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RESUMO

A maioria dos estudos sobre o papel da proteina MSP-1 de Plasmodium vivax na imunidade
naturalmente adquirida contra a maléria concentra-se na regido conservada C-terminal da
molécula. No entanto, evidéncias substanciais provenientes de estudos experimentais com
roedores apontam as sequéncias polimorficas da MSP-1, as quais se encontram sob selecéo
balanceada, como alvos da resposta imune protetora alelo-especifica. Apesar destas evidéncias,
0 nosso atual conhecimento a respeito da resposta de anticorpos naturalmente adquiridos contra
dominios polimérficos da PvMSP-1 é muito limitado. Neste trabalho de doutorado, foi avaliada a
resposta de IgG dirigida contra epitopos conservados (MSP1,4) e polimorficos (blocos 2 e 10) da
PVMSP-1 em 214 pacientes com malaria clinica, monoinfectados por P. vivax, residentes na area
endémica brasileira. Dez proteinas recombinantes correspondentes as variantes alélicas do bloco
2 (BRO7, BP29, BP39, BP30, BEL) e blocol0 (BR07, BP29, BP39, BPO1, BP13) da PVYMSP-1 ja
descritas entre os isolados brasileiros de P. vivax, além de uma recombinante correspondente a
subunidade conservada C-terminal da PvMSP-1, a proteina MSP1,9 foram expressas em
Escherichia coli. Com excec¢do das variantes antigénicas BR0O7 e BP13, cujo reconhecimento por
anticorpos IgG foi superior a 40%, nossos dados mostram que as demais variantes foram pouco
reconhecidas (13 a 31%) por soros dos individuos avaliados. Com relacdo a magnitude da
resposta variante-especifica, os niveis médios de IgG também foram baixos, com as maiores
reatividades detectadas para anticorpos dirigidos contra as variantes BR07 e BP13. Diferente do
padrdo de resposta observado para os epitopos polimérficos, 89% dos individuos apresentaram
IgG contra o dominio conservado C-terminal (MSP1y); corroborando a alta imunogenicidade
desta regido da molécula. Presenca e niveis de anticorpos detectados contra a variante BP13 do
bloco 10 e anti-MSP1,4 foram associados ao tempo de exposi¢cdo a maléria (niumero de episodios
clinicos prévios), sugerindo que durante um episddio agudo de malaria, ha um boosting na
resposta de anticorpos dirigidos contra estes epitopos C-terminais da PvMSP-1. Um aspecto
importante, mas ainda pouco explorado nas infec¢cées por P. vivax é a associagcdo de parametros
clinicos associados a morbidade na malaria, como anemia e plaguetopenia e a resposta de
anticorpos alelo-especificos. Os resultados obtidos a partir de uma combinacdo de analises
empregando técnicas estatisticas uni e multivariada (ACP), mostraram a presenca de correlagfes
negativas entre niveis séricos de hemoglobina e niveis de IgG contra as variantes BR0O7 e BP13
do bloco 10. Interessantemente, as mesmas sequéncias destas variantes foram identificadas, em
maior prevaléncia, nos parasitos infectantes isolados de individuos anémicos quando comparados
aos nao anémicos, evidenciando uma associacao entre a variante alélica infectante e a resposta
de anticorpos especifica. Estes dados sugerem o possivel envolvimento dos anticorpos IgG
especificos para a variante alélica infectante e direcionados para a regiao polimérfica C-terminal
da PvMSP-1 na etiologia da anemia observada durante a malaria por P. vivax. De modo geral,
nossos resultados evidenciam o padrdo de reconhecimento imune distinto, em termos de
anticorpos variante-especificos, entre os dominios N- e C- terminais da PvMSP1, o que pode ter
implicacdes para o desenvolvimento de vacinas baseadas na PvMSP1; além de destacarem a real
necessidade de se ampliar os estudos sobre a reposta imune dirigida contra epitopos polimorficos
desta proteina em diferentes realidades epidemiolégicas.

Palavras-chave: Anemia; Anticorpo variante-especifico; Maléria; MSP-1; Plasmodium vivax;
Polimorfismo antigénico.

Xiv



ABSTRACT

Most studies regarding the role of Plasmodium vivax MSP-1 (PvMSP1) in protective immunity
against malaria have focused on C-terminal conserved region of molecule. However, there are
convincing evidences suggesting the polymorphic sequences of MSP-1, which are under balancing
selection, as target of protective immune response. Despite this evidence, our current knowledge
regarding the naturally acquired antibody responses against the polymorphic domains of PvMSP-1
is very limited. Here, we evaluated the IgG response directed against conserved (MSP1,5) and
polymorphic (block 2 and 10) epitopes of PYMSP-1 in 214 patients with clinical malaria, only
infected by P. vivax, living in Brazilian endemic area. Ten recombinant proteins corresponding to
allelic variants of blocks 2 (variants BR0O7, BP29, BP39, BP30, BEL) and 10 (BR07, BP29, BP39,
BPO1, BP13) of PYMSP-1 commonly found in Brazilian P. vivax isolates were expressed in
Escherichia coli, in addition to a recombinant corresponding to the conserved 19-kDa C-terminal
subunit of PvMSP-1, the MSP1,4 protein. Our data show that the most of recombinant proteins
corresponding to PvMSP-1 variants were poorly recognized (13-31%) by serum of individuals
evaluated; with exception of responses detected for BRO7 and BP13 variants, which recognition by
IgG antibodies was higher than 40%. Regarding the magnitude of the variant-specific response,
the average of IgG levels were also low, with the highest reactivity detected for antibodies against
the variants BRO7 and BP13. Unlike the response pattern observed for polymorphic epitopes, 89%
of individuals had IgG against the C-terminal conserved domain (MSP1,,), confirming the high
immunogenicity of this region of the molecule. Proportion and levels of antibodies to BP13 variant
of block 10 and to MSP1;4 were associated with exposure to malaria (humber of previous clinical
episodes), suggesting that during an acute P. vivax infection, there is a boosting in antibody
response directed against these C-termini PvMSP-1 epitopes. An important but that remains poorly
investigated in P. vivax infections is the association of clinical parameters of morbidity, such as
anemia and thrombocytopenia and allele-specific antibody response to P. vivax antigens. By using
a combination of statistical analyses that employed univariate and multivariate approaches (PCA);
we showed negative correlations between levels of hemoglobin and IgG antibodies against BRO7
and BP13 versions of block 10 (Spearman correlation test, P < 0.0001). Interestingly, the
sequences of these variants were identified in higher prevalence in infecting parasites from anemic
patients when compared to non-anemic; showing that the specificity of IgG antibodies matched the
block 10 PvMSP-1 variant found in infecting parasites. These data suggest the possible
involvement of 1gG to allelic-specific epitope of infecting variant form and targeted to polymorphic
C-terminal region of PYMSP-1 in the immunological mechanisms that have been implicated in
aetiology of malarial anemia by P. vivax. Overall, our results show a distinct pattern of immune
recognition, in terms of variant-specific antibodies, between N- and C-termini PvMSP-1 domains.
These findings may have implications for PvMSP-1 -based vaccine development and highlight the
real need to expand the studies on the immune response directed against polymorphic epitopes of
PvMSP-1 in different epidemiological situations.

Keywords: Allele-specific antibodies; Anemia; Malaria; MSP-1; Plasmodium vivax
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. Agente etioldgico

A maléaria € uma doenca parasitaria causada por protozoarios pertencentes
ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae, género Plasmodium que inclui varias
espécies parasitas em diferentes hospedeiros vertebrados. Apenas cinco
espécies parasitam o homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, um plasmédio
de simios do sudeste asiatico. A inclusdo do P. knowlesi como quinta espécie de
plasmoédio humano é justificada em funcdo de, nos ultimos anos, ter sido relatado
um grande numero de pacientes na Malasia, Tailandia, Mianmar, Filipinas e
Singapura diagnosticados com malaria por esta espécie (COX-SINGH et al.,
2008; LUCHAVEZ et al., 2008; NG et al., 2008; LEE et al., 2009). Entretanto,
diferente da malaria por P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale
consideradas antroponoses, a infeccdo por P. knowlesi possui carater zoonético,
uma vez que esta espécie circula entre simios (Macaca fascicularis e Macaca

nemestrina) e humanos.

Dentre estas cinco espécies, P. falciparum e P. vivax sdo as mais
prevalentes no mundo, sendo o P. falciparum considerado, justificavelmente, a
espécie de maior impacto global devido ao grande niumero de cepas resistentes a
antimaléricos e aos altos niveis de mortalidade registrados principalmente no
continente africano (WHO, 2004). Apesar das infeccbes por P. vivax raramente
resultarem em Obito, esta espécie ndo pode ser negligenciada, pois
recentemente, o nimero de casos de malaria grave por P. vivax aumentou
consideravelmente, bem como os relatos de cepas resistentes a antimalaricos em
diferentes partes do mundo (BAIRD et al., 2004; BAIRD et al., 2007; AREVALO-
HERRERA et al., 2010).



1.2. Ciclo dos plasmadios no hospedeiro vertebrado

O ciclo de vida do Plasmodium sp. é complexo e envolve dois hospedeiros: o
mosquito (vetor e hospedeiro definitivo) e o vertebrado (hospedeiro intermediario).
Este ciclo pode variar dependendo da espécie de parasita e do tipo de
hospedeiro, mas mantém um padrdo basico em todas elas. Todos os plasmodios
que parasitam humanos realizam o ciclo sexuado de desenvolvimento em fémeas

do mosquito do género Anopheles.

A infeccdo no hospedeiro vertebrado tem inicio quando o anofelino infectado
ao exercer seu repasto sanguineo, juntamente com a saliva, inocula esporozoitos
na circulacdo sanguinea e/ou no tecido subcutaneo do hospedeiro. Estudos com
modelo murino mostraram que alguns esporozoitos sdo drenados para 0s vasos
linfaticos, atingindo os linfonodos (AMINO et al., 2006) onde, apesar de poderem
se desenvolver parcialmente como formas exo-eritrociticas, ndo dao continuidade
ao ciclo, pois sdo degradados por leucécitos ai presentes. Apenas aqueles
esporozoitos que atingem a circulacdo sanglinea sdo capazes de se
desenvolverem dentro das células hepaticas (AMINO et al., 2006). No figado,
antes de invadirem um hepatdcito, o0s esporozoitos realizam sucessivas
passagens por varias células (transmigracdo dos esporozitos), podendo causar
sérios danos as mesmas. Algumas células sdo capazes de reparar o dano
enquanto outras morrem por necrose em poucos minutos (MOTA et al., 2001). O
processo de transmigracdo dos esporozoitos parece ser um evento primordial
para o ciclo de vida dos plasmodios, pois induz a secrecdo de uma substancia
chamada fator de crescimento dos hepatécitos (HGF), a qual torna tais células
mais susceptiveis a infeccdo (CARROLO et al., 2003). Pelo menos duas proteinas
estdo envolvidas neste processo de reconhecimento e invasdo dos hepatécitos
pelos esporozoitos: a proteina circum-esporozoito (CS) (CERAMI et al., 1992;
FREVERT et al., 1993) e a proteina adesiva relacionada a trombospondina
(TRAP) (ROBSON et al., 1995).

ApoOs invasao dos hepatdcitos, 0s esporozoitos se multiplicam por
reproducdo assexuada dando origem a milhares de merozoitos (ciclo exo-
eritrocitico). O desenvolvimento nas células do figado requer aproximadamente
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uma semana para o P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P.
malariae. Nas infec¢des por P. vivax e P. ovale, ocorrem formas que ficam em
estado de laténcia no hepatécito, os chamados hipnozoitos (KROTOSKI, 1985),

responsaveis pelas recaidas da doenca ap0s periodos variaveis de incubacéao.

Os merozoitos formados durante a fase exo-eritrocitica séo liberados do
figado para a circulacdo sanguinea por meio de estruturas vesiculares
denominadas merossomos (STURM et al., 2006). Esses merossomos se
deslocam para os sinusoides hepaticos garantindo que a liberacdo de merozoitos
vivos ocorra diretamente na circulacdo sanguinea. Foi demonstrado que o0s
hepatdcitos parasitados entram em processo de morte celular, mas, no entanto,
nao sao fagocitados pelas células de Kupffer e/ou outras células fagociticas
presentes nos sinusoides hepaticos. A capacidade dos fagoécitos de
reconhecerem distintamente células viaveis de células apoptéticas depende, pelo
menos em parte, da exposicdo de residuos de fosfatidilserina na camada externa
da membrana plasmatica de células em apoptose (VERHOVEN et al.,, 1995;
FADOK et al., 2001; LI et al.,, 2003). STURM e colaboradores em 2006
demonstraram que as membranas dos hepatécitos infectados, da mesma forma
que observado em células viaveis, mantém a distribuicdo assimétrica dos
residuos de fosfatidilserina em suas camadas externas, evitando, portanto que as
células hepaticas infectadas sejam reconhecidas pelas células do sistema imune.
Um dos sinais necessarios para a inversado dos residuos de fosfatidilserina é o
aumento da concentracdo de célcio no citoplasma da célula a partir da liberagéo
de fons Ca®" presentes em estoques internos como mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico. O parasito manipula a maquinaria de sinalizacdo da célula
hospedeira na medida em que os merozoitos acumulam ativamente o Ca®'
intracelular que é liberado dos estoques internos dos hepatécitos, mantendo os
niveis de Ca*" citoplasmaticos baixos e impedindo a inversdo dos residuos de
fosfatidilserina (STURM et al., 2006).

Cada hepatécito infectado pode liberar na circulacdo sanguinea até 40.000
merozoitos (NARDIN & NUSSENZWEIG, 1993; GOOD et al.,, 1998) que apés
deixarem o0s hepatocitos invadem os eritrocitos iniciando, assim, o0 ciclo
assexuado sanguineo (ciclo eritrocitico). O desenvolvimento intra-eritrocitico do
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parasito segue duas vias distintas: multiplicacdo assexuada por esquizogonia
originando merozoitos sanguineos que invadirdo novos eritrocitos ou
diferenciacdo em estagios sexuados, denominados gametocitos, que irdo evoluir
no mosquito vetor dando origem aos esporozoitos. O ciclo sanguineo se repete
sucessivas vezes, conduzindo a lise de eritrocitos e sendo responséavel pelas

manifestacdes clinicas e patogénese associada a doenca.

Desta maneira, pode-se dizer que durante o ciclo de desenvolvimento no
hospedeiro vertebrado, o parasito pode, portanto, ser alvo da resposta imune em
maior ou menor grau em funcao do seu estagio de desenvolvimento: esporozoitos
e merozoitos extracelulares e parasitos intra-hepaticos e intra-eritrocitarios. Mas é
durante o ciclo eritrocitico que, fundamentalmente, o sistema imune do
hospedeiro responde aos antigenos parasitarios levando a resposta imune efetiva

contra 0 parasito ou a imunopatologia.

1.3. Epidemiologia da maléria no Brasil e no mundo

A maléaria continua sendo um dos principais problemas de saude publica em
paises tropicais e subtropicais, onde, em muitas vezes, aparece como a principal
causa de morbidade e mortalidade. Sao estimados que 515 milhdes de casos de
malaria ocorram a cada ano, gerando um impacto negativo na sociedade, uma
vez que a doencga diminui a produtividade e o crescimento econémico e aumenta
a pobreza. Embora erradicada em algumas partes do mundo, estima-se que 40%
da populacdo mundial viva em areas endémicas para malaria (SNOW et al., 2005)
(FIGURA 1).
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FIGURA 1: Distribuicdo mundial da malaria em 2009 (Fonte: OMS, 2010).

A transmissdo da malaria ocorre em aproximadamente 100 paises expondo
dois bilhdes de pessoas a infec¢do, principalmente, pelo P. falciparum e P. vivax.
Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), na Africa sub-Saara, a malaria
por P. falciparum é a principal causa de morte entre crian¢cas com menos de cinco
anos de idade. Enquanto o P. falciparum prevalece no continente africano, o P.
vivax é a espécie prevalente na Asia e América Latina, causando raramente
quadros letais, apesar de, em alguns casos, levar ao desenvolvimento de malaria
grave (SNOW et al., 2005).

No Brasil, 99,8% da transmissdo de malaria concentra-se na Amazénia Legal
(Estados do Amazonas, Para, Acre, Roraima, Rondbénia, Amapa, Mato Grosso,
Tocantins e Maranhao), onde a doencga tornou-se uma das principais causas de
morbidade, com 304.233 casos registrados em 2009 (MALARIA/SVS/MS, 2010).
O padrao de transmissao no Brasil é diferente do observado nas areas hiper a
holoendémicas da Africa e Asia, caracterizando-se como uma éarea de hipo a
mesoendemicidade, de transmissdo instavel com flutuagbes sazonais anuais
(CAMARGO et al., 1996). Além disso, a malaria ndo se apresenta distribuida
uniformemente em toda a regido amazénica, uma vez que se observam areas

com diferentes niveis de transmissdo da doenca (alto, médio e baixo risco)
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(FIGURA 2). Os numeros deixam evidente a irregularidade na distribuicdo dos
casos da doenca na area endémica brasileira. Segundo dados do Ministério da
Saude, apenas 57 (7,1%) dos 807 municipios da regido Amazbnica foram
responsaveis por 80% do total de casos de malaria registrados em 2008; sendo
gue dentre estes 57, apenas trés municipios responderam por 18% dos casos
registrados naquele ano (MALARIA/SVS/MS, 2009).

