assessing the percentage of rosettes
in wells of transfected cells in the presence of test plasma relative to rosettes in wells in the
presence of negative control plasma sample. Plasma samples with more than 50% inhibition of
DBPII-erythrocyte binding were considered inhibitory.

Statistical analysis

A database was created using Epidata software (http://www.epidata.dk). The graphics and the
analysis were performed using GraphPad Prism version 7—GraphPad Software, La Jolla Cali-
fornia USA, and R statistical software (version 3.3.3). Differences in proportions were
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evaluated by chi-square (X?) test or Fisher’s exact tests, as appropriate. The Shapiro-Wilk test
was performed to evaluate normality of variables. Differences in means were tested using
either the one-way ANOVA, with Turkey’s post hoc, or the Mann-Whitney test or Kruskal-
Wallis tests, with Dunn’s post hoc test, as appropriate. Linear correlation between variables,
such as levels of antibodies and recent episodes of malaria, was determined by using the Spear-
man’s correlation coefficient. Only variables associated with statistical significance at the 5%
level were maintained in the final models.

Results

Subject characteristics and antibody profiles to DBPII-related antigens at
enrollment

The median age of individuals included in the study was 42 years (IQR: 28-53) with a 1.1:1
proportion of male to female (Table 1). The age was significantly associated with a subject’s
time of malaria exposure in the Amazon area (r = 0.75; p<0.0001, Spearman’s correlation
test). At the time of their first blood collection, the overall prevalence of malaria was 13%, with
all infections caused exclusively by P. vivax; 3% of infections were detected by conventional
microscopy, and 10% by a species-specific Real-Time PCR.

To determining whether DBPII antibody responses included both strain specific and broadly
reactive antibodies, two different DBPII allelic variants were tested, Sall, a common variant cir-
culating in the study area and the DBPII reference strain, and the engineered DEKnull-2 whose
antibody response target conserved DBPII epitopes. While 39% of the individuals enrolled in
the study had IgM antibodies to DBPII-Sall, only 23% had detectable IgM antibodies to the
conserved DEKnull-2 (X = 9.698 p = 0.018). Considering IgG antibodies, a similar proportion
of individuals (46-43%) responded to each of recombinant protein assayed (p>0.05).

Table 1. Demographic, epidemiological and i logical characteristics of 163 individuals at enrolment.
Characteristics
Median age, years (IQR) 42 (28-53)
Gender, male: female 1151
Previous malaria self-reported episodes, median (IQR) 5(3-15)
Years of residence in Amazon area, median (IQR) 35 (24-50)
Location of residence in Amazon area, riverine: non-riverine | 11
Acute P. vivax infection: |
Patent P. vivax infection', 1 (%) 5(3)
Sub patent P. vivax infection?, 1 (%) 17 (10)
Total, n (%) | 22 (13)
Antibody response’, positive 1 (%):
IgM* DBPII-Sall 64 (39)
DEKnull-2 37 (23)
IgG | DBPII-Sall | 75 (46)
DEKnull-2 69 (43)

IQR = InterQuartile Range.

'Positive P. vivax infections detected by conventional light microscopy.

*Positive P. vivax infections detected by real-time PCR.

3Evaluated by conventional ELISA serology using recombinant proteins against P. vivax Duffy binding protein
region IT (DBPII).

*Statistically different (Chi Square test with Yates correction, X* = 9.698; p = 0.018).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0232786.t001
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Composition and dynamics of strain-specific and strain-transcending
DBPII antibody repertoire over a nine-year period

IgM DBPII-related response. Over three cross-sectional surveys at 6-month intervals
(high transmission, Phase I), between 40% and 37% of individuals had DBPII-Sall IgM anti-
bodies, as detected by conventional serology (S2 Fig). Broadly reactive antibodies (DEKnull-2)
were detected at significantly lower frequencies (24-16%). During all follow-up period
DBPII-Sall IgM antibodies predominate over DEKnull-2 antibodies, and it was independent
of the levels of malaria transmission in the study area (phase I, II and III). The levels of anti-
bodies (evaluated here by medians of reactivity) showed a similar tendency towards strain-spe-
cific IgM antibodies (S2 Fig and S1 Table).