A alta prevaléncia de malaria na regido da Amazonia brasileira deve-se
principalmente as condicdes socioecondmicas e ambientais da regidao. A
ocupacdo da floresta por projetos agropecuarios, extracao de madeira, mineragédo
e construcdo de usinas hidroelétricas somado ao intenso movimento populacional
desordenado e a presenca do mosquito vetor em altas densidades, favorecem a
disseminacéao da doenca, dificutando o controle e expondo grandes contingentes
populacionais ao risco de infeccdo (MARQUES et al.,, 1986; DEANE, 1988;
McGREEVY et al., 1989; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
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FIGURA 2: Mapa de risco da malaria por municipio de infeccéo,
Amazonia Legal, 2008. Baixo risco: IPA < 10; médio risco IPA 10-49; alto
risco IPA = 50 (Fonte: SIVEP/SVS/MS, atualizado em 28/12/2009).



As espécies de plasmodio presentes no Brasil sdo o P. falciparum, P. vivax e
em menor prevaléncia o P. malariae. No entanto, as infec¢cdes causadas por P.
vivax predominam. Em 2009 esta espécie foi responsavel por 83,7% dos casos
registrados, enquanto outros 16,3% foram devidos ao P. falciparum
(MALARIA/SVS/MS, 2009).

Embora a taxa de mortalidade causada pelo P. vivax seja consideravelmente
menor que a do P. falciparum, esta espécie ndo pode ser negligenciada, uma vez
que os registros de cepas de P. vivax resistentes a anti-malaricos estéo
aumentando e, consequentemente, dificultando o tratamento de casos clinicos.
Além disso, patologias graves associadas a malaria por P. vivax, tais como
estresse respiratorio e coma tém sido relatadas, desafiando a antiga descricao da
malaria vivax como “benigna” (PRICE et al., 2007; AREVALO-HERRERA et al.,
2010).

A malaria no Brasil apresentou-se ascendente até 1989, atingindo mais de
570.000 casos diagnosticados. Posteriormente, verificou-se a estabilizacdo deste
namero em niveis elevados, freqientemente acima de 500 mil casos/ano.
Segundo avaliacdo do Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM), em
1999 foi registrado um aumento da incidéncia da doenca que chegou a atingir
niveis insustentaveis, colocando em risco o0 desenvolvimento da regido
Amazobnica, com 637.434 casos da doenca registrados neste ano (FNS, 2002). No
entanto, nos anos de 2001 e 2002 houve reduc¢do da incidéncia em resposta a
implantacdo do Plano de Intensificacdo das Acdes de Controle da Malaria
(PIACM) na Amazonia Legal. Os dados de 2001 revelaram uma reducéao de 40%
dos casos quando comparados a 1999, ocasionando diminuicdo em 70% no
namero de internacbes e, consequentemente reducdo de 36,5% no numero de

Obitos por malaria.

Apesar da reducé@o no niumero de casos entre 2001 e 2003, essa queda néo foi
mantida, e no periodo de 2003 a 2005, observou-se crescimento no registro de
casos da doenca. Porém, em 2006 e 2007, houve uma reversao desta tendéncia
de crescimento, com uma importante redugdo de 9% em 2006, quando
comparado com 2005. No ano de 2007 em relagéo a 2005, a reducéo de casos de
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malaria foi de 24%, sendo que de janeiro a setembro de 2008 em relacdo ao
mesmo periodo de 2007, a reducédo foi de 34% (SVS, 2008). Analisando os dados
fornecidos pelo SIVEP-Malaria em 2008, pode-se ainda constatar que muitos
municipios sairam da fase critica da alta transmissdo da malaria, gracas ao maior
investimento de recursos pelas trés esferas de governo para o controle da
malaria. Entretanto, a intensa e desordenada ocupacéo das periferias das cidades
tem levado a concentracdo de casos, fato que pode ser constatado com a
concentracdo de 50% dos casos de malaria em 19 municipios, dentre eles
Manaus, Porto Velho e Cruzeiro do Sul (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Mesmo diante dos avan¢os na reducdo do numero de casos, a malaria
continua sendo um desafio para a saude publica na regido amazénica. Devido a
sua ampla incidéncia e aos efeitos debilitantes, a doenca ainda prejudica o nivel

de saude da populagéo e o desenvolvimento socioecondmico da regido.

Enquanto os conhecimentos e técnicas disponiveis ndo permitem vislumbrar a
completa interrupcdo da transmissdo da malaria na Amazbnia Brasileira, a
manutencdo de um programa permanente de controle contribui para minimizar os
efeitos graves da mesma, abrindo perspectivas para a busca de novas estratégias

de controle, como o desenvolvimento de uma possivel vacina.

1.4. Resposta imune contra formas sanguineas do  Plasmodium

As formas sanguineas dos plasmoédios sdo as responsaveis pelas
manifestacbes patologicas da malaria, uma vez que os sintomas clinicos sao
decorrentes do desenvolvimento parasitario durante o ciclo assexuado sanguineo.
Sendo assim, a imunidade adquirida contra os estagios sanguineos pode reduzir
ou eliminar os parasitos e, consequentemente, as manifestacées clinicas da

doenca.

Individuos sem nenhuma experiéncia prévia de malaria quase invariavelmente
adoecem durante a sua primeira exposicdo ao parasito. Estes individuos

desenvolvem uma doenca febril, que pode tornar-se grave e, em alguns casos,
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pode levar a morte. Nas areas endémicas para maldria, criangcas menores que
cinco anos sao particularmente suscetiveis, sendo estimado que um quarto das
mortes registradas na infancia nestas regides seja devido a malaria (SNOW et al.,
2001). Entretanto, com a exposi¢cdo continua, criancas e adultos desenvolvem
completa protecdo contra doenca grave e morte, embora imunidade estéril,
provavelmente, nunca seja alcancada. Na tentativa de esclarecer os mecanismos
envolvidos na imunidade naturalmente adquirida, o quadro definido a partir de
estudos imunoepidemiolégicos sugere que a aquisicdo de imunidade contra
sintomas clinicos é relativamente lenta e incompleta; embora imunidade a maléaria
grave possa ser adquirida mais rapidamente, mesmo ap6s um unico episodio da
doenca (GUPTA et al., 1999).

E importante ressaltar que a resposta de individuos contra as formas
sanguineas do parasito, particularmente em pessoas ndo imunes, pode contribuir
para a patologia da doenca, mas por outro lado, a resposta imune pode ser
também altamente efetiva, moderando ou até mesmo protegendo dos efeitos
clinicos da infeccdo e, consequentemente, reduzindo a mortalidade
(STEVENSON & RILEY, 2004).

1.4.1. Historia natural da malaria em regides de in  tensa transmissao

A aquisicao natural da imunidade anti-malarica € bastante evidente em areas
de hiper a holoendemicidade, onde os individuos sdo expostos intensamente a
repetidas infecgcdes ao longo da vida. Nestas regides de transmissdo intensa e
estavel, com predominio do P. falciparum, os recém nascidos sao relativamente
resistentes a infeccdo durante os trés primeiros meses de vida. Essa defesa ou
resisténcia tem sido atribuida principalmente, a transferéncia passiva de
anticorpos protetores IgG da mae imune para o feto durante a gestacao (COHEN
et al., 1961; McGREGOR, 1964; SEHGAL et al., 1989; CHIZZOLINI et al., 1991;
HOGH et al., 1995). Entretanto, outros fatores como a presenca de eritrécitos
contendo hemoglobina fetal (PASVOL et al., 1977) e a deficiéncia de acido para-
aminobenzoéico (PABA) na dieta da crianca (HAWKING, 1965) podem também

estar relacionados a esta protecdo. Apds este periodo de trés meses, essas
9



criangas tornam-se altamente suscetiveis a doenga, sendo comuns infec¢oes

fatais durante os primeiros cinco anos de vida. Este é o periodo em que se

registram os maiores indices de mortalidade nestas areas endémicas.

Com o aumento da idade, observa-se que os individuos intensamente
expostos a transmissdo sofrem progressivamente menos episodios clinicos de
malaria aguda, embora possam apresentar altas parasitemias sanglineas
(MSHANA et al., 1993; EGAN et al., 1996). Esta “tolerancia” as altas parasitemias
pode refletir um estado de imunidade “anti-téxica” dirigida contra componentes
solaveis do parasito responsaveis pelas manifestacbes patogénicas da doenca
(PLAYFAIR et al., 1990). Atingindo a idade adulta, os sintomas clinicos da doenca
sdo menos pronunciados e 0s niveis de parasitos sanglineos muito baixos,
refletindo um estado de equilibrio entre parasito e hospedeiro denominado
premunicdo (DRUILHE & KHUSMITH, 1987; DRUILHE & PERIGNON, 1994).

Alguns estudos sugerem que para aquisicdo desta imunidade protetora é
necessaria uma longa e permanente exposicdo a picadas infectantes do inseto
transmissor (LUNEL & DRUILHE, 1989; DRUILHE & PERIGNON, 1994; DUBOIS
& PEREIRA-SILVA, 1995; SHI et al., 1996). A premuni¢cdo ndo possui carater
esterilizante e na auséncia ou diminuicdo dos padrbes de inoculagcbes sua
eficiéncia tende a diminuir com o tempo (MERCEREAU-PUIJALON et al., 1991;
DRUILHE & PERIGNON, 1994). A baixa imunogenicidade e a grande diversidade
ou polimorfismo genético dos antigenos maléricos podem ser indicados como
provaveis causas da perda dessa imunidade quando individuos “imunes” se
afastam da area endémica (MERCEREAU-PUIJALON et al., 1991; THEANDER,
1992).

Contrariando a hipotese de que a premunicdo s6 é adquirida apds longa
exposicdo ao parasito, alguns pesquisadores, defendem a idéia de que esta
imunidade pode estar diretamente relacionada a fatores intrinsecos associados a
idade (BAIRD et al., 1991; BAIRD, 1998). Estes autores relatam que em areas de
transmissdo intensa, o estado de premunicdo pode ser alcancado apos
relativamente poucas infecgbes, sendo determinado por fatores imunes

intrinsecos do hospedeiro, os quais sofrem mudangas com o aumento da idade.
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Nos mais jovens, quando um grande numero de parasitos esta presente na
circulacdo, ocorreriam deficiéncias na regulagdo imune determinando maior
susceptibilidade a malaria (BAIRD et al., 1991; BAIRD et al., 1993; BAIRD, 1998).
Se esta hipotese for verdadeira, a protecdo contra a malaria pode ser adquirida
independentemente da longa exposi¢cdo ao parasito e, portanto, independente do

polimorfismo antigénico.

1.4.2. Imunidade em popula¢des brasileiras

A protecdo contra malaria adquirida por individuos expostos em areas
endémicas é amplamente modulada pelo padrao de transmissao. No Brasil, onde
a transmissdo de maléria é hipo a mesoendémica, criangas e adultos s&o
igualmente acometidos e a infeccéo tende a ser seguida por doenca clinica com
sintomas de intensidade variavel. Podem ocorrer varios episodios sucessivos de
malaria sendo a maioria das infec¢bes consideradas de carater sintomatico. No
entanto, casos assintomaticos, antes considerados raros (PRATA et al., 1988;

CAMARGO et al., 1994), comecaram ser descritos em nosso pais.

ANDRADE e colaboradores (1995) em um estudo realizado no estado de Mato
Grosso (MT) observou 14% de infecgdo assintomatica entre os individuos
avaliados por 48 horas apos a deteccdo do parasito pela gota espessa. Varios
casos de infec¢bes assintoméaticas por P. falciparum e/ou P. vivax foram descritos
entre populacbes amazodnicas ribeirinhas do estado de Rondbnia (CAMARGO et
al., 1999; ALVES et al., 2002), as quais sao expostas desde a infancia a picadas
infectantes do mosquito transmissor. Nestes estudos, os autores verificaram alta
prevaléncia de infeccbes assintomaticas entre adultos e sugerem que estes
possam servir como fonte de infeccdo para os vetores, sendo responsaveis pela

presenca constante da malaria nestas regides.

Estudos sobre a prevaléncia de malaria assintomatica por P. falciparum e/ou
P. vivax também foram realizados por nosso grupo (FONTES, 2001; BRAGA et
al., 2002; SCOPEL, 2003; SCOPEL et al., 2005) no municipio de Apiacas (MT).
Essa regido foi considerada mesoendémica com prevaléncia de 7,2% de casos
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assintomaticos entre os 527 garimpeiros avaliados no exame parasitolégico de
gota espessa (FONTES, 2001). Posteriormente, SCOPEL (2003) avaliando esta
mesma populacédo utilizando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em associacdo com a gota espessa detectou 27,3% de infec¢des assintomaticas
entre esses garimpeiros. Recentemente, novos casos de malaria assintomatica
foram descritos na regido do Parque Nacional do Rio Jau, no Estado do
Amazonas, utilizando como ferramentas de diagndstico a PCR em associagao
com a gota espessa. Prevaléncia de 25% de casos assintomaticos foi detectada
entre os ribeirinhos desta localidade apds acompanhamento clinico dos pacientes
por 150 dias (COURA et al., 2006; LADEIA-ANDRADE et al., 2007).

A imunidade adquirida contra P. falciparum ndo parece ser eficaz para o P.
vivax, mostrando que a imunidade é especifica para cada espécie (COLLINS &
JEFFERY, 1999). A razédo pela qual a imunidade cruzada entre estas duas
espécies é baixa pode ser devido as diferencas nos genes codificadores dos
principais antigenos alvos da imunidade protetora. Alternativamente, o0s
mecanismos imunologicos efetores envolvidos durante a infecgdo por P. vivax

podem ser diferentes dos envolvidos em infeccdes pelo P. falciparum.

Considerando que populacdes brasileiras residentes em areas de transmissao
instavel podem adquirir protecdo contra as manifestacdes clinicas da doenca e,
gque o P. vivax é a espécie prevalente em nosso pais, torna-se evidente a
necessidade de ampliar os estudos sobre a resposta imune adquirida em
infeccBes por esta espécie, a fim de se compreender os mecanismos envolvidos
na aquisicdo da imunidade protetora. Além disso, 0 conhecimento sobre a
resposta imune naturalmente adquirida em populacdes com diferentes graus de
exposicdo ao Plasmodium é um pré-requisito para o desenvolvimento de uma
vacina protetora, uma vez que estudos realizados com populacdes de diferentes
areas endémicas do mundo, expostas as distintas situagbes epidemioldgicas,
demonstram uma grande variacdo na resposta imune celular e humoral contra os
antigenos de Plasmodium (BRAGA & KRETTLI, 2000).
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1.4.3. O papel dos anticorpos na imunidade antimala  rica

O ciclo de vida dos plasmaddios é bastante complexo, com um amplo repertorio
de diferentes antigenos sendo expressos nos distintos estagios de
desenvolvimento do parasito. Tal complexidade traduz em sérias implicacdes para
0 combate do parasito pelo sistema imune do hospedeiro, na medida em que
diferentes respostas imunes efetoras sdo requeridas durante cada estagio do ciclo

de vida.

Experimentos de transferéncia passiva de anticorpos, realizados nas décadas
de 60 e 70, demonstraram claramente que anticorpos contra as formas
sanguineas estdo envolvidos na imunidade protetora (COEHN et al., 1961;
COHEN & BUTCHER, 1971). Estes experimentos foram, posteriormente
repetidos, confirmando que anticorpos IgG purificados de soros de adultos imunes
residentes em areas hiperendémicas sao capazes de controlar a infeccao por P.
falciparum em criancas, reduzindo a parasitemia e protegendo-as de doenca
grave (SABCHAREON et al., 1991).

Inicialmente, foi proposto que a participagdo dos anticorpos seria,
principalmente, através da neutralizacdo de merozoitos impedindo sua
penetracdo nos eritrocitos. Evidéncias obtidas na ultima década mostraram que,
pelo menos, dois mecanismos estdo envolvidos: a participacdo de anticorpos
opsonizantes que promovem a fagocitose de eritrocitos infectados (GARRAUD et
al., 1989, GARRAUD et al., 1994) e a presenca de anticorpos citofilicos (isotipos
IgG1 e 1IgG3 em humanos) que promovem a inibicdo do crescimento do parasito
intra-eritrocitico em associacdo com mondécitos (DRUILHE & KHUSMITH, 1987,
LUNEL & DRUILHE, 1989; OEUVRAY et al.,, 1994). Este ultimo mecanismo é
denominado ADCI (antibody dependent cell inhibition), ou seja, inibicdo do
crescimento  parasitario dependente de anticorpos. Alguns estudos
soroepidemioldgicos realizados em areas holo-hiperendémicas mostraram que
anticorpos citofilicos sdo predominantes nos soros de individuos protegidos,
enguanto os isotipos nao citofilicos (IgG2, 1IgG4 e IgM) predominam em individuos
n&o-protegidos (revisto por DRUILHE & PERIGNON, 1994; DUBOIS & PEREIRA-
SILVA, 1995). No entanto, em infeccbes naturais, os antigenos-alvo destes
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anticorpos protetores ainda ndo sdo conhecidos, mas ja foi demonstrado que
anticorpos anti-formas sanguineas de Plasmodium falciparum podem se ligar
tanto aos merozoitos livres (HOLDER et al., 1999; VERRA & HUGHES, 1999)

guanto aos antigenos presentes na superficie das hemacias parasitadas.

Apesar da expressiva realizacdo de estudos soroepidemiologicos em
diferentes areas endémicas, pouco € conhecido sobre as interacdes celulares que
ocorrem durante a fase efetora da resposta imune do hospedeiro contra o
Plasmodium. Entretanto, € inquestionavel a importancia da participacdo de
componentes celulares como um fator primordial na eliminacdo do parasito

(GOOD et al., 2005).