IgG DBPII-related response. The frequencies and levels of IgG antibody response to
both DBPII proteins were similar over the first 12-months period (phase I) (S3 Fig). Despite of
that, antibody levels varied among responders, including individuals with strong IgG antibody
response (RI > 10) to both DBPII-related antigens. Of interest, the intensity of malaria trans-
mission influenced in the proportion of Sal-1 versus DEKnull-2 immune responses. In the low
transmission period (phase II), a significant decrease in strain-specific IgG antibodies was
observed while the frequencies and levels of DEKnull-2 remained similar to the baseline (47%
vs. 45-39%) (S3 Fig and S1 Table). The profile of DEKnull-2 over Sall-specific IgG response
was maintained until the end of the study (phase III, high transmission).

Ratio IgG to IgM antibodies. The ratio IgG/IgM to each recombinant protein confirmed
that IgG but not IgM Sall-antibodies were sensitive to malaria transmission intensity (Fig 1).
Anti-Sall IgG antibodies decreased during a transmission period, and this profile remained
until the end of the study. The low malaria transmission period strengthened DEKnull-2 anti-
bodies, especially for IgG antibodies (Fig 1B).

Influence of acute infection in the DBPII antibody repertoire

During the 9-years follow-up study period, 42 (26%) out of 163 studied individuals had a
detectable P. vivax infection, most of them detected only during the first 12-month period

(n = 36, Phase I). Although this subgroup was not differentiated from the study population by
age (42 vs. 39 yrs-old), gender (1.3:1 vs. 1.1:1), or time of malaria-exposure (34 vs. 33 yrs), the
majority of them were classified as riverine population (30 out of 42, 71%).

In these long-term exposed individuals, there was a predominance of sub patent (PCR-posi-
tive) over patent (microscopy-positive) P. vivax infections, and acute infection was not associ-
ated with the presence of either IgM or IgG antibody responses to any of the proteins, i.e., Sall
or DEKnull-2 (Fig 2). Specifically, individuals with persistent malaria infection (for example,
RP553 and RP555) did not present DBPII-related IgM antibodies, and vice-versa, a persistent
IgM antibody response to both proteins (RP416 and RP516) was not associated with a poten-
tial booster by blood-stage infections. The absence of correlation between infection and anti-
body response was also observed for IgG antibodies (RP405, RP416 and RP433). This data is
confirmed by the Spearman’s correlation coefficient between IgG and IgM antibody responses
(84 Fig).

IgG and IgM antibodies repertoire according to the immunological
background
Plasma samples were screened for anti-DBPII BIAbs to investigate the relationship between

IgM/ IgG antibody responses and the profile of BIAbs responders’ DBPII inhibitory immune
responses. These were classified as persistent non-responders (NR) characterized by the
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Fig 1. Ratio of IgG to IgM antibody responses against DBPII-Sall and DEKnull-2 during the 9 years follow-up study period. (A) The ratio between IgG and IgM
response against DBPII-Sall (blue line) and DEKnull-2 (red line) for all subjects enrolled in the study was represented for each cross-sectional survey. The longitudinal
study comprised six cross-sectional surveys, which included periods of high (phase I and III) and low (phase II) malaria transmission; the first three cross-sectional
surveys were carried-out during the first year (baseline, 6 and 12 months), and three carried-out 6, 7" and 9" years later. Individual responses towards IgG were
represented on left (white) and towards IgM on right (grey). Individuals with equal IgG and IgM responses were show on central dotted line. (B) Pie charts
representing the percentage of subjects with the following IgG and IgM response profiles: DBPII-Sall skewed, equal, and DEKnull-2 skewed during the three phases of