1.5. Proteina 1 de superficie de merozoitos (MSP-1) : um promissor

canditado vacinal

O desenvolvimento de uma vacina antimalarica efetiva tem sido um desafio
devido a complexidade biolégica e molecular dos plasmodios, além do fato da
imunidade protetora anti-malarica permanecer muito pouco entendida. Em virtude
dos sintomas clinicos decorrentes da malaria serem atribuidos ao ciclo sanguineo
realizado pelos estagios de desenvolvimento intra-eritrociticos, grande parte dos
estudos sobre vacinas em malaria baseiam-se em antigenos presentes nos
merozoitos. Portanto, espera-se que uma vacina desta natureza limite a
multiplicacéo do parasito e, portanto, reduza as taxas de morbidade e mortalidade

associadas a malaria.

Dentre os antigenos de estagios sanguineos, as proteinas de superficie dos
merozoitos (MSP) tém sido consideradas candidatos de primeira escolha, uma
vez que estas moléculas sdo expostas a mecanismos potencialmente efetores do
sistema imune importantes para interrupcdo do ciclo sanguineo do parasito, e
consequentemente dos sintomas clinicos da doenca. Dez membros pertencentes
a familia de proteinas MSP ja foram descritos para P. falciparum (PfMSP1-10),
dos quais, dez foram identificados em P. vivax (PvMSP-1, PvMSP-185, PYMSP-
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3a, PvMSP-3B, PvMSP3y, PvMSP-4, PvMSP-5, PvMSP-8, PvMSP-9, e PYMSP-
10)(revisto por SERRANO et al, 2006).

Entre as MSPs, a proteina 1 de superficie de merozoitos (MSP1) destaca-se
como principal alvo potencial para compor uma vacina protetora (EGAN et al.,
2000; STOWERS et al., 2001). Estudos realizados principalmente com a MSP1 de
P. falciparum demonstraram que esta proteina € sintetizada durante a
esquizogonia e expressa na superficie do parasito como um abundante precursor
de alto peso molecular (190 a 200 kDa) (HOLDER & FREEMAN, 1982). Durante a
maturacdo dos merozoitos (momentos antes ou durante a liberacdo dos
merozoitos maduros), este precursor passa por duas clivagens proteoliticas
sucessivas. Primeiro ele é clivado em quatro fragmentos de 83, 30, 38 e 42 kDa,
sendo os trés primeiros liberados e o somente o fragmento C-terminal de 42 kDa
permanece ancorado na membrana do merozoito. Antes da invasdo de um novo
eritrocito, este fragmento de 42kDa sofre um segundo processamento do qual
resultam dois polipeptideos: um de 33kDa e outro de 19kDa, denominados
MSP13; e MSP1,4, respectivamente. Durante a invasdao de um novo eritrocito
somente o fragmento C-terminal de 19 kDa (MSP1;9) permanece ancorado, via
ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI), sobre superficie do merozoito sendo
carreado para dentro da célula hospedeira (BLACKMAN et al., 1990; 1991).
BABON e colaboradores (2007) propéem um modelo para este processacemento
proteolitico, baseado no processamento da MSP1 de P. falciparum, conforme
especificado na FIGURA 3.
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FIGURA 3: Modelo proposto para MSP-1 na superficie do parasito. Duas
moléculas de MSP-1 formam um dimero na superficie de esquizontes. O
processamento primario cliva o precursor em fragmentos que
permanecem como um complexo protéico na forma de dimeros na
superficie do merozoito. A liberacdo do complexo requer a clivagem de
ambos os polipeptideos MSP1,, durante o processamento secundario,
no momento da invasdo dos eritrécitos. Apds a clivagem, o complexo &
liberado na forma dimérica devido a associacao de dois polipeptideos
MSP133, enquanto os fragmentos MSP1,y, na superficie do estagio de
“anel”, encontram-se na forma monomérica (Adaptado de BABON et al.,
2007).

A MSP1l,9 de diferentes espécies consiste de dois dominios, cada um
contendo quatro ou seis residuos de cisteina configurados de maneira
semelhante aos fatores de crescimento epidermal (EGF) (CHITARRA et al.,
1999). Os dois dominios apresentam varios contatos interdominio, sdo muito
proximos e alinhados de forma antiparalela, o que resulta em uma conformacao
em forma de U, deixando as extremidadades N- e C-terminais intimamente
proximas. Como a extremidade C-terminal esta diretamente ligada a membrana
do merozoito via ancora de GPI, esta configuracdo significa que ambas as

extremidades ficam proximas a membrana in vivo (BABON et al., 2007).
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Estudos demonstram que a conformacdo dos epitopos criados por estes
dominios é alvo de anticorpos protetores (LING et al., 1995; CALVO et al., 1996).
Embora a funcédo precisa da MSP1,9 ndo seja conhecida, ja foi demonstrado que
anticorpos monoclonais dirigidos contra esta proteina de P. falciparum sé&o
capazes de inibir a invasao de eritrocitos pelos merozoitos in vitro (BLACKMAN et
al., 1990; 1994; CHANG et al., 1992; CHAPPEL & HOLDER, 1993; GOZALO et
al., 1998).

A MSP-1 de diferentes espécies de plasmoddio exibe um grande polimorfismo
antigénico (TANABE et al., 1987; PUTAPORNTIP et al., 2002) que parece ser
mantido por selecdo natural positiva tanto em P. falciparum (HUGHES, 1992;
ESCALANTE et al, 1998, CONWAY et al, 2000) como em P. vivax
(PUTAPORNTIP et al., 2006). Observacdes similares tém sido feitas para outros
antigenos de plasmédio nos quais, a pressao exercida pelo sistema imune do
hospedeiro pode favorecer a selecdo de alelos polimérficos, acelerando desta
maneira a diversidade antigénica. O gene que codifica a MSP1 de P. vivax
(PvMSP1) apresenta varias similaridades com os genes de outras espécies de
Plasmodium. A comparacao das sequéncias de nucleotideos dos genes mspl de
P. vivax, P. falciparum e P. yoelii revelou a existéncia de blocos conservados
entre as espécies alternando com regides de maior diversidade (del PORTILLO et
al., 1991) (FIGURA 4A). Posteriormente, PUTAPORNTIP e colaboradores em
2002 comparando as sequéncias de nucleotideos do gene mspl de 40 isolados
de P. vivax de diferentes regides geograficas, verificaram que a proteina PvMSP1
apresenta seis blocos altamente polimorficos (similaridade de aminoacidos de 21
a 34%) flanqueados por sete blocos bastante conservados entre os diferentes
isolados (FIGURA 4B) (PUTAPORNTIP et al., 2002).
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FIGURA 4: Representacdo esquematica da MSP1 de P. vivax. (A) Divisdo da
PvMSP1 em blocos conservados interespecificos (ICB) (com similaridade de
aminodcidos >48% entre ortologos da MSP1 de P. falciparum, P. vivax e P.
yoelii) [representado como regides claras]; blocos semi-conservados (CB)
(similaridade de aminoacidos >50% somente entre ortologos da MSP1 de P.
falciparum e P. vivax) [representado como regifes hachuradas] e blocos
polimorficos, (similaridade de aminoacidos <45%) [representado por regides
escuras]; segundo descricdo de del PORTILLO et al.,, 1991. (B) Divisao da
PvMSP1 segundo PUTAPORNTIP et al. 2002 em blocos conservados (regides
claras) e polimorficos (regibes escuras) entre sequéncias de diferentes

isolados de P. vivax.

O potencial imunogénico da MSP-1 tem motivado pesquisas para desenvolver
proteinas recombinantes que representem diferentes por¢cdes da molécula a fim
de serem utilizadas em ensaios experimentais. Imunizacdes com a MSP1,, e
MSP1,9 demonstraram que tais proteinas podem desencadear imunidade parcial
contra estagios sanguineos de P. falciparum em macacos Aotus (KUMAR et al.,
1995; KUMAR et al., 2000; STOWERS et al.,, 2001). Em humanos, estudos
prévios demonstraram a presenca de anticorpos naturalmente adquiridos contra
as regidbes N- (CAVANAGH & McBRIDE, 1997; CAVANAGH et al., 2001) e C-
terminal da PIMSP1 (RYLEY et al., 1993; SHAI et al., 1995; EGAN et al., 1999).
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Ao contrario dos intensivos estudos realizados com a MSP1 de P. falciparum e
Plasmodium yoelii, relativamente pouco é conhecido sobre a resposta imune
dirigida contra a MSP1 de P. vivax. Os resultados obtidos com as imunizagdes
experimentais de roedores utilizando a MSP1,4 de P. yoelii estimularam tentativas
de vacinacfes experimentais utilizando proteinas recombinantes representando

antigenos de P. vivax e Plasmodium cynomolgi.

A imunizacdo com uma proteina recombinante expressa em baculovirus
representando a MSP1,9 de P. cynomolgi foi altamente efetiva induzindo altos
titulos de anticorpos contra merozoitos reduzindo significativamente a parasitemia
apos o desafio de macacos com as formas sanguineas deste parasito (PERERA
et al., 1998). Protecdo parcial apos desafio com cepa homédloga também foi
desenvolvida por macacos Saimiri imunizados com um antigeno recombinante
representando a MSP1,9 de P. vivax (cepa Sal-1) (COLLINS et al., 1999; YANG et
al., 1999). Posteriormente, protecdo parcial contra a infeccdo com formas
sanglineas de P. vivax de uma cepa heteréloga foi verificada em macacos Aotus
imunizados com uma mistura de polipeptideos recombinantes correspondentes ao
fragmento C-teminal de 33 kDa da PvMSP1 (cepa Belem) (SIERRA et al., 2003).

Estudos caracterizando a resposta imune humana naturalmente adquirida
contra a PvMSP1 tém sido realizados em alguns paises, inclusive na regiao
amazonica brasileira. Estudos imunoepidemiolégicos realizados no Brasil
utilizando proteinas recombinantes baseadas na MSP-1,9 de P. vivax (PvMSP1,y),
demonstraram que esta molécula é altamente imunogénica durante infeccbes
naturais em individuos expostos ao P. vivax no estado do Par4 (SOARES et al.,
1997; SOARES et al., 1999b; SOARES et al., 1999c; RODRIGUES et al., 2003).
Além disso, SOARES et al. (1997) verificaram que a frequéncia de respondedores
gue reconheciam este antigeno aumentou de acordo com o numero de episédios
prévios de malaria, alcangando 83% entre os individuos com relato de mais de
quatro episodios da doenca. A analise da sequéncia de nucleotideos da
PVMSP1:9 de 28 isolados de P. vivax no Brasil revelou que as sequéncias de
DNA codificadoras desta proteina sdo conservadas, ndo apresentando

polimorfismo genético e que os anticorpos de individuos naturalmente expostos
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reconhecem predominantemente epitopos conservados presentes em ambas as
formas alélicas da proteina (SOARES et al., 1999a).

A alta imunogenicidade da PYMSP1;9 também foi confirmada em um estudo
realizado na Coréia, onde aproximadamente 90% dos individuos infectados com
P. vivax apresentaram anticorpos (IgG e IgM) anti-MSP-1,9 (PARK et al., 2001).
Recentemente, em um estudo realizado por nosso grupo, avaliamos diversos
aspectos da resposta imune humana naturalmente adquirida contra a MSP-119 de
P. vivax em individuos expostos a diferentes niveis de transmissédo de maléaria no
Brasil (MORAIS et al., 2005). Neste estudo verificamos que esta proteina foi
altamente imunogénica (reconhecida por 80% dos individuos), ndo ocorrendo,
entretanto, associacdo positiva entre grau de exposicdo e prevaléncia de
anticorpos IgG especificos ou entre niveis de anticorpos anti-PvMSP1i¢ € status
clinico da infec¢édo. Além disso, anticorpos anti-PvMSP119 persistiram por até sete
anos na auséncia de re-infeccdo ou re-exposicdo ao parasito em individuos
brevemente expostos a malaria durante um surto de transmisséo ocorrido fora da

area endémica brasileira.

Apesar da maioria dos estudos com a MSP-1 consistirem de avaliagcdes sobre

a resposta de anticorpos induzida naturalmente ou por vacinacgdo, a habilidade de
um imunégeno de induzir uma protecao efetiva depende, em grande parte, da
presenca em sua molécula de sitios para reconhecimento por células T (GOOD et
al., 1998). Estudos prévios demonstraram que apesar da MSP1,9 de P. falciparum
desencadear uma forte resposta de anticorpos esta molécula ndo induz producéo
significativa de citocinas, talvez por conter um pequeno numero de epitopos
especificos para células T, ou até mesmo, por apresentar uma estrutura molecular
compacta capaz de interferir com o seu processamento e apresentacdo para
células T (EGAN et al., 1997; HENSMANN et al., 2004; HUAMAN et al., 2008). De
fato, dois estudos anteriores ja haviam identificado a presenca de epitopos
especificos para células T localizados principalmente na regido da PfMSP133
(RILEY et al, 1992; UDHAYAKUMAR et al., 1995). Estes dados foram
recentemente corroborados em um trabalho de HUAMAN et al. (2008) realizado
com voluntarios americanos vacinados com a PfIMSP1,, formulada em alhydrogel.
Neste estudo os autores demonstraram que 0S epitopos responsaveis pela
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proliferacao celular e producao de citocinas do tipo IFN-y, IL-2, IL-5, IL13 e IL10
estavam localizados na regido correspondente ao fragmento de 33 kDa da
PfMSP1,,. Interessantemente, em um estudo analisando de forma comparativa as
propriedades imunogénicas de duas proteinas recombinantes representando a
PVvMSP1,, e a PVvMSP1,9 foi observado que ambos antigenos estimularam a
proliferacéo de células T e induziram uma producao significativa de anticorpos em
camundongos imunizados com diferentes formulacbes destes antigenos
(SACHDEVA et al., 2004).

Embora a maioria dos estudos soroepidemiolégicos e de imunizacao
experimental aponte a regido C-terminal da MSP-1 como um importante alvo da
resposta imune contra os plasmadios, alguns trabalhos sugerem que as regifes
polimorficas desta molécula representam candidatos potenciais para inclusdo em
uma vacina de subunidades (CONWAY, 1997; CONWAY et al, 2000). A
suposicdo que a imunidade protetora é direcionada predominantemente para
regides altamente polimorficas da MSP1 foi recentemente suportada por
experimentos realizados com plasmaédios de roedores onde foi demonstrado que
os dominios variaveis sdo selecionados, de uma maneira variante especifica, nos
camundongos previamente imunizados com parasitos apresentando variantes
heterdlogas da MSP1 (MARTINELLI et al., 2005). Estudos com a MSP-1 de P.
falciparum demonstraram que o perfil de anticorpos IgG especificos para
antigenos representando o bloco 2 polimorfico foi claramente associado a
protecdo clinica ou a um reduzido risco de infeccdo em individuos africanos
adultos residentes em areas de intensa transmissédo de malaria (CONWAY et al.,
2000; JOUIN et al., 2001).

No entanto, o reconhecimento imune das regides variaveis da PvMSP-1 e sua
funcdo na imunidade anti-malérica permanece muito pouco investigado. Em um
estudo realizado com pacientes colombianos foi demonstrado que os individuos
apresentavam anticorpos que discriminavam entre antigenos recombinantes
representando duas versfes altamente divergentes do bloco 6 polimdfico, mas
nenhuma associacao foi feita entre resposta de anticorpos e imunidade clinica
(MANCILLA et al., 1994). Em um trabalho conduzido no Brasil, a presenca de
anticorpos dirigidos contra uma proteina recombinante compreendendo os blocos
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polimérficos 2 e 4 e trés blocos conservados localizados na regido N-terminal da
PVMSP-1 (ICB2-5) foi associada com reduzido risco de infec¢do e protegéo clinica
(NOGUEIRA et al., 2006). No entanto, neste estudo os autores ndo investigaram
se estes anticorpos eram variante-especificos, pois uma unica versdo dos
dominios altamente polimérficos foi utilizada e, além disso, as variantes da
PVMSP-1 dos parasitos responsaveis pela infeccdo ndo foram caracterizadas. Em
um estudo recente, FERNANDEZ-BECERRA e colaboaradores (2010)
demonstraram diferencas no perfil de subclasses de IgG especificas para
proteinas recombinantes correspondentes as regioes N- e C-terminais da PvMSP-
1 entre individuos expostos ao P. vivax em regides endémicas de Papua Nova
Guiné (PNG) e Brasil. Os autores observaram que as criancas de PNG
apresentavam predominantemente respostas de IgG1l contra a regidao C-terminal
da PvVMSP-1, enquanto os adultos no Brasil apresentaram predominio de
respostas de anticorpos IgG3 para ambas as regides da proteina (FERNANDEZ-
BECERRA et al., 2010). Para confirmar se esta diferenca no padrdo de resposta
de IgG é consequéncia da existéncia de reais diferencas na imunoepidemiologia
de P. vivax entre as duas areas endémicas ou, se este resultado deve-se as
diferencas de idade entre os grupos avaliados, novos estudos nestas areas

incluindo todos os grupos de idade fazem-se necessarios.

BASTOS e colaboradores avaliando a resposta de anticorpos naturalmente
adquirida contra um painel de recombinantes representando diferentes variantes
dos dominios polimorficos da PvMSP-1 encontrados entre os parasitos locais,
verificaram associacdo entre exposicdo cumulativa a malaria e niveis de
anticorpos especificos para dominios polimorficos (BASTOS et al., 2007). Estes
autores sugerem que a resposta de anticorpos contra um repertorio de variantes
dos dominios polimérficos da PvMSP-1, aos quais os individuos estéo
continuamente expostos, sdo obtidas somente apos vérias infec¢des repetidas e
podem requerer frequente boosting (BASTOS et al., 2007).