tr ion

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0232786.9001

absence of BIAbs antibodies; temporary responders (TR) whose BIAbs response alternated
between positive/negative, and persistent responders (PR) whose BIAbs were stable through-
out the study (Fig 3). During the low transmission period (Phase II), IgG responses were con-
sistently detected against both recombinant proteins (DBPII-Sall and DEKnull-2) for the
persistent BIAbs responders and, less with the temporary BIAbs responders. All but one
(RP416) of PR subgroup (93%, n = 15) had DEKnull-2 IgG antibodies, while only 7 out of 13
(54%) of TR reacted to DEKnull-2. As expected, the majority of NR did not have detectable
long-term IgG. IgM antibody responses were not associated with any profile of BIAbs
responders, with some individuals with broadly and long-term IgM responses detected in all
subgroups (Fig 3).
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right panel, the green color variation in the heatmap shows IgM and IgG responses for each cross-sectional survey. ELISA antibody responses were
expressed as Reactivity Index (RI) calculated by dividing the mean optical density (OD at 492 nm) of each sample to the mean OD plus three
standard deviations of samples from unexposed volunteers. Values of RI > 1.0 were considered positive (on a green scale).
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Discussion

In an Amazonian community exposed to low levels intermittent malaria transmission, we
sought to investigate the relationship between anti-DBPII IgM and IgG antibody responses
reactive with strain-specific (Sall) or strain-transcending (DEKnull-2) immune responses
[22]. In general, the frequencies and levels of IgM antibodies showed a tendency towards
strain-specific antibodies (Sall). Interestingly, the response profile of Sall over DEKnull-2
IgM antibodies was sustained throughout the 9-years observation period, including in conse-
cutive years in which malaria transmission dropped drastically in the study area (Phase II).
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Fig 3. Profile of IgM and IgG antibody responses of Rio Pardo subjects previously classified according to the
DBPII Binding Inhibitory Antibodies (BIAbs). According to their BIAbs response, malaria-exposed individuals

(n = 57) were previously characterized as [22]: i) Persistent responder (PR), who had BIAbs response during the 9 years
of follow-up; i) Temporary responders (TR), who had variable BIAbs response during those cross-sectional surveys and
iii) Persistent non-responders (NR), who had no BIAbs detected any time in the study. Each line represents individual
IgM and IgG antibody responses against DBPII-Sall or DEKnull-2, in each cross-sectional survey. Colored symbols
indicate positive antibody response at ELISA (IR > 1) and white symbols negative response at ELISA (IR < 1). ELISA
results were expressed as Reactivity Index (IR), with Reactivity Index (RI) > 1 considered positive.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0232786.9003

Although the majority of high IgM responses (RI> 3) were no longer detected in the low trans-
mission period, the results suggest that individuals in P. vivax-endemic Amazonian communi-
ties were able to sustain their DBPII-specific IgM antibody responses. These results may
explain recent findings showing that I[gM-expressing memory B cells are expanded in malaria
patients living in endemic areas [27], and confirm data from other studies, which suggest that
IgM antibodies may play an underappreciated role in immune response against malaria infec-
tions [29-31]. Although scant longitudinal data are available about secondary IgM responses
in P. vivax-exposed populations, a recent prospective study undertaken in a low transmission
area of Western India demonstrated that P. vivax alters peripheral B-cell profiles and induces
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parasite-specific IgM that persisted post recovery [45]. While the results from India are in con-
cordance with a persistent IgM response, antigen-specific antibody responses were evaluated
only over a short period-of time, i.e., during acute infection and upon 30 days post-treatment.
Here, we demonstrated that long-term P. vivax exposure to low and unstable levels of malaria
transmission can lead to a sustained DBPII-specific IgM response. At this time, it is not possi-
ble to define if this persistent DBPII-related IgM response could indicate that IgM-experienced
B cells needs to be constantly activated or if this response is rather associated with a bona-fide
memory [29, 46]. Of relevance, P. falciparum-specific IgM antibodies were detected for more
than 6 months in Australians returning from malaria endemic areas [31]. Together, the find-
ings of long-term IgM response emphasize the need to understand the role of the IgM specific
antibodies in both natural infection and vaccine antigens.