Embora existam dados persuasivos mostrando que anticorpos anti-MSP1
podem conferir protecdo contra malaria, a relativa contribuicdo das diferentes
regibes da molécula na inducdo de anticorpos protetores permanece
desconhecida. Além disso, a maioria dos trabalhos concentra-se na resposta
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humoral, n&o explorando o papel destes dominios polimérficos no
desencadeamento de mecanismos imunes celulares. Portanto, uma
caracterizacdo detalhada da resposta imune celular variante-especifica para os

diferentes dominios polimorficos da PvMSP-1 se faz necessaria.
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2. JUSTIFICATIVA

A malaria constitui atualmente um dos principais problemas de saude
publica enfrentados por paises em desenvolvimento. Sao registrados
anualmente cerca de 250 a 500 milhdes de casos que resultam em 2,7 milhdes
de mortes, principalmente entre criancas residentes na Africa sub-Saara (OMS,
2008). Enquanto o P. falciparum é a espécie prevalente na Africa, o P. vivax
representa um desafio ao sistema de salGde publica nas Américas, Asia e
Oceania, expondo cerca de 2,8 bilhdes de pessoas a infecgcdo (GUERRA et al.,
2006; 2010).

Estratégias de prevencdo e tratamento sdo continuamente dificultadas
por questbes relacionadas a resisténcia do parasito a drogas, custos
consideraveis e problemas logisticos de infra-estruturas politicas. Diante desta
situacdo, umas das principais estratégias para reverter este quadro podera ser
o desenvolvimento de uma vacina efetiva. Entretanto, esforcos para
desenvolver vacinas eficazes tém obtido sucesso limitado. Uma das razdes
para isso constitui a falta de conhecimento basico sobre como o sistema imune
do hospedeiro responde aos antigenos do parasito, uma vez que 0s eventos
iniciais durante a inducdo de uma resposta imune influenciam a aquisicdo de
mecanismos efetores e o0 desenvolvimento da memdria imunoldgica
(STEVENSON & RILEY, 2004).

Similar ao P. falciparum, muitos casos de malaria grave por P. vivax tem
sido recentemente relatados, inclusive em pacientes na area endémica
brasileira (LACERDA et al., 2008, KOCHAR et al., 2009; SHARMA &
KHANDURI., 2009). No entanto, como o P. vivax € raramente letal e 0 seu
cultivo continuo in vitro ainda ndo € possivel, esta espécie permanece
relativamente pouco estudada em comparacgéo ao P. falciparum. Tal fato torna-
se claro, visto que aproximadamente 23 antigenos de P. falciparum encontram-
se em estagios avancados de ensaios clinicos vacinais, enquanto somente
poucos antigenos de P. vivax estdo em testes de fase | (GENTON & REED,

2007). Entretanto, diante da eminéncia do aumento do impacto global da
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malaria vivax, uma vez que relatos de resisténcia a cloroquina por cepas de P.
vivax estdo tornando-se cada vez mais freqlientes, muitas pesquisas estdo em
andamento com o objetivo de identificar e caracterizar antigenos potenciais de
P. vivax para posterior inclusdo em vacinas. Assim, nos ultimos anos, Varios
antigenos de P. vivax vém sendo intensivamente estudados, incluindo dentre
eles a PVvMSP-1, uma proteina de 200kDa presente abundantemente na
superficie dos merozoitos. Estudos prévios ja demonstraram que PvMSP-1 é
alvo de anticorpos naturalmente adquiridos ou induzidos por vacinacéo
(HERRERA et al.,, 2007; YANG et al, 1999). Esta proteina contém seis
dominios altamente polimérficos alternados com sequéncias conservadas inter
e intra-especificas. Embora a maior parte dos estudos sobre a imunogenidade
da MSP-1 é centrada em sua regido C-terminal conservada, especificamente
na subunidade MSP1;9; um estudo recente mostrou que em infeccdes por
Plasmodium chabaudi chabaudi, um plasmédio de roedor, a selecdo exercida
pela pressdo do sistema imune do hospedeiro atua principalmente na regido
que contém o gene que codifica a MSP-1 (CHEESMAN et al., 2010). Estes
resultados tém implicagGes importantes sobre o desenvolvimento de vacinas
baseadas na MSP-1, uma vez que a apontam as regides polimérficas da

molécula como candidatos vacinais.

Apesar da imunidade alelo-especifica ser alvo de muitos estudos em
modelos experimentais e em P. falciparum, o nosso atual conhecimento a
respeito da imunidade naturalmente adquirida contra epitopos polimérficos da
MSP-1 de P. vivax é bastante limitado. Uma questdo que permanece
desconhecida é saber se a resposta de anticorpos variante-especificos anti-
PVMSP-1 pode estar associada com a morbidade da maléria por P. vivax. Esta
questao tem sido investigada nas infec¢cdes por P. falciparum com evidéncias
gue os anticorpos protetores distinguem os diferentes tipos de alelos do bloco 2
polimorfico da PIMSP-1 (CONWAY et al, 2000; CAVANAGH et al, 2004).

Diante disto, o presente trabalho pretendeu expressar e purificar
proteinas recombinantes representando dominios polimérficos e conservados
da PvVvMSP-1, com o0 intuito de testa-las em ensaios imunoenzimaticos,
utilizando para isso soros de pacientes expostos a malaria por P. vivax na area
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endémica brasileira. Foi avaliada a associacdo da resposta imune humoral e
parametros clinicos ligados a morbidade da malaria, bem como a associagéo
de anticorpos variante-especificos a exposicao, parasitemia e polimorfismo dos

parasitos infectantes.

Este estudo pretende contribuir para ampliar o nosso atual conhecimento
sobre a resposta imune variante-especifica anti-MSP-1 de P. vivax em
populacdes expostas nas areas endémicas, um requisito importante para a

elaboracdo de uma vacina anti-malarica baseada na PvMSP-1.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil da resposta imune humoral frente a proteinas
recombinantes correspondentes a regibes polimoérficas e ao dominio
conservado C-terminal da proteina PvMSP-1 em pacientes infectados com P.

vivax residentes na area endémica brasileira.

3.2. Objetivos especificos

» Expressar e purificar proteinas recombinantes correspondentes as
variantes alélicas dos blocos polimérficos 2 e 10 e a regido conservada C-
terminal (MSP1,9) da proteina MSP-1 de P. vivax;

» Avaliar a resposta de anticorpos IgG contra proteinas recombinantes
correspondentes a diferentes blocos da PvMSP-1 em pacientes infectados

por P. vivax;

 Avaliar o efeito da parasitemia e da exposi¢cao na resposta de anticorpos

anti-MSP1,4 e variante-especificos em pacientes infectados por P. vivax;

» Determinar possiveis associa¢cdes entre resposta de anticorpos variante-
especificos e anti-MSP1;9 e 0s parametros que medem morbidade na

infeccdo pelo P. vivax como, anemia e plaquetopenia;

» Determinar o polimorfismo da regido do gene pvmspl correspondente ao
bloco 10 da MSP-1 de P. vivax, a fim de verificar possiveis associactes
entre variante alélica do parasito infectante e resposta de anticorpos alelo-

especifica anti-PvMSP-1.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Individuos e area de estudo

Foram selecionados para este estudo 214 individuos do género masculino
ou feminino residentes na area endémica brasileira que apresentavam numero
variavel de episédios prévios de malaria por P. falciparum e/ou P. vivax. Todos
os 214 individuos apresentavam infec¢é@o patente por P. vivax diagnosticada no
exame de gota espessa, sendo que 141 destes individuos consistiam de
pacientes atendidos no Hospital Universitario Jalio Miller em Cuiaba, estado do
Mato Grosso (MT) e os outros 73 de pacientes que procuraram atendimento na
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, localizada em Manaus (FMT-
AM), estado do Amazonas (AM).

As coletas de sangue realizadas no Hospital Universitario Jalio Miller foram
realizadas em colaboragcdao com o Prof. Dr. Cor Jesus Fernandes Fontes onde
foi possivel obter amostras de plasma dos pacientes para posterior utilizacdo
das mesmas em ensaios imunoenzimaticos. Além das amostras de plasmas,
também foram obtidos questionarios pré-codificados previamente elaborados
contendo informacgdes sobre dados demogréficos, historia migracional, medidas
de exposicdo a malaria (tempo de residéncia na area endémica, numero de
episodios prévios de maléaria, etc.), bem como hemograma completo e

descricdo dos sintomas clinicos apresentados pelos pacientes.

Manaus, a capital do estado do Amazonas € um dos trés municipios que
juntamente com Porto Velho (estado de Rondbnia) e Cruzeiro do Sul (estado
do Acre) acometem por cerca de 1/5 do namero total de casos de malaria
notificados no Brasil em 2008 (MALARIA/SVS/MS, 2009). A FMT-AM
(referéncia para atencdo terciaria de doencas infecciosas no estado do
Amazonas) atende cerca de 30% dos casos de malaria registrados na cidade
de Manaus. Em um estudo retrospectivo (2001-2002) realizado na FMT-AM,
aplicando critérios de gravidade na malaria (tradicionalmente empregados para
malaria por P. falciparum), observou-se que 12,8% dos pacientes
apresentavam malaria grave por P. vivax (43/336), com complicacdes clinicas
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muito similares aquelas associadas a malaria por P. falciparum, como
hiperbilirrubinemia, anemia grave, faléncia renal aguda, edema pulmonar e
malaria algida (ALEXANDRE, 2004). Dados de um estudo a respeito do
namero de hospitalizacées devido a malaria no Brasil mostram que o numero
total de internacdes devido a maléria vivax parece estar aumentando na FMT-
AM (SANTOS-CIMINERA et al., 2007), sendo a plaquetopenia a principal
complicagdo encontrada nos pacientes infectados com P. vivax (ALECRIM,
2000; LACERDA, 2007). Na maior parte dos casos, plaquetopenia grave
(<50.000 plaquetas/mm?®) ndo esta associada com desordens na coagulacéo,
tais como coagulacdo intravascular disseminada (ROJANASTHIEN et al.,
1992). Em virtude destas caracteristicas epidemiologicas, da facilidade de
acesso e de uma sodlida colaboracdo estabelecida com o Prof. Dr. Marcus
Vinicius Guimaraes Lacerda, a Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado foi o local escolhido para coleta de amostras biologicas provenientes

de pacientes com malaria por P. vivax.

Nos meses de maio de 2008 e marco de 2009 foram realizadas duas
viagens a Manaus com o intuito de obter amostras de plasma, DNA e células
mononucleares do sangue periférico de pacientes infectados com P. vivax.
Setenta e trés individuos adultos, do género masculino ou feminino,
apresentando infeccéo patente por P. vivax foram entdo selecionados a partir
do resultado obtido em exames de gota espessa realizados na rotina
laboratorial da FMT- AM. Durante a coleta de sangue foi aplicado um
questionario padrédo contendo informacfes sobre dados pessoais do paciente,
histérico dos episodios prévios de malaria e sintomatologia. Aléem disso, para
todos os pacientes foi realizado hemograma completo e determinada a
parasitemia sanguinea. Apdés a coleta de sangue, todos os pacientes foram
tratados de acordo com a politica nacional de tratamento da malaria no Brasil

conforme preconizado no Manual de Terapéutica da Malaria.

E importante salientar que os individuos avaliados neste estudo n&o
apresentavam outras enfermidades como dengue, hepatite e HIV, as quais
foram descartadas ap0s exames laboratoriais.
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Como controles negativo, foram incluidos no estudo, 20 individuos nunca
expostos a malaria, residentes em Belo Horizonte, area ndo-endémica para a
doenca. De todos os individuos avaliados foi obtido o consentimento para
participacdo no estudo conforme normatiza o Comité de Etica da Universidade
Federal de Minas Gerais (projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Minas Gerais em abril de 2007, Parecer
ETIC60/07).

Processamento das amostras sanguineas coletadas em Manaus

Apos o resultado do exame de gota espessa positivo somente para P. vivax
e antes dos pacientes receberem a medicacéo especifica, foram coletados de
cada paciente, aproximadamente, 35mL de sangue venoso em tubos a vacuo
heparinizados para posterior obtencdo das células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) e plasma. Além do sangue em heparina foram coletados de
cada individuo cerca de 3mL de sangue em tubos com EDTA para extracao de
DNA. As amostras de sangue dos 73 individuos selecionados foram
processadas no Laboratério de Plaquetopenia (Geréncia de Malaria, FMT - AM)
sendo as amostras de plasmas, DNAs e PBMCs, posteriormente enviadas ao

Laboratério de Malaria (ICB, UFMG) para realizacdo dos experimentos.

Obtencdo das amostras de plasma — As amostras de plasmas foram retiradas

apos a centrifugacdo do sangue para obtencdo dos PBMCs, posteriormente
distribuidas em aliquotas e armazenadas a -20°C para utilizacdo nos ensaios

imunoenzimaticos.

Obtencdo de DNA para diagnostico molecular por PCR e determinacdo do

polimorfismo no gene pvmspl — Para extragdo de DNA a partir de sangue

periférico dos 73 individuos infectados, foram coletados aproximadamente 3mL
de sangue em um tubo a vacuo contendo EDTA. Posteriormente, 300uL deste
sangue foram adicionados a um tubo de microcentrifuga (1,5mL) contendo
solucdo de lise de eritrocitos fornecida pelo kit Wizard Genomic DNA

Purification (Promega, Madison, WI). As amostras foram mantidas nesta
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solucdo a 4T até o momento da extracdo que foi realizada seguindo as
recomendacgdes do fabricante do kit. As amostras de DNA foram estocadas a -

20T até o momento de uso.

4.2. Antigenos recombinantes

O estudo envolveu a expressao e purificacdo de proteinas recombinantes
correspondentes a dominios polimérficos (blocos 2 e 10) e conservados (bloco
13) da molécula, segundo a descricdo de PUTAPORNTIP e colaboradores
(2002) (FIGURA 4B). Todas as proteinas foram expressas em fusdo com a
proteina glutationa S-transferase de Schistosoma japonicum (GST) na
extremidade C-terminal. Como os blocos 2 e 10 representam dominios
altamente polimoérficos, para cada um destes blocos foram produzidos
recombinantes que incluiam algumas das variagbes antigénicas ja descritas
entre os parasitos circulantes no Brasil (PUTAPORNTIP et al., 2002). Foram
produzidas, portanto, um total de 12 recombinantes incluindo cinco versdes do
bloco 2 (isolados Belem, BP29, BP39, BR07 e BP30), cinco do bloco 10
(isolados BP29, BP39, BP13, BRO7 e BPOl), uma versdo do bloco 13
conservado que corresponde a proteina MSP1,9 (isolado Belém), além da

proteina controle GST.

4.2.1. Expresséo e purificacdo das proteinas recomb  inantes

Construcdo dos plasmideos recombinantes — Os 12 plasmideos contendo os

insertos para a expressao das proteinas nos foram gentilmente cedidos pelo
Dr. Marcelo Urbano Ferreira (USP). Portanto, toda a etapa de construcédo dos
plasmideos foi realizada conforme descrito por BASTOS e colaboradores
(2007). Resumidamente, as sequéncias de nucleotideos codificantes para os
blocos 2, 10 e 13 da PvMSP-1 foram reamplificadas por PCR a partir dos
amplicons purificados, gentiimente cedidos por Somchai Jongwutiwes e

Chaturong Putaporntip (Universidade de Chulalongkorn, Bangkok, Tailandia).
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Os produtos de PCR foram clonados no vetor pCR 2.1-TOPO (Invitrogen,
Carlsbad, CA) e, posteriormente, subclonados no vetor de expressao pGEX-3X

da Amersham Pharmacia Biotech.

Transformacéo de bactérias E. coli — Para induzir a expressao das proteinas de

fusdo, os plasmideos foram introduzidos por eletroporacdo em bactérias E. coli
cepa BL21(DE3). De maneira geral, para eletroporacéo foram adicionados 20 —
30ng de DNA a 100uL de células competentes mantidas em gelo. A mistura foi
entdo colocada em cubeta de eletroporacéo resfriada em gelo e as células
eletroporadas de acordo com as instru¢cdes do aparelho (Eletroporador Cell-
Porator® Electroporation System — Life Technologies, Gaithersburg, EUA),
ajustado nas seguintes condicdes: resisténcia de 200 Q; capacitancia de 300
MF e voltagem 4 kV. Imediatamente apos a eletroporacéo, as células foram
ressuspensas em 1mL de meio SOC sem antibidtico e incubadas sob agitacédo
de 200 rpm a 37T, durante 1 hora. Posteriormente, 200uL da suspenséao
foram plagueadas em meio LB seletivo (100ug/mL de ampicilina) e incubadas a
37T durante 12 a 16 horas.

Estabelecimento das condicfes 6timas para expressdo das proteinas

recombinantes — Para estabelecer as condi¢cOes ideais de expressao das

proteinas recombinantes foram realizados estudos de dose-resposta de IPTG
(0,01mM, 0,1mM, 0,7mM e 1mM), cinética de tempo (2h a 6h) e temperatura de
inducdo (TA, 30C, 37T ). Os estudos iniciais foram realizados em pequena
escala de crescimento bacteriano (10mL). Resumidamente, col6nias
transformantes foram inoculadas em 10mL de meio LB contendo 100ug/mL de
ampicilina e incubadas a TA, 30T ou 37T sob agita ¢cdo de 200 rpm até a
cultura atingir uma absorbancia entre 0,6 a 0,8 em comprimento de onda de
600nm. Nestas condi¢des, a expressdo das proteinas foi induzida pela adi¢ao
de IPTG em diferentes concentragbes, mantendo as culturas sob agitagcéo
constante nas temperaturas citadas anteriormente. Foram coletadas aliquotas
de 250uL de cada cultura nos tempos 0, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apés a adicao de
IPTG. Estas aliquotas foram centrifugadas (14.000 rpm/ 1min/ TA) e o
sobrenadante descartado. Posteriormente, os precipitados foram analisados
por separacdo eletroforética em SDS-PAGE 10% com coloracdo pelo
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Coomassie R-250 para visualizacdo das bandas correspondentes as proteinas
e escolha das condicOes ideais temperatura, tempo e concentracédo de IPTG.
As condicfes o6timas resultantes destes estudos iniciais foram de 4 horas de
inducdo a TA sob agitacdo de 200 rpm com 0,7mM de IPTG apos a fase
logaritimica. Uma vez padronizadas as condi¢cdes Otimas de expressdo, as
proteinas foram, entdo, produzidas em média escala (100mL). Nesta etapa, as
expressdes foram iniciadas cultivando-se uma colbnia transformante em 5mL
de meio LB (100ug/mL de ampicilina) a 37C sob agitacdo por 8-12 horas.
Posteriormente, 3mL deste pré-indculo foram adicionados em 100mL de meio
LB com ampicilina (100ug/mL) e cultivados segundo as condi¢cdes pré-

estabelecidas nos experimentos anteriores.