Our results showing an absence of correlation between antigen-specific IgM antibodies and
acute malaria infection are intriguing, considering that in response to infection the antibodies
made initially are usually IgM confined to the intravascular pool [26, 47]. Although unknown,
we hypothesize that antigenically distinct DBPII variants could be responsible to new blood-
stage infections, including relapses. Still, this hypothesis may not explain many of the acute
infections since Sall was the most prevalent DBPII variant circulating at that time in the study
area [37]. As sub patent infections predominate in the study area (77% by PCR vs. 23% by
microscopy), one may speculate that these low parasite densities were not sufficient to provide
abooster of IgM antibody response. However, recent findings in experimental malaria infec-
tions demonstrated that secondary IgM response was not affected by either challenge dose or
the time of rechallenge [27]. Perhaps a more plausible and not mutually exclusive explanation
for why IgM antibodies were not associated with peripheral blood stage infections is the rela-
tive underrepresentation of P. vivax asexual stages in patient blood [48, 49]. Nowadays, a con-
siderable body of evidence indicates a tissue reservoir, such as bone marrow, where most P.
vivax parasite burden resides [50]. Consequently, we cannot exclude that P. vivax-specific IgM
production is dependent upon tissue parasite persistence, a phenomenon that needs to be
investigate. In different experimental models, low-level of chronic infection may provide suffi-
cient antigen to maintain IgM plasmablasts in the bone marrow either through inflammation
[51] or antigenic stimulation [52].

From high to low malaria incidence in two consecutive years of the study was critical to elu-
cidate the relative contribution of IgG versus IgM antibodies to DBPII immune response. Var-
iant-specific IgG but not IgM antibodies waned over time, which resulted in IgG skewed
reactivity to the DEKnull-2 antigens lacking the variant epitopes but retaining the conserved
epitopes. This profile of IgG response was not unexpected as we previously demonstrated that
a significant number of long-term malaria-exposed individuals mount a strong and stable IgG
response toward conserved DEKnull-2 epitopes [22, 33]. Of further interest, the levels of IgM
antibodies were not related to IgG antibodies, and the lack of correlation occurred to both
DBPII-related antigens. It has been proposed that the correlation (or not) between IgG/IgM in
malaria may reflect inherent structural differences between antigens, including the relative
conservation of the epitopes that are targeted; for example, strong correlations between IgG
and IgM was observed to MSP2, whereas this was not seen with MSP1-19 and AMA-1 [53]. In
the case of P. vivax MSP1, antibody response to different regions of the protein appeared dis-
tinct, with the N-terminal portion predominantly associated with IgM antibodies and C-termi-
nal with IgG response [54-57]. In the case of DBPII, several studies have mapped functional
immunoreactive B cell epitopes associated with broadly neutralizing IgG antibody response
[12, 14, 15, 18], but no data is available about IgM response.

It has been shown that IgM antibodies may be necessary to sustain an optimal long-term
protective IgG response [34-36]. Assuming that functionally acquired IgG antibodies able to
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broadly inhibit DBPII-DARC interaction (BIAbs) are associated with a reduced risk of clinical
P. vivax malaria [20, 21], we sought to investigate whether a stable DBPII-specific IgM
response could interfere with the profile of BIAbs responder. It is particularly relevant as we
demonstrated that long-term DEKnull-2 responders with high levels of IgG antibodies are able
to produce a persistent BIAbs response [22]. Stratification of the DBPII BIAbs responders
(persistent, temporary and no-responder) showed no association (positive or negative)
between antigen-specific IgM response and the profile of BIAbs. Additional investigation may
help define the contribution (if any) of anti-DBPII IgM antibodies in the immune response
mediated by P. vivax.