Rompimento das células e solubilizacdo dos corpos de inclusdo — Mesmo apés

varios testes alterando as condi¢cdes de expressdo, constatamos que as
proteinas formaram agregados insollveis conhecidos como corpos de incluséo.
O procedimento adotado para rompimento das células por sonicacéao,
separacdo dos corpos de inclusdo do extrato solavel, solubilizacdo e

purificacdo das proteinas estdo resumidos na FIGURA 5.
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Rompimento das Células e Solubilizagdo dos Corposd e Incluséo

E. coli BL21(DE3)+pGEX (100 mL)
Células ressuspensas em 5 mL de tampéo de lise/15 min TA
Sonicacéo - 3x10 segundos

=
=

U

Lisado
Centrifugac&o/14.000 rpm — 15 minutos, 4C

I=—=]
=

U

Precipitado (1) = corpos de inclusdo
Sobrenadante (1) = S1 (descartado)

—_—
=

4

Isolamento e Solubilizacao dos Corpos de Inclusédo
Precipitado (1)

Sonicacao - 3x10 segundos

= 5 mL tampé&o de solubilizacdo/TA — 10 min.
@ Centrifugagdo 14.000 rpm — 5 min., 4C

Precipitado (2) = proteina insolavel (descartado)
Sobrenadante (2) = S2 (proteinas solubilizadas)

—_—
=

4

Purificacdo — Cromatografia de Afinidade

M Lavagem
Eluicéo
Didlise das fragbes reunidas

Proteina purificada

FIGURA 5: Esquema do processo de purificacdo das proteinas recombinantes representando
diferentes dominios da MSP-1 de P. vivax.
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Apds 0 tempo necessario para a Otima expressao das proteinas, as células
foram sedimentadas por centrifugagcédo (3.000 rpm/ 20 min/ 4C) e a massa
celular ressuspensa em tampéao de lise gelado (PBS, 5mM DTT, 1mM EDTA,
1mM PMSF e 4mg/mL de lisozima) e incubada por 15 minutos a TA. Apés o
periodo de incubacao, as bactérias foram lisadas em banho de gelo com auxilio
de um sonicador (Ultrasonic processor XL, Heat Systems). Foram aplicados 3
ciclos de sonicacdo de 10 segundos em pulso constante e intervalos de 10
segundos entre os pulsos para que nado haja demasiada elevacao térmica do
extrato bacteriano. Em seguida, o lisado de células foi centrifugado (14.000
rpm/ 15min/ 4C) para obtencao das fracdes soluvel (S1) e insolavel (P1) que
foram posteriormente analisadas por separacéo eletroforética em SDS-PAGE
10% com coloracdo pelo Coomassie R-250 e constatado a presenca das
proteinas recombinantes na fracdo insollavel (com exceg¢do da proteina
recombinate controle GST). O precipitado (P1) foi entdo submetido a um
tratamento para solubilizacdo dos agregados protéicos. Apos a realizacao de
varios protocolos (incluindo a utilizacdo de uréia 8M), a solubilizacdo dos
corpos de inclusdo foi possivel quando o precipitado foi ressuspendido em
tampao de solubilizagdo (PBS, 5mM DTT, 1mM EDTA, 1mM PMSF e 1,5% de
sarcosil) e incubado por 5 minutos a TA. Apés este periodo, esta suspensao foi
novamente sonicada em gelo (3x10 segundos com intervalos de 1 minuto) e
centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos a 4C para recuperagdo das proteinas
que estavam presentes na fracdo solavel (S2). Apds a solubiizagéo, as fraces
sobrenadantes foram tratadas com Triton X-100 para uma concentracdo final
de 4%.

Purificacdo das proteinas recombinantes — As fragbes sobrenadantes (S2)

contendo as proteinas solubilizadas foram submetidas a filtragdo em
membrana de 0,22 um e, posteriormente, purificadas por cromatografia de
afinidade. Na fase inicial dos experimentos, as proteinas foram purificadas
utiizando o kit GST SpinTrap Purification Module (GE Healthcare, EUA)
seguindo as recomendacfes do fabricante. Este sistema é utilizado para
purificar proteinas recombinantes em fusdo com a GST a partir de culturas de

bactérias de pequena escala (até 12 mL). Na fase de producdo em média

35



escala os sobrenadantes foram aplicados na coluna e purificados utilizando o
sistema de purificagdo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
AKTA (GE Healthcare). As proteinas foram eluidas com tamp&o Tris-HCI pH
8,0 contendo 10mM de glutationa reduzida. O material eluido foi analisado em
SDS-PAGE 12% para avaliar a eficiéncia do processo de purificacdo e
confirmar o tamanho das bandas correspondentes as proteinas recombinantes.
Para finalizar o processo de purificacdo, as proteinas recombinantes foram
dialisadas contra um grande volume de PBS (2000 mL), a 4C por 18 horas. A
concentracdo de todas recombinantes foi determinada utilizando o kit BCA
(Pierce, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.3. ELISA para deteccéo de anticorpos IgG anti-MSP -1 de P. vivax

O padrdo de reconhecimento de anticorpos IgG especificos para os
antigenos recombinantes da PvMSP-1 foi avaliado por ELISA conforme
protocolo descrito a seguir. Brevemente, microplacas de 96 pocos (Costar,
Cambridge, MA) foram sensibilizadas com 50uL dos antigenos recombinantes
e do antigeno-controle (GST) em concentracdo de 25ng/poco diluidos em
tampdo carbonato-bicarbonato (pH 9.6; 0,1M) por 18 horas a 4C. Apés a
incubacéo, as microplacas foram lavadas quatro vezes (4x) com PBS contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T) e em seguida bloqueadas com leite desnatado
(Molico - Nestlé®) a 5% em PBS/T (200uL/poco) por 2 horas a 37<T.
Posteriormente, repetiu-se o processo de lavagem por 4x consecutivas e 50uL
das amostras de soros diluidas a 1/160 em PBS/T foram adicionados aos
pocos em duplicatas. ApGds o tempo de incubacdo de 1 hora e 30 minutos a
37<C, as placas foram novamente submetidas a quatro lavagens com PBS/T e
o conjugado anti-IgG humano ligado a peroxidase (Sigma, EUA) diluido 1/2000
em PBS/T (50uL/pocgo) foi adicionado, seguindo novamente incubacéo a 37C
por 1 hora e 30 minutos. Transcorrido este tempo, as placas foram lavadas por
quatro vezes e a reacdo enzimatica revelada pela adicdo de OPD (o-
phenylenediamine dihydrochloride substrate — Sigma, EUA) diluido em tampé&o

fosfato-citrato, pH 5,0 contendo peroxido de hidrogénio (H2O) (50uL/poco). As
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placas foram incubadas a TA e protegidas da luz até a reagéo ser interrompida
pela adicdo de 50pL de uma solugéo de H,SO,4 4N.

Os valores de absorbéncias (DO) foram medidos a 490 nm utilizando leitor
de microplacas automatico (SpectraMax 240 PC, Molecular Devices). Como as
proteinas recombinantes da PvMSP1 foram expressas em fusdo com a GST,
os valores de DO foram calculados, subtraindo-se os valores de DO obtidos
para os antigenos recombinantes dos valores individuais de DO verificados
para GST.

A absorbancia discriminante entre os resultados positivos e negativos (cut
off) foi estabelecida pela média das absorbancias das amostras de individuos
sem histéria clinica de malaria, acrescida de trés desvios-padrao.
Considerando que podem ocorrer variagcdes diarias nas leituras da DO dos
soros testados, os valores do cut off foram calculados diariamente, incluindo
cinco diferentes controles negativos em cada placa testada, além de dois soros
positivos para o controle interno do teste. A média da absorbancia de cada
amostra testada foi dividida pelo valor do “cut off” da placa para determinar o
indice de reatividade da amostra (IR), sendo os soros com IR > 1 considerados

positivos.

4.4. Deteccao de espécies de plasmédio pela técnica  de PCR

O diagnéstico parasitologico inicial foi realizado por equipe técnica
treinada da Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado com base
na observagao microscopica de gotas espessas. O diagnostico parasitolégico
das amostras provenientes de Manaus (FMT—AM) foi confirmado pela técnica
de PCR segundo o protocolo descrito por KIMURA e colaboradores (1997) e
modificado por SCOPEL e colaboradores (2004), para diferenciagcdo entre
infec¢des por P. vivax, P. falciparum, P. malariae e determinagéo de possiveis

infeccbes mistas.
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4.5. Determinacao do polimorfismo no gene  pvmspl

Amostras de sangue dos pacientes de Manaus (n=41) foram
empregadas para determinacéo da variante do bloco 10 da PvMSP-1 presente
nos parasitos infectantes. Para caracterizar as variantes da PvMSP-1
presentes nos parasitos circulantes nesta area, a regidao do gene mspl que
codifica para o bloco 10 polimorficos da PvMSP-1 (PUTAPORNTIP et al., 2002)
foi amplificado e sequenciado utilizando iniciadores que anelam em regifes
conservadas que flanqueiam este bloco polimérfico. As sequéncias dos
iniciadores foram desenhadas com base na sequéncia do gene pvmspl da
cepa Salvador-l. Foram utilizados o0s seguintes iniciadores: PVF7 (5'-
CCTTAAGAATACCGAGATTTTGCTGAAG-3" [nucleotideos 3429 a 3456]) e
PVR3 (5"-GCGATTACTTTGTCGTAG-3" [nucleotideos 4007 a 3990]). A reacao
de PCR foi realizada conforme descrito por BASTOS e colaboradores (2007).
Brevemente, 2,0uL do DNA molde foi amplificado em um volume final de 50ul
na presenca de 0,2uM de cada iniciador, 5,0uL de tampéao 10X (10mM Tris-HCI
pH 8,4, 50mM KCI, 1,5mM MgCl,, 0,1% Triton®X-100), 100uM de cada DNTP
e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Phoneutria, MG, Brasil). A mistura da
reacao foi incubada por 5 minutos a 95C, seguido d e 35 ciclos de 94T por 30
segundos, 55C por 1 minuto e 72T por 1 minuto, co m uma extensao final de
10 minutos a 72<C. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de
poliacrilamida 6% corados com solucéo de nitrato de prata para visualizacao de
bandas de aproximadamente 578 pb. Os produtos de PCR foram purificados
utilizando o kit GFX PCR (Amersham Pharmacia Biotech) e submetidos ao
sequenciamento direto utilizando o kit BigDye v3.1 Terminator Chemistry
(Applied Biosystems, CA, EUA) em sequenciador automatico ABI 3100 (Applied
Biosystems, CA, EUA) usando os mesmos iniciadores direto e reverso como
descrito acima. Para cada amostra de DNA foram realizadas duas reacdes de
PCR independentes, sendo que para cada produto de PCR foram realizadas
duas reacdes de sequenciamento. Ambas as fitas de DNA foram sequenciadas

conforme o seguinte protocolo:
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Mix da reacdo (volume final: 10pL) Programa

DNA (~100ng) 96C — 2min — 1x

96T — 15 seg
Primer (1,6 pmoles)

55T — 15 seg 44x

Tampéao de sequenciamento 5x _
60T — 4 min

0,5pL de BigDye v3.1 4C

Os produtos das reacdes de sequenciamento foram precipitados
adicionando-se solucao de precipitacdo (1uL de EDTA 125mM, 1uL de acetato
e sodio 3M e 25uL de etanol 100%), seguindo de incubacdo a TA por 15
minutos e posterior centrifugacdo a 2000 x g por 55 minutos. O sobrenadante
foi descartado por inversdo e 35uL de etanol 70% foram adicionados e as
etapas de centrifugacdo (1650 x g, 15 minutos) e descarte do sobrenadante
repetidas. Finalizando, os produtos das reacdes de sequenciamento foram
secos por aquecimento a 37C e armazenados a -20C. Os sequenciamentos
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares
(Departamento Biologia Geral, ICB/UFMG).

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-se os programas
SEQUENCE SCANNER v1.0 (http://www.appliedbiosystems.com) e BIOEDIT
v.7.0.5.3 (HALL, 1999) para obtencdo das sequéncias consenso.
Posteriormente, estas sequéncias foram alinhadas pelo CLUSTAL W contido
no programa BIOEDIT com os haplétipos (alelos) descritos por PUTAPORNTIP
e colaboradores (2002) e por BASTOS e colaboradores (2007) para
determinacao do haplétipo de cada sequéncia.
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4.6. Analise dos dados

Inicialmente foi construido um banco de dados no MICROSOFT EXCEL,
contendo todas as informacfes referentes as caracteristicas demograficas e

clinico-epidemioldgicas dos pacientes incluidos no presente trabalho.

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
version 5.01 e MINITAB (Minitab, Inc., PA). Em todos os modelos, significancia

estatistica foi definida como P < 0,05.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste estatistico de
Kolmogorov-Sminorv. As diferengcas na prevaléncia de anticorpos, bem como
as comparacdes entre todas as outras frequéncias de interesse foram
analisadas utilizando-se os testes estatisticos de Qui-quadrado, Qui-quadrado
de tendéncia, ou ainda, teste exato de Fisher. Para comparar os niveis de
anticorpos entre os diferentes grupos de estudo, utilizou-se o teste Mann-
Whitney ou a versao One Way ANOVA do teste de Kkruskal-Wallis,
acompanhado pelo teste post hoc de Dunns.

No presente trabalho, foi utilizada a técnica de estatistica multivariada de
andlise fatorial por meio dos componentes principais (ACP), uma ferramenta
que possibilita a reducdo da dimensionalidade de um conjunto de dados,
facilitando a interpretacdo e evitando a perada de informacdo. Isso porque,
cada componente (CP) é uma combinacdo linear de todas as variaveis
originais, e é obtida em ordem decrescente da méaxima variancia. Dessa forma,
n-variaveis originais geram n-componentes principais nao relacionados, que
contém a maior parte da informacéo do conjunto original (JOLLIFE, 2002; ABDI
& WILLIAMS, 2010).

Como a resposta imune humoral envolve atuacao simultanea de anticorpos
gue agem em diferentes alvos, uma ACP foi realizada com todos os dados das
respostas de IgG para as 11 recombinantes, objetivando-se avaliar,
simultaneamente, os efeitos de todos os anticorpos em uma Unica analise, uma

vez que isso reflete melhor a situacéo biolégica. A ACP permitiu a redugéo dos
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dados referentes as respostas de anticorpos em componentes compostos
independentes, representativos dos principais padrbes de resposta imune
observados na populacdo de estudo. Uma rotacdo do tipo varimax foi aplicada
para maximizar o contraste dos loadings das varidveis entre os diferentes
fatores. Como o tamanho da amostra avaliada neste estudo foi superior a 150,
utilizou-se para a interpretacdo apenas variaveis com loadings iguais ou
superiores a 0,6, a fim de fornecer um modelo que representasse bem o
padrao populacional (GUADAGNOLI & VELICER, 1988). Como os CPs
extraidos apresentavam uma distribuicdo normal, seus escores foram
comparados entre pacientes anémicos e nao anémicos, bem como entre
trombocitopénicos e ndo trombocitopénicos, por meio do teste estatistico de t
Student. Esse procedimento foi adotado numa tentativa de se definir o padréo
de resposta que poderia ser associado a morbidade. As relagBes entre 0s
escores dos CPs e os niveis de hemoglobina ou plaquetas foram analisados

utilizando-se o coeficiente de correlacdo de Spearman.
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5. RESULTADOS

5.1. Descricédo da populagcéo de estudo

A populacdo estudada consistiu de 214 individuos, sendo a maioria
deles do género masculino; razdo entre homens e mulheres de 2,5:1. A faixa
etaria oscilou entre 12 e 68 anos (mediana 40 anos). Em relacdo a exposicao,
verificou-se que estes individuos tinham entre dois meses e 61 anos de
residéncia em area endémica (mediana 35 anos). Apesar do consideravel
tempo de residéncia em area endémica, os pacientes relataram baixa
exposicdo ao parasito, pois apresentaram em media, cerca de 5,4 episodios
prévios de malaria, sendo que a maioria (48,6%) das infeccOes passadas foi
causada pelo P. vivax. (TABELA 1)

TABELA 1. Caracteristicas da populacao avaliada neste estudo. As coletas foram
realizadas nos meses de marco de 2008 e maio de 2009.

Caracteristicas Média £ DP 95% IC

Idade (anos) 37,91 £ 14,28 35,70 - 40,13
Episédios prévios de malaria (n) 5,40 + 11,22 3,64 —-7,15
Parasitemia (parasitos/uL sangue) 4.185,00 +9.184,00 2.713,00 — 5.656,00
Hemoglobina(g/dL) 13,02 £ 1,86 12,76 — 13,29
Plaguetas (/mm?®) 120.119,00 + 56.229,00 112.073,00 — 128.166,00

O exame de gota espessa revelou que os niveis de parasitemia variaram de
16 a 21.150 parasitas / pL de sangue, com média de 3.392 (IC 95%, 1.508-
2.242). A avaliacdo dos hemogramas de 190 pacientes mostrou que as
concentracdes de hemoglobina variaram de 4,50 g/ dL - 17,30 g / dL (13,02 +
1,86 g / dL). Anemia foi definida como o nivel de hemoglobina inferior a 12,0 g /
dL e esteve presente em 50 pacientes (26,3%), com média de 10,7 + 1,31 g/
dL. A contagem de plaquetas variou entre 13.000 - 269.000 / mm?® (120.119 +
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56.229 / mm?®). Plaguetopenia (contagem de plaquetas <150.000 / mm?), com
média de 91.853 + 31.965.00 plaquetas/ mm? de sangue foi observada em 138
pacientes (72,6%) (TABELA 1).

5.2. Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes

O objetivo inicial do trabalho era produzir 16 proteinas recombinantes
representando 15 variantes de trés diferentes dominios polimoérficos da
PVMSP-1 (blocos 2, 6 e 10) e um antigeno recombinante da regido C-terminal
conservada (MSP1,9), totalizando 16 proteinas recombinantes expressas em
fusdo com a GST de S. japonicum. No entanto, ndo foi possivel expressar
cinco proteinas dos dominios polimorficos, incluindo a variante BP13 do bloco 2
e todas as quatro variantes propostas para o bloco 6 (BEL, BP39, BR0O7 e
BP01). O nivel de expressdo para estas cinco proteinas era baixissimo e
mesmo apods exaustivos testes para melhorar a expressdo das mesmas nao
conseguimos obté-las em niveis satisfatorios para purificacdo. Resolvemos
entdo, investir somente nas variantes dos blocos 2 e 10 e na proteina
conservada MSP1;9, consequentemente, 11 recombinantes foram avaliadas
neste estudo e dentre elas nenhuma representando o bloco 6 polimorfico da
PVMSP-1. A escolha dos blocos polimérficos 2 e 10 foi motivada por dois
achados descritos em estudos prévios: i) a associacdo de anticorpos IgG3
dirigidos contra a regido N-terminal da PvMSP-1 e reduzido risco de
infecc@o/protecdo clinica em individuos expostos ao P. vivax no Brasil
(NOGUEIRA et al., 2006); i) maior antigenicidade de proteinas
correspondentes a variantes antigénicas do bloco 10 quando comparada as
variantes dos blocos 2 e 6 da PvMSP-1 (BASTOS et al., 2007).

As condicdes ideais para a expressao das proteinas recombinantes foram
obtidas apds estudos de dose-resposta de IPTG, cinética de tempo e variacdes
de temperatura. As proteinas recombinantes foram detectadas em bom nivel

de expressdo com massas moleculares de aproximadamente 46kDa para as
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proteinas recombinantes representando as diferentes variantes dos blocos
polimorficos 2 e 10; ~36kDa para a recombinante correspondente ao bloco 13
conservado e ~26kDa para a GST. Na FIGURA 6 pode-se observar o padréo
de migracdo do extrato protéico proveniente da cultura de E. coli cujas células
foram transformadas com o plasmidio contendo o inserto para expressao da
proteina recombinante correspondente a variante BP39 do bloco 10 (10-BP39).
Para as demais proteinas, o padrdo de migracdo apds analise em SDS-PAGE

10%, foi similar ao observado para a proteina 10-BP39 (dados ndo mostrados).

BB-

45- < 10-BP39

36-

28

bl )

FIGURA 6: Analise em SDS-PAGE 10% da cinética de expressao da
proteina recombinante 10-BP39. Padrdo de migragdo do extrato
protéico da cultura de E. coli antes e ap6és inducéo da expressao com
0,7/mM de IPTG. 1: marcador de massa molecular. 2 a 5: precipitados
protéicos apds, respectivamente, 0, 2, 3 e 4 horas da adi¢do de IPTG.

Coloragdo com Coomassie blue R-250.
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Apesar do bom nivel de expressao detectado durante a analise do extrato
protéico, quando a expressdo das proteinas foi avaliada ap6s submeter o
precipitado de bactérias a lise por sonicacdo em tampéo de lise, constatou-se
que as proteinas foram expressas na fracdo insoluvel (precipitado) (FIGURA
7).

kDa
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FIGURA 7: Andlise em SDS-PAGE 10% das fracdes protéicas obtidas
apos a lise da cultura de E.coli depois de 4 horas da indugdo da
expressdo da proteina recombinante 10-BP39. 1: marcador de massa
molecular; 2: precipitado; 3: sobrenadante. Coloracdo com Coomassie
blue R-250.

Na tentativa de obter a expressdo das proteinas na fracdo soluvel foram
realizados novos testes de expressao utilizando outras cepas de E.coli como a
DH5a, ou mesmo a mesma cepa BL21 (DE3), mas proveniente de laboratorio
diferente  (Laboratorio de Biotecnologia e Marcadores Moleculares,
Departamento Biologia Geral, ICB/UFMG). Varios protocolos de expressao
foram testados, no entanto, as proteinas recombinantes foram expressas
apenas como corpos de inclusdo. Diante disso, diferentes formas de
rompimento celular foram entdo testadas para evitar protocolos de

desnaturacao e renaturacao.
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Apbs a realizacdo de vérios protocolos (incluindo a utilizacdo de uréia 8M),
a solubilizagcdo dos corpos de inclusdo foi possivel quando o rompimento
celular foi realizado na presenca de 1,5% de sarcosil, conforme descrito em
Material e Métodos. Na etapa subsequente foram realizados os testes de
purificac@o utilizando colunas cromatogréaficas de afinidade. As fracdes eluidas
durante o processo cromatografico foram analisadas por SDS-PAGE 12,5%. A
FIGURA 8 mostra as bandas obtidas apdés a purificacdo da proteina
recombinante representando a variante BP39 do bloco 2 polimérfico da
PVMSP-1. (2-BP39). Como se pode observar a proteina migra com um padréo
de banda Unica e praticamente ndo apresenta contaminantes ou produtos de

degradacéo.

kDa
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FIGURA 8: Andlise em SDS-PAGE 12,5% das fracdes eluidas apés a
purificacdo da proteina recombinante 2-BP39 utilizando o sistema de
purificacdo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) AKTA
(GE Healthcare). 1: marcador de massa molecular; 2 a 8: fracfes
eluidas com tampéao Tris-HCI pH 8,0 contendo 10mM de glutationa

reduzida. Coloracdo com Coomassie-blue R-250.

ApOs o0 processo de purificacdo as fracbes eluidas foram reunidas e
dialisadas utilizando membranas de dialise com cut off de 10 kDa contra
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solucéo de PBS. Aliquotas das proteinas dialisadas foram submetidas a anélise
por SDS-PAGE 12,5% e posteriormente dosadas utilizando o kit BCA (Pierce,
EUA). Aproximadamente 0,5 a 0,8mg/mL de cada proteina recombinante foram
obtidos a partir de 100mL de cultura de bactérias transformadas. A FIGURA 9
mostra o padrdo de migracdo de algumas das proteinas recombinantes
purificadas apds serem dialisadas.

1 2 3 4 5 ] 7 g 9
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FIGURA 9: Analise em SDS-PAGE 12,5% das proteinas
recombinantes apos purificacdo e dialise. Padrdo de migracdo das
proteinas recombinantes correspondentes as diferentes variantes dos
blocos polimorficos 2 e 10 da PvMSP1 (bandas 2 a 8), além da
proteina recombinante controle GST (banda 9). 1. marcador de massa
molecular; 2. 10-BP13; 3. 10-BR07; 4. 10-BP29; 5. 10-BP39; 6. 10-
BPO1; 7. 2-BEL; 8. 2-BR07; 9. GST. Coloracdo com Coomassie blue
R-250.
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5.3. Analise do reconhecimento imune das proteinas recom binantes
correspondentes a diferentes dominios e variantes a  |élicas da
PVMSP-1
As proteinas recombinantes produzidas neste estudo foram analisadas

em relacdo ao seu reconhecimento imune por um painel de 214 soros

provenientes de individuos com infeccdo patente por P. vivax residentes na
area endémica brasileira (Estados do Amazonas e Mato Grosso). Foi avaliada

a resposta de IgG contra 10 proteinas recombinantes representando variantes

alélicas dos dominios polimérficos 2 e 10 da PvMSP-1; além da resposta contra

o antigeno MSP1;9, uma sub-unidade altamente conservada, resultante do

processamento proteolitico que ocorre na regidao C-terminal da PvMSP-1

durante o processo de invasao do eritrocito pelo merozoito.

Inicialmente, foram realizados testes para padronizacdo dos ensaios de
ELISA utilizando amostras de soros de individuos nunca expostos a malaria,
além de soros de individuos residentes na area endémica, que apresentavam
resposta positiva de IgG (IR>1) para antigenos de P. vivax. Estes soros foram
testados em diluicdes seriadas, contra diferentes concentracdes dos antigenos
(4,0ng/uL a 0,5ng/uL) e do anticorpo conjugado anti-lgG humano. Os valores
de cut off determinados para as recombinantes do bloco 2 variaram de 0,200 a
0,340, enquanto variacao de 0,150 a 0,350 foi verificada para os valores de cut
off dos antigenos recombinantes do bloco 10 da PvMSP-1. Para o antigeno
conservado MSP1lie, 0 limite de positividade foi de 0,300. Para permitir

comparacoes entre as respostas de anticorpos contra os diferentes antigenos,
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os dados de absorbancias dos soros foram transformados para indices de

reatividade, cujo célculo esta detalhado em Material e Métodos.

5.3.1. Padrdo da resposta de IgG anti-PvMSP-1 na po pulacdo de

estudo

As FIGURAS 10A e 10B mostram, respectivamente, as frequéncias e o0s
valores médios dos indices de reatividade de IgG especificos para os
antigenos recombinantes que representam diferentes variantes e dominios da
PVMSP-1 observados para os 214 pacientes avaliados. Os dados revelam que,
com excecdo das variantes antigénicas BR0O7 e BP13, as demais proteinas
correspondentes aos blocos polimérficos foram pouco reconhecidas

(proporcodes de soros com reatividade inferiores a 30%).
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FIGURA 10: Padrdo da respostas de anticorpos IgG anti-proteinas recombinantes
correspondentes aos dominios polimérficos (blocos 2 e 10) e conservados (bloco 13, MSP1,g)
da PvMSP-1 observado para os soros de 214 individuos com infeccdo patente por P.vivax
avaliados neste estudo. (A) Frequéncias de respondedores positivos (teste exato de Fisher).
(B) Niveis de IgG expressos como indices de reatividade (IR) dos soros (médias e os
respectivos intervalos de confiangca de 95%). A linha pontilhada indica o limite de positividade
(cut off). Letras idénticas indicam propor¢des (A) e medianas (B) estatisticamente iguais, como
determinado no teste exato de Fisher ou Friedman acompanhado pelo teste pos hoc de Dunns,

respectivamente. IR=média da absorbancia do soro teste/ cut off.
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A frequéncia de respondedores variou de 13 a 43% para os antigenos do
bloco 2 (BRO7: 43,0%; BP29: 18,2%; BP39: 13,1%; BP30: 29,4%; BEL: 15,4%),
enquanto para as variantes do bloco 10 foram observadas de 25 a 54% de
respostas positivas de IgG (BRO7: 54,2%; BP29: 25,2%; BP39: 31,3%; BPO1.:
25,2%; BP13: 49,1%) (FIGURA 10A). Entre as variantes antigénicas do bloco
2, BRO7 e BP30, foram as mais reconhecidas (P < 0,05%), sendo a proporcéo
de soros com resposta de IgG anti-BR0O7 superior a proporcéo detectada para a
variante BP30 (P = 0,0048). Com relacdo as proteinas do bloco 10, as
variantes BR0O7 e BP13 foram as mais reconhecidas (P < 0,0001) entre as
demais, sem diferencas entre as frequéncias de respondedores positivos
observadas para estas duas variantes (P = 0,3334).

Com relacdo aos niveis de anticorpos, expressos como indices de
reatividade de IgG, observou-se que as respostas contra 0s dominios
polimorficos foram, em geral, de baixa magnitude (FIGURA 10B). Os maiores
niveis de IgG foram detectados para as variantes antigénicas BRO7 (bloco 2 e
10) e BP13 (bloco 10), cujos niveis foram maiores quando comparados aos
niveis obtidos para as demais variantes pertencentes ao mesmo bloco
polimorfico (P < 0,0001). Niveis de IgG detectados paras as proteinas BR0O7 e
BP13 do bloco 10 n&o diferiram entre si (P > 0,05).

Com intuito de comparar a imunogenicidade de diferentes dominios da
PVvMSP-1 independente do polimorfismo antigénico foram avaliadas as
respostas de 1gG, em termos de proporcdo de respondedores positivos e
reatividade obtidas para variantes correspondentes nos blocos 2 e 10 da
proteina (BRO7, BP29 e BP39). Observou-se que tanto as frequéncias de
respondedores positivos quanto os niveis médios de IgG detectados para a
variantes BR0O7 e BP39 do bloco 10 foram significativamente maiores quando
comparados as respostas verificadas para o antigenos correspondentes no
bloco 2 (BRO7: P = 0,0260, teste de McNemar; P = 0,0075, teste de Wilcoxon)
(BP39: P < 0,0001, teste de McNemar; P < 0,0001, teste de Wilcoxon). Para as
variantes BP29 nao foram observadas diferencas significativas entre as
respostas de IgG verificadas para a recombinante do bloco 2 e as respostas
para a recombinante do bloco 10 (P = 0,1005, teste de McNemar; P = 0,8174,
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teste de Wilcoxon) (FIGURA 10A e 10B). Estes dados sugerem diferengas com
relacdo ao reconhecimento imune das regifes polimérficas N- e C- terminais da
PVMSP-1, evidenciando a maior imunogenicidade da regido C-terminal (bloco
10) em relac&o ao bloco 2 N-terminal. No entanto, € importante ressaltar que as
médias de reatividade dos anticorpos contra a variante BP39 foram inferiores
ao cut off, provavelmente ndo apresentando significado biolégico com relacéo

ao reconhecimento de regides diferentes da PvMSP-1.

Ao contrario dos resultados observados para os blocos polimorficos, a
proteina correspondente a regido C-terminal conservada da PvMSP-1 (MSP1)
foi altamente reconhecida (89%), apresentando niveis de IgG especificos
significativamente maiores quando comparados aos demais antigenos
representando as regifes variaveis da proteina (P < 0,0001). Estes dados
corroboram dados da literatura que evidenciam a alta imunogenicidade da
regido C-terminal da PvMSP-1 (SOARES et al.1997, MORAIS et al., 2005).
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5.3.2. Correlagéo entre os niveis de IgG anti-PvMSP -1 e o grau de
identidade entre as sequéncias de aminoacidos dos a  ntigenos

recombinantes

Nas TABELAS 2 e 3 estdo apresentados os niveis de identidade entre as
proteinas recombinantes dos blocos variaveis 2 e 10, além das analises de
correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG contra diferentes antigenos
pertencentes a um mesmo bloco da PvMSP-1. Os pares de antigenos do bloco
2 com sequéncias de aminoacidos relativamente similares ndo apresentaram,
necessariamente, as maiores estimativas para os coeficientes de correlacéo,
0S quais variaram significativamente (TABELA 2). No entanto, para o0s
antigenos do bloco 10 a maior estimativa (rs=0,731) foi obtida para o par de
antigenos 10-BR07/10-BP13, o qual apresentou a maior porcentagem de
identidade de aminoacidos (93,4%) (TABELA 3).

TABELA 2: Porcentagem de identidade de aminoacidos entre as variantes do bloco 2 da
PVMSP-1 expressas como antigenos recombinantes e coeficientes de correlacdo de Spearman
(rs) na comparacéao dos niveis de anticorpos IgG especificos para estas variantes.

Correlacéo entre niveis de anticorpos IgG  * (diagonal inferior) e %

Antigeno de identidade de aminoacidos (diagonal superior)
BRO7 BP29 BP39 BP30 Belém
BRO7 69,6 67,5 71,4 66,9
BP29 0,160* 70,7 71,0 67,5
BP39 0,386** 0,256** 65,0 93,0
BP30 0,358** -0,046 0,070 63,7
Belém 0,265** 0,525*** 0,208* 0,143*

# Com excecdo dos coeficientes de correlacdo para os pares de antigenos BP29/BP30 e
BP39/BP30, todos os demais séo significantes (*P<0,05; **P<0,001;*** P<0,0001).
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TABELA 3. Porcentagem de identidade de aminoacidos entre as variantes do bloco 10 da
PvMSP1 expressas como antigenos recombinantes e coeficientes de correlagdo de Spearman
(rs) na comparacéao dos niveis de anticorpos IgG especificos para estas variantes.

Correlagéo entre niveis de anticorpos IgG (diagonal inferior) e %
Antigeno de identidade de aminoacidos (diagonal superior)

BRO7 BP29 BP39 BPO1 BP13
BRO7 87,3 86,7 80,1 93,4
BP29 0,210 71,4 71,7 88,7
BP39 0,368*** 0,088 77,1 82,3
BPO1 0,414*** 0,328*** 0,144* 74,2
BP13 0,731*** 0,325*** 0,346*** 0,432***

# Com excecdo do coeficiente de correlacdo para o par de antigenos BP29/BP39, todos os
demais séo significantes (*P<0,05; ***P<0,0001).