The present study has limitations that must be considered when interpreting the results. As
DBPII sequences from all cross-section surveys were not available, antibody response against a
DBPII variant circulating in the study area (Sall) was used to characterize species-specific
immune response. Our previous studies confirm Sall as major local DBPII variant [37, 58, 59],
whose antibody response is highly prevalent in Amazonian exposed-individuals [33, 38]. Con-
sequently, we are confident that Sall is a key DBPII variable for assessing the species-specific
immune response in the study area. Taken together, our results demonstrated that IgG (but
not IgM) variant-specific DBPII antibodies were poorly sustained at low transmission period,
which confirms that IgM antibodies may be more indicative of continuous exposure to
malaria, whereas epitope-conserved IgG antibodies are relatively stable and associated with
BIAbs response. The reason for the persistence of the IgM response in our cohort merits fur-
ther investigations.

Supporting information

S1 Fig. Temporal distribution of malaria cases in the agricultural settlement of Rio Pardo
(Amazonas, Brazil) during 9 years follow-up study. P. vivax (blue) and P. falciparum (red)
microscopy diagnosed case report data in Rio Pardo were provided by the National Malaria
Surveillance Information System (SIVEP-Malaria) and plotted per month. The longitudinal
study comprises six cross-sectional surveys during 2008-2017, which includes periods of high
(dark-grey, phase I and III) and low (light-grey, phase II) malaria transmission; the first three
cross-sectional surveys were carried-out during the first year (baseline, 6 and 12 months);
three carried-out 6, 7" and 9 years later. Modified from Pires et al., 2018 [33].

(TIF)

S2 Fig. The levels of IgM antibody response against DPBII-Sall and DEKnull-2 during the
study period. The IgM responses were expressed as Reactivity Index (RI), with Reactivity
Index (RI)>1.0 considered positive. The individual values are represented by blue (DBPII--
Sall) and red (DEKnull-2) open circles. Transversal lines indicate medians and interquartile
ranges. The cross-sectional surveys were carried-out as described in legend to S1 Fig. The fre-
quency of seropositive subjects (Pos (%)) on each cross-sectional survey is represented below
each graphic. Different number of asterisks indicate the variation on p value (*p< 0.05 to
**p<0.0001; Fisher’s exact test), for significance differences between the frequency of DBPII--
Sall and DEKnull-2 response.

(TIF)

83 Fig. The levels of antibodies IgG response against DPBII-Sall and DEKnull-2 during
the study period. The IgG responses were expressed as Reactivity Index (RI), with Reactivity
Index (RI)>1.0 considered positive. The individual values are represented by blue (DBPII--
Sall) and red (DEKnull-2) open circles. Transversal lines indicate medians and interquartile
ranges. The cross-sectional surveys were carried-out as described in legend to S1 Fig, with IgG
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original data obtained from Pires et al., 2018 [33]. The frequency of seropositive subjects (Pos
(%)) on each cross-sectional survey is represented below each graphic. Different number of
asterisks indicates the variation on p value (*p< 0.05 to **p<0.0001; Fisher’s exact test), for
significance differences between the frequency of DBPII-Sall and DEKnull-2 response.

(TIF)

$4 Fig. Spearman correlation between IgM and IgG antibody responses against DBPII-Sall
(red) and DEKnull-2 (blue) of subjects with or without acute P. vivax infections. The corre-
lation between IgM and IgG antibodies response were performed separately to subjects with
acute P. vivax infections (closed triangle) and non-infected individuals (open circles) to each
protein.

(TIF)

S1 Table. Levels of IgM and IgG antibodies response against P. vivax DBPII-proteins dur-
ing the 9 years follow-up study.
(DOCX)
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