Quando os dados foram analisados considerando o grau de identidade
entre as diferentes variantes de cada bloco, verificou-se que néo foram
observadas correlagfes significantes entre a porcentagem de identidade de
aminoacidos e os respectivos coeficientes de correlagdo para os niveis de IgG
anti-blocos polimorficos (FIGURA 11).

Estes dados sugerem que uma propor¢ao substancial dos anticorpos 1gG
naturalmente adquiridos reconhecem as sequéncias varidveis dentro dos
antigenos recombinantes dos blocos polimorficos 2 e 10 ao invés das
sequéncias conservadas flanqueadoras que sdo compartilhadas por todas as

variantes do mesmo bloco.
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FIGURA 11: Correlacdo entre as porcentagens de identidade compartilhada pelas variantes de
um mesmo bloco polimérfico da PvMSP1 e os coeficientes de correlagdo (rs) entre os niveis de
anticorpos IgG especificos para as respectivas variantes. (A) #Correlagéo para os antigenos do
bloco 2 (r=-0,03753, P=0,9180). (B) “Correlacdo para as variantes do bloco 10 (r=0,5445,
P=0,1036). “Correlacdo de Spearman.

5.3.3. Influéncia da parasitemia sanguinea na respo sta de IgG anti-
PVMSP-1

Para avaliar o efeito da densidade parasitaria no reconhecimento de
anticorpos anti-PvMSP-1, as respostas de IgG foram analisadas
comparativamente em relacdo aos niveis de parasitos circulantes detectados
no exame de gota espessa e expressos em numero de parasitos por microlitro
de sangue. Para esta andlise, 152 pacientes que possuiam dados de
parasitemia disponiveis, foram divididos em quatro grupos: i) pacientes com
parasitemias inferiores a 1000 parasitos/uL (n=36), i) pacientes com
parasitemias entre 1000-2000 parasitos/uL (n=37), iii) pacientes com
parasitemias entre 2001-5000 parasitos/pL (n=42) e iv) pacientes com

parasitemias superiores a 5000 parasitos/pL (n=37).
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FIGURA 12: Efeito da parasitemia (parasitos/uL de sangue) na determinacdo da resposta de
anticorpos anti-proteinas recombinantes das regiées N- e C-terminais da PvMSP-1. Frequéncias
(A) e niveis (B) de IgG anti-proteinas recombinantes correspondentes a variantes do bloco 2 da
PVMSP-1. Frequéncias (C) e niveis (D) dos anticorpos IgG anti-proteinas recombinantes
correspondentes as variantes antigénicas do bloco 10 da PvMSP-1 e a proteina conservada
MSP1;6. Os niveis de anticorpos foram expressos como indices de reatividade (IR) observados
para os soros de individuos com infeccao patente por P.vivax. Os individuos foram divididos em
quatro grupos conforme indicado na legenda. Qui-quadrado de tendéncia, ** P < 0,001; *** P <
0,0001; Kruskal-Wallis one way ANOVA, * P < 0,05.
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Conforme mostrado na FIGURA 12, com excegdo para as variantes
antigénicas BR07, do bloco 2 e BP29 do bloco 10, a carga parasitaria parece
nao afetar as respostas de anticorpos IgG contra dominios variaveis de
PvVvMSP-1. Para o antigeno BRO7, do bloco 2, diferencas significantes foram
observadas entre os niveis de IgG de individuos com parasitemias entre 1000 a
2000 parasitos/pL e individuos apresentando mais de 5000 parasitos/uL de
sangue. Com relacéo as proteinas do bloco 10, a carga parasitaria influenciou
somente na resposta de IgG contra a variante antigénica BP29 do bloco 10, em
termos de frequéncia e niveis de anticorpos. Diferente do padrdo observado
para a maioria das proteinas dos blocos polimorficos, as proporcdes de
respondedores para o antigeno C-terminal conservado (MSP1l,) tendem a
aumentar a medida que 0s pacientes apresentam maiores cargas parasitarias
(P = 0,0400). Esta tendéncia também foi observada em relacédo aos niveis de
anticorpos para este mesmo antigeno, embora esta tendéncia ndo seja

estatisticamente significativa (P = 0,1397).

5.3.4. Influéncia da exposicdo ao Plasmodium na resposta de IgG anti-
PVMSP-1

Como o tempo de exposicdo em areas endémicas € um fator importante
na determinagdo da resposta imune adquirida por populagdes naturalmente
expostas ao Plasmodium, nesta etapa foi avaliada a influéncia do numero de
episodios prévios de malaria, uma medida indireta de exposi¢cao ao parasito, na
resposta de anticorpos especificos. Foram analisadas as frequéncias e o0s
niveis de IgG anti-PvMSP-1 em relacdo ao numero de malérias anteriores
relatado pelos pacientes durante questionario aplicado no momento da coleta
de sangue. Desta forma, 159 pacientes infectados com P. vivax que
informaram o numero de episodios prévios de malaria foram divididos em
quatro grupos: i) primo-infectados (n=36), ii) individuos com relato de apenas
um episédio prévio (n=30), iii) individuos que tiveram entre 2 a 5 episodios
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prévios (n=55) e iv) individuos com relato de mais de 5 episddios de maléria
(n=38).

Os dados da FIGURA 13 mostram que o numero de exposi¢cdes prévias
ao P. vivax influencia nas respostas de anticorpos IgG para a variante
antigénica BP13 do bloco 10 e para a proteina conservada MSP1,9 Diferencas
significativas foram observadas entre as proporcdes de respondedores dos
individuos primo-infectados e as propor¢cdes observadas para os demais
grupos de pacientes que relataram terem sofrido episédios prévios de malaria
(P = 0,0065 e P < 0,0001 para BP13 e MSP19). (FIGURA 13C). Os niveis de
IgG especificos detectados para estes dois antigenos também aumentaram de
acordo com o numero de episodios prévios de malaria (FIGURA 13D). Para o
antigeno BP13 diferencas significativas foram observadas entre os niveis de
IgG dos pacientes primo-infectados e os niveis detectados para pacientes com
relato de 2 a 5 infecgBes prévias, bem como para os pacientes relatando mais
de 5 episddios anteriores de malaria (P = 0,0055). Os resultados obtidos para
os niveis de IgG anti-MSP1,9 também revelaram diferencas entre a mediana de
IgG dos primo-infectados e medianas detectadas para os demais grupos com
relato de infec¢des prévias por Plasmodium (P < 0,0001). Para os antigenos
BRO7 e BP39 do bloco 10, individuos com relato de exposicdo prévia
apresentaram respostas e niveis de IgG superiores aos primo-infectados, mas
em ambos casos, estas diferencas ndo alcancaram significancia estatistica (P
> 0,05).

O fator exposicdo prévia parece nao influenciar as respostas de
anticorpos IgG variante-especificos dirigidos contra a regido N-terminal (bloco
2) da PvMSP-1 (P>0,05) (FIGURA 13 A e B).
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FIGURA 13: Efeito do numero de episédios prévios de malaria na resposta de anticorpos IgG anti-
proteinas recombinantes da PvMSP-1. Frequéncias (A) e niveis de anticorpos IgG (médias, IC 95%)
(B) anti-proteinas recombinantes do bloco 2 da PvMSP-1. (C) Frequéncias de respondedores
positivos (Qui-quadrado de tendéncia, *P < 0,05) e niveis de anticorpos IgG (médias, IC 95%) (D)
(*P=0,0242, **P=0,0067, ***P<0,0001, Kruskal-Wallis one way ANOVA) anti-proteinas recombinantes
da regiao C-terminal da PvMSP-1 Os individuos foram divididos em quatro grupos como indicado na
legenda, sendo OM: primo-infectados, 1M: 1 episddio prévio, 2 - 5M: 2 a 5 malarias prévias e > 5M:

mais de cinco episédios agudos anteriores. As linhas pontilhadas indicam o limite de positividade (cut

off).
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5.3.5. AssociacgOes entre a resposta de IgG e parame  tros de morbidade

Nas infec¢cbes malaricas, anemia e plaquetopenia sdo duas manifestacdes
clinicas comuns. Com o intuito de investigar como estes dois parametros
clinicos associados a morbidade na malaria, afetam a resposta de anticorpos
IgG anti-PvMSP-1, avaliou-se comparativamente os niveis e as frequéncias de
IgG especificos em relacdo a presenca ou ndo de anemia e plaquetopenia nos

pacientes infectados com P. vivax.

1. Resposta de IgG anti-PvMSP-1 e anemia

Para avaliar este pardmetro clinico, foram selecionados individuos
infectados com P. vivax cujos resultados do hemograma para niveis de
hemoglobina sérica detectaram a presenca ou a auséncia de anemia. Foram
avaliados 190 individuos, sendo 50 deles classificados como anémicos
(HgB<12,0g/dL) e 140 como n&o anémicos (HgB=12,0g/dL).

Primeiramente, foram avaliadas as correlagdes entre niveis de IgG anti-
proteinas recombinantes da PvMSP-1 e niveis de hemoglobina presentes nos
soros dos pacientes avaliados. Para todos os antigenos do bloco 2 ndo foram
verificadas correlacdes significantes (P > 0,05). Entretanto, para os antigenos
representado as variantes antigénicas do bloco 10 (exceto BP29) e para a
proteina conservada MSP1,9, foram observadas correlagcbes negativas entre
niveis de IgG especificos e niveis de hemoglobina sérica. A FIGURA 14
apresenta o0s resultados de correlacdo significativa observados para as
variantes do bloco 10 e para a proteina conservada MSP1,g.
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FIGURA 14: Correlacdo entre niveis séricos de hemoglobina de 190 pacientes infectados com P. vivax e niveis de IgG (IR) anti-proteinas

recombinantes da regido C-terminal da PvMSP-1. (bloco 10 e MSP1,,). Correlagdo de Spearman.
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Posteriormente, foram avaliados comparativamente as frequéncias e
niveis de IgG (IR) nos soros de 50 individuos anémicos (HgB<12,0g/dL) e 140
nao anémicos (HgB=12,0g/dL).

Dentre os antigenos representando variantes do bloco 2 foram
encontradas diferencas entre as frequéncias de respondedores positivos de
IgG para as variantes antigénicas BP29 (P = 0,0181) e BEL (P = 0,0072). Para
estes antigenos observou-se que os individuos anémicos apresentaram maior
proporcao de respostas positivas de IgG quando comparados aos individuos
ndo anémicos (FIGURA 15A). Com relacdo a reatividade dos anticorpos, ndo
foram observadas diferencas significativas entre as proporcdes de respostas
positivas de individuos anémicos e ndo-anémicos (P > 0,05) (FIGURA 15B).

Com excecdo da variante antigénica BP29, verificou-se que, para as
demais proteinas do bloco 10, a frequéncia de soropositivos foi superior em
pacientes anémicos do que em ndo-anémicos (P < 0,05). Um comportamento
semelhante foi observado para a proteina MSP1;9 (anémicos: 98% vs nao-
anémicos: 85,7%; P = 0,0167) (FIGURA 15C). Em relacdo a magnitude da
resposta, as diferengcas entre pacientes anémicos e ndo anémicos
permaneceram para as variantes antigénicas do bloco (BR07, BP39 e BPO1,
BP13); os niveis medianos de IgG especificos para estas proteinas foram
significativamente superiores em pacientes anémicos quando comparados aos
pacientes ndo anémicos. Os niveis de IgG anti-MSP1,9 foram similares entre
individuos anémicos e nao-anémicos (P = 0,0595) (FIGURA 10D).
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FIGURA 15: Associagdo entre a resposta de anticorpos IgG anti-proteinas recombinantes da PvMSP-1
e anemia. Frequéncias (A) e niveis de anticorpos IgG (médias, IC 95%) (B) anti-proteinas
recombinantes do bloco 2 da PvMSP-1. Frequéncias (C) e niveis de anticorpos I1gG (médias, IC 95%)
(D) anti-proteinas recombinantes da regido C-terminal da PvMSP-1. As linhas pontilhadas indicam o

limite de positividade (cut off). * P< 0,05.
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2. Resposta de IgG anti-PvMSP-1 e plaguetopenia

A resposta de anticorpos especificos para proteinas recombinantes da
PvMSP-1 foi avaliada quanto a presenca ou auséncia de plaguetopenia em
individuos infectados com P. vivax. Os pacientes foram divididos em dois
grupos de acordo com o nimero de plaquetas por mm? de sangue. Individuos
com numero de plaquetas inferior a 150.000/mm? foram classificados como
plaquetopénicos (n=138), enquanto os individuos com numero de plaquetas
superior ou igual a 150.000/mm3 foram classificados como né&o

plaquetopénicos (n=52).

N&o foram obtidas correlacdes significantes entre niveis de anticorpos 1gG
anti-PvMSP-1 e nimero de plaquetas por mm® de sangue, determinado no

hemograma dos pacientes avaliados (dados ndo mostrados).

A TABELA 4 apresenta as frequéncias de respondedores positivos e 0s
niveis de anticorpos IgG especificos (IR) para os antigenos recombinantes da
PVMSP-1 observados entre o0s pacientes plaquetopénicos e néo

plaquetopénicos.

Para todos os antigenos do bloco polimérfico 10 e para a proteina
conservada MSP1i9 ndo foi verificada diferenca entre frequéncias e niveis de
anticorpos 1gG detectados nos individuos plaquetopénicos e néo
plaquetopénicos (P > 0,05). Apesar dos individuos nao plaquetopénicos
apresentarem maiores niveis de IgG anti-2-BP29 (P=0,0224), a média de

reatividade destes anticorpos foi negativa e portanto, sem significado bioldgico.
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TABELA 4: Comparacéo entre proporcdes de respostas positivas e niveis (IR) de IgG especificos para os antigenos
recombinantes dos blocos variaveis 2 e 10 e da regido C-terminal conservada (MSP1,9) da PvMSP-1 de acordo com a
contagem de plaquetas/mm3 de sangue em individuos infectados com P. vivax

Anticorpos IgG anti-proteinas recombinantes da PvMS

P1 em individuos plaquetopénicos e ndo

plaquetopénicos infectados com  P. vivax
Antigenos N° de soros positivos (%) Andlise indice de Reatividade — IR Analise
Estatistica ® (X £dp) Estatistica *
<150.000mm?® 2150.000mm?* P <150.000mm?® 2150.000mm?* P
(n=138) (n=52) (n=138) (n=52)
Bloco
2
BRO7 52 (37,7) 16 (30,8) 0,4014 1,27 +1,88 1,09 + 1,65 0,9550
BP29 18 (13,4) 08 (15,4) 0,6439 0,46 £ 0,66 0,72+ 1,05 0,0224
BP39 18 (13,4) 10 (19,2) 0,3580 0,47 £ 1,03 0,75+ 1,67 0,0501
BP30 34 (24,6) 09 (17,3) 0,3343 0,63 +0,72 0,59 £ 0,95 0,1839
BEL 11 (8,0) 03 (5,8) 0,7615 0,27 £ 0,52 0,32 £ 0,45 0,0560
Bloco
10
BRO7 52 (37,7) 16 (30,8) 0,4014 1,19+ 1,65 0,86 £ 1,05 0,4089
BP29 14 (10,1) 04 (7,7) 0,7835 0,35+ 0,55 0,33+0,52 0,9310
BP39 19 (13,8) 05 (9,6) 0,6247 0,45+ 0,53 0,41 £ 0,58 0,4976
BPO1 18 (13,04) 04 (7,7) 0,4460 0,48 + 0,72 0,42 £ 0,56 0,6932
BP13 29 (21,0) 09 (17,3) 0,6857 0,071 +£1,11 0,72+ 1,16 0,4282
Bloco
13
MSP1,, 125 (90,6) 44 (84,6) 0,2988 5,65 + 2,49 5,48 + 2,63 0,2467
X = média

dp = desvio padréo

8 Teste exato de Fisher
# Teste de Mann-Whitney — U
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3. Reducao dos dados de respostas de IgG anti-PvMSP -1

Os resultados obtidos nas analises univariadas indicaram uma
consideravel associacdo entre a resposta imune variante-especifica dirigida
contra a regido C-terminal da PvMSP-1 (bloco 10) e presenca de anemia em
individuos com infeccdo patente por P. vivax. Diante destes resultados e
considerando que a resposta imune humoral envolve anticorpos com diferentes
especificidades atuando simultaneamente em diferentes regifes dos antigenos-
alvo; nesta etapa realizamos uma Analise de Componentes Principais (ACP)
com todos os dados referentes as respostas de IgG obtidas para as 11
proteinas envolvidas neste estudo. A ACP foi utilizada com o intuito de avaliar
os efeitos de todos estes anticorpos em uma Unica analise e extrair os padrdes
de respostas mais importantes, para depois associa-los a morbidade. Além
disso, pretendemos avaliar se as associacdes entre anticorpos variantes-
especificos anti-bloco 10 e anemia se manteriam em um sistema de analise
multivariada, uma vez que estes dados podem ter implicacdes na elaboracéo

de vacinas baseadas na PvMSP-1.

Os resultados da ACP mostraram que os trés primeiros componentes
explicaram da 60,8% da variacdo total dos dados. O primeiro componente
contribuiu com 30,8% da variabilidade e deu os maiores pesos para IgG anti-
bloco 2 (variantes BR0O7, BP29, BP39 e BEL), ao passo que o componente 2 foi
melhor representado por IgG anti-bloco 10 (BR0O7 e BP13), contribuindo com
19,4% da variacédo observada. O terceiro componente, por sua vez, foi capaz
de explicar 10,6% da variabilidade dos dados e deu 0s maiores pesos para IgG
anti-bloco 10 (variantes BP29 e BP01). Estes dados evidenciam um padréo de
reconhecimento de IgG distinto para diferentes regiées da molécula com uma

forte dicotomia entre as regides N- e C-terminais da proteina (TABELA 5).
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TABELA 5: Variaveis incluidas na ACP e sua contribuicdo para os trés eixos

derivados.
Resposta de IgG contra Correlagéo das variaveis
PVMSP-1 com 0s componentes
(Factor loadings )*
Dominio Antigeno CP1 CP2 CP3
BRO7 0.794 0.145 0.044
BP29 0.769 0.040 -0.135
BI 2
oco BP39 0706 0295  0.136
BP30 0.527 -0.261 -0.097
BEL 0.726 0.067 -0.320
BRO7 0.086 0.761 -0.350
BP29 0.139 0.241 -0.776
Bloco 10 BP39 0020 0530  -0.038
BPO1 0.049 0.055 -0.767
BP13 0.016 0.812 -0.334
Bloco 13 MSP1;9 0.145 0.562 0.077

! Os maiores loadings (>0,6) estéo indicados em negrito.

Os padrdes de respostas de IgG extraidos da ACP foram entdo
relacionados com os parametros indicativos de morbidade, em uma tentativa
de se determinar o perfil da resposta humoral anti-PvMSP-1 que poderia ser

associado a anemia e a trombocitopenia na maléria por P. vivax.

Os trés principais componentes foram entdo usados para determinar os
efeitos da resposta de anticorpos no estado de anemia. Analises de correlagbes
de Spearman mostraram que os niveis de hemoglobina foram negativamente
correlacionados com os escores do segundo componente principal (r = -

0,03885; P < 0,0001), indicando que a uma reducédo nos niveis de hemoglobina
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estd associada ao aumento nos niveis de IgG contra as variantes antigénicas
BRO7 e BP13, do bloco 10 da PvMSP-1 (FIGURA 16A).
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FIGURA 16: Associa¢cfes entre as respostas de IgG variante-especifica para PvMSP-1 e
anemia. (A) Correlac@o entre os escores do segundo componente principal e os niveis de
hemoglobina de 190 pacientes com infec¢éo patente por P. vivax. (B) Médias dos escores
referentes ao segundo componente principal de individuos anémicos e ndo anémicos. Os
boxes indicam as médias e o intervalo interquartil. As barras indicam o minimo e 0 maximo. * P
< 0,0001.

Além disso, os escores do segundo componente foram maiores em
pacientes anémicos do que em nao-anémicos (FIGURA 16B).
Interessantemente, entre os antigenos do bloco 10, BRO7 e BP13 sédo as
variantes que compartilham maior propor¢cdo de identidade de aminoacidos
(93,4%).

Escores do primeiro (representado pelas respostas de IgG anti-bloco 2) e
do terceiro (IgG anti- BP29 e anti-BP0O1 do bloco de 10) componentes né&o
apresentaram correlagfes com os niveis de hemoglobina (r =- 0,078, P = 0,286
er=0,107, P = 0,146, para CP1 e CP2, respectivamente).

Quanto a contagem de plaquetas, ndo foram verificadas correlacdes
significativas entre os niveis de plaquetas e os escores de nenhum dos trés

primeiros componentes principais (P > 0,05) (dados ndo mostrados).
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5.4. Relacdo entre anemia e variante antigénica da PvMSP-1

determinada nos parasitos infectantes

A analise de APC mostrou que o status clinico de anemia foi
significativamente afetado pelo segundo componente, o qual foi representado
principalmente pelas respostas de IgG anti-BR07 e anti-BP13; dois antigenos
derivados do bloco 10 da PvMSP-1. Com o objetivo de avaliar o possivel
envolvimento das sequéncias dos parasitos infectantes na determinacao das
respostas de anticorpos variante-especificos associados a anemia na malaria
por P. vivax; foi realizado o sequenciamento da regido do gene pvmspl
correspondente ao bloco 10, utilizando amostras de DNA dos parasitos

infectantes de individuos anémicos (n=17) e ndo-anémicos (n=24).

A TABELA 6 apresenta a correspondéncia entre os haplétipos detectados
e 0S antigenos recombinantes, bem como a frequéncia de cada haplétipo na

amostra estudada.

TABELA 6: Frequéncia dos haplétipos obtidos para os isolados de P. vivax
de 41 pacientes com malaria e associacdo entre estes haplétipos e os
antigenos recombinantes do bloco polimérfico 10 da PvMSP-1.

HAPLOTIPO ANTIGENO CORRESPONDENTE FREQUENCIA
(% DE SIMILARIDADE)

| 10-BRO7 (100%) 13 (32%)
[ 10-BP13 (100%) 3 (7%)
1l 10-BP29 (100%) 6 (15%)
\Y 10-BP29 (74,0%) 3 (7%)
Vv 10-BP29 (67,1%) 6 (15%)
VI 10-BPO1 (100%) 4 (10%)
VI 10-BPO1 (63,7%) 2 (5%)

Vil 10-BP39 (100%) 4 (10%)

68



O resultado do sequenciamento revelou que sequéncias idénticas as
sequéncias dos antigenos recombinantes foram encontradas em parasitos
infectantes, sendo a sequéncia idéntica ao antigeno BRO7 a mais frequente na
amostra avaliada (31,7%). Quatro sequéncias identificadas como tipo I, lll, VI e
VIl apresentaram 100% de similaridade com sequéncias dos antigenos
recombinantes BP13, BP29, BP0l e BP39, e foram detectadas,
respectivamente, em 7,3%, 14,6%, 9,8% e 9,8% das amostras sequenciadas.
Entretanto, isolados de P. vivax de 11 amostras (28,6%) apresentaram
homologia com sequéncias diferentes das descritas nos antigenos utilizados
neste estudo. Dois haplétipos, V e VII apresentaram homologia de 99% e 91%,
respectivamente, com isolados asiaticos, enquanto para o haplotipo IV foi
observado similaridade de 100% com o isolado brasileiro BP30. Comparando
as sequéncias de aminoacidos destes hapl6tipos com as sequéncias dos
antigenos recombinantes do bloco 10, verificou-se que o haplétipo VI possui
74% de similaridade com a sequéncia do antigeno BP29, enquanto os
haplétipos V e VII compartilham 67% e 64% de identidade de aminoacidos com
a sequéncia do antigeno BP29. A FIGURA 17 apresenta as sequéncias de
aminoacidos dos oito haplétipos do bloco polimérfico 10 da PvMSP-1

identificados nas 41 amostras sequenciadas.
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FIGURA 17: Alinhamento das oito sequéncias do bloco 10 da PvMSP-1 encontradas em parasitos isolados de 41 pacientes com infec¢Bes patentes por P.
vivax. Cinco sequéncias (I, I, lll, VI e VIII que correspondem a 73% de todas as sequéncias do bloco 10) sdo idénticas as sequéncias dos antigenos
recombinantes utilizados na sorologia (BR07, BP13, BP29, BP01, BP39, respectivamente). As sequéncias IV e V sdo similares as sequéncias do antigeno
BP29 (74,0% e 67,1% de similaridade de aminoéacidos, respectivamente), enquanto a sequéncia VIl possui 63,7% de identidade com a sequéncia do

antigeno BPO1.
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Considerando que entre as variantes antigénicas do bloco 10, os
antigenos BR0O7 e BP13 foram imunodominantes (maiores proporc¢des e niveis
de 1gG), observou-se uma correspondéncia entre a maior prevaléncia de
parasitos infectantes com sequéncias homolégas a do antigeno BRO7 e
magnitude da resposta de IgG detectada para este antigeno. Esta
correspondéncia nao foi de 100%, pois dos 13 individuos expostos a sequéncia
tipo I, 10 reconheceram o antigeno homdlogo BRO7 (77%). De modo geral, 0s
individuos expostos as demais sequéncias homologas aos antigenos
recombinantes utilizados na sorologia (Il, IlI, VI, VIII), apresentam anticorpos
IgG contra o antigeno homdlogo, mas também reconhecem outra variante néo
relacionada (FIGURA 18).

Nas analises comparativas das sequéncias obtidas de parasitos isolados
de pacientes anémicos e nao anémicos, verificou-se que parasitos com
sequéncias homologas a variante antigénica BRO7 foram predominantes em
individuos anémicos (9/17, 53%) quando comparados aos nao anémicos (4/24,
17%) (FIGURA 18). Embora, o pequeno numero de amostras sequenciadas
nao permita inferéncias estatisticas, estes dados apontam para um possivel
envolvimento da resposta de anticorpos variante-especificos contra o dominio
polimorfico C-terminal da PvMSP-1 e uma determinada variante antigénica da
PVMSP-1 na determinacéao do estado de anemia observada durante a infeccao

aguda por P. vivax.
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FIGURA 18: Reconhecimento de anticorpos IgG contra antigenos do bloco de pacientes
anémicos (n=17) e n&o anémicos (n=24) infectados com P. vivax. Diferentes niveis de
anticorpos (IR) sdo representados com diferentes padrdes de sombreamento. Sequéncias
homologas as sequéncias dos antigenos recombinantes foram identificadas com o nome do
respectivo antigeno com o qual ela compartilha 100% de identidade de aminoacidos. ID:
identificacdo do paciente.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos um padrdo incomum de complicacdes clinicas em
casos fatais associados a infeccéo por P. vivax tem sido relatado no Brasil e no
mundo, além de casos de cepas resistentes a cloroquina (AREVALO-
HERRERA et al., 2010). Tais fatos fizeram com que a comunidade cientifica
voltasse a atencdo para esta espécie que até entdo era considerada benigna.
Diante deste novo contexto da malaria vivax no Brasil e no mundo, estudos
soroepidemioldgicos investigando o tipo e a magnitude da resposta imune de
populacdes naturalmente expostas tém provido informac¢des importantes a
respeito do potencial imunogénico de antigenos de P. vivax, candidatos a

compor uma vacina anti-malarica.

Dentre as proteinas de estagios sanguineos, a MSP-1 destaca-se como
uma das moléculas mais promissoras para compor uma vacina de
subunidades. Entretanto, a alta diversidade alélica da MSP-1 presente nos
isolados de Plasmodium é apontada como uma das principais causas para
explicar os resultados insatisfatérios até entdo obtidos com vacinas baseadas
nesta proteina. Neste sentido, as regides polimoérficas da proteina ganham
destaque como possiveis alvos dos anticorpos envolvidos na protecdo contra
malaria. De fato, estudos com P. chabaudi sugerem que a MSP-1 é a principal
proteina do parasito alvo da imunidade protetora cepa-especifica na malaria
murina (CHEESMAN et al, 2010). Em P. falciparum, estudos
soroepidemiologicos tém evidenciado que anticorpos protetores anti-MSP-1
sdo capazes de discriminar entre variantes antigénicas que integram familias
alélicas distintas do bloco 2 polimérfico (CONWAY et al., 2000; CAVANAGH et
al., 2004).

Reconhecendo a importancia do polimorfismo antigénico na
determinacao da resposta imune protetora, somado ao conhecimento limitado a
respeito da resposta de anticorpos dirigidos a epitopos polimoérficos da MSP-1
de P. vivax, no presente estudo avaliou-se a resposta de anticorpos IgG contra

epitopos polimérficos (blocos 2 e 10) e conservados (MSP19) da proteina
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PVvMSP-1. A resposta de anticorpos foi analisada em associacdo a dois
importantes parametros clinicos relacionados a morbidade na maléaria por P
vivax, anemia e plaquetopenia; além da associacdo da resposta humoral com

exposicao ao parasito e niveis de parasitos sanguineos.

Nossos resultados mostram que dentre as 10 recombinantes
representando variantes antigénicas dos blocos 2 e 10 da PvMSP-1, duas
variantes, BRO7 (blocos 2 e 10) e BP13 (bloco 10), apresentaram um
reconhecimento distinto em relagdo as demais variantes do mesmo bloco (43%
e 54%, para BR0O7 dos blocos 2 e 10, respectivamente e 49% para a variante
BP13, blocol0). Estes dados diferem dos resultados obtidos por BASTOS et
al., 2007, onde os autores observam um padrdo similar de reconhecimento das
proteinas recombinantes do bloco 10, com alta prevaléncia de anticorpos IgG,
detectada para todas as versdes antigénicas testadas (75-100%) no soro de 27
individuos com infeccdo aguda por P. vivax residentes no Acre. Os autores
atribuem o padrdo de reconhecimento observado para os antigenos do bloco
10 ao fato dos antigenos deste bloco incluirem em suas sequéncias a metade
3’ da sequéncia do bloco 9 conservado, a qual pode conter epitopos de células
B comuns, podendo justificar a alta e similar prevaléncia de anticorpos
observada para os antigenos derivados do bloco 10 da PvMSP-1 (BASTOS et
al., 2007).

Considerando este aspecto podemos sugerir que as respostas
observadas em nosso trabalho para as variantes antigénicas BR0O7 e BP13 do
bloco 10 estdo relacionadas as caracteristicas inerentes de seus epitopos,
mesmo porque dentre as cinco versdes antigénicas do bloco 10 produzidas
neste trabalho, estas duas variantes sdo as mais similares, compartilhando alta
proporcdo de identidade de aminoacidos (93,4%). Diferente dos resultados
observados no estudo realizado no Acre, podemos sugerir que neste estudo os
anticorpos detectados contra os antigenos do bloco 10 da PvMSP-1 foram
variante-especificos. De fato, este resultado pode ainda ser apoiado pelas
correlacdes obtidas entre as respostas de IgG detectadas para antigenos do
mesmo bloco polimorfico, onde observamos correlagfes significativas entre
pares de antigenos que compartilham maior similaridade de sequéncias de
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aminoacidos. Este dado sugere que uma proporcao substancial dos anticorpos
naturalmente adquiridos reconhecem sequéncias dos epitopos polimérficos
presentes nos dominios 2 e 10 da PvMSP-1, ao invés das sequéncias
flanqueadoras conservadas compartilhadas por todos o0s antigenos

recombinantes do mesmo bloco.

O fato da variante BRO7 também ter sido a mais reconhecida dentre as
proteinas do bloco 2, abriu perspectivas para investigar se 0s parasitos
circulantes locais apresentavam sequéncias similares ou até mesmo idénticas
as sequéncias dos antigenos BR0O7 e BP13 utilizados nos ensaios
imunoenziméaticos. Os dados de sequéncias referentes a regido do bloco 10 da
PVMSP-1 de isolados de P. vivax de 41 pacientes, mostraram que 31,7% das
sequéncias identificadas correspondem (100% de identidade), as sequéncias
da variante BRO7. A maior frequéncia de parasitos circulantes identificados
com sequéncias homoélogas a do antigeno BR0O7 do bloco 10, pode justificar o
maior reconhecimento deste antigeno por anticorpos IgG no soro da populacdo
avaliada. Neste sentido, nossos dados sugerem uma correspondéncia entre a
maior prevaléncia da variante antigénica a qual os individuos estéo expostos e

a resposta de anticorpos variante-especificos.

Esta associacdo observada para o antigeno BRO7 nao pode ser
extrapolada para explicar a alta proporcao de respondedores positivos e niveis
de IgG também observados para a variante antigénica BP13, pois sequéncia
homologa a sequéncia deste antigeno ndo foi uma das mais frequientes entre
0os parasitas infectantes (7,3%). No entanto, como estas duas variantes
antigénicas compartilham alto grau de similaridade de sequéncias de
aminoacidos, especulamos que a alta frequéncia de respostas e niveis de I1gG
anti-BP13 possa ser atribuida a reatividade cruzada dos anticorpos 1gG que
reconhecem as sequéncias polimérficas comuns a estes dois antigenos que
nao constam nas sequéncias das demais recombinantes do bloco 10 (BP29,
BP39 e BPO1).

A associacdo entre a especificidade dos anticorpos circulantes e as

variantes detectadas em isolados de parasitos € bastante investigada em P.
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falciparum. Estudos realizados na area endémica brasileira ndo demonstraram
associacdo entre a resposta de anticorpos alelo-especifica e as variantes da
proteina MSP-1 e MSP-2 de P. falciparum circulantes (da SILVEIRA et al.,
1999; SCOPEL et al., 2007). Estudo recente realizado no Ird avaliando a
resposta de IgG contra a proteina PfIMSP1;9 mostrou que o polimorfismo nesta
proteina ndo era importante para determinar a resposta de anticorpos variante-
especificos (ZAKERI et al., 2010). Similar ao que foi observado em nosso
estudo, em um trabalho conduzido na Africa foi verificado que a maior
prevaléncia na resposta de anticorpos contra a variante alélica 3D7 da proteina
MSP-3 parece refletir a maior prevaléncia desta forma alélica detectada em
isolados de P. falciparum locais (OSIER et al., 2007).

Para P. vivax, no estudo de BASTOS e colaboradores (2007) né&o foi
demonstrado associagado entre resposta de anticorpos contra a PvMSP-1 e a
sequéncia dos parasitos infectantes. Diferengcas nos padrbes de transmisséo
das areas endémicas estudadas podem contribuir para estas diferencas
observadas entre dois estudos. Individuos avaliados neste estudo sdo pouco
expostos, a julgar pela média do numero de episddios prévios de malaria que
foi relatado pela populacdo avaliada em nosso trabalho (5,4 malarias),
engquanto os individuos avaliados no estudo anterior sGo mais expostos. Esta
diferenca no padrdo de resposta para proteinas homoélogas demonstra a
importancia de realizar estudos em diferentes realidades epidemioldgicas,

evidenciando a necessidade de ampliar os estudos com a MSP-1 de P. vivax.

Embora a maioria das proteinas recombinantes que correspondem as
variantes antigénicas dos blocos 2 e 10 da PvMSP-1 comumente encontradas
em parasitos circulantes na regido endémica brasileira foram pouco
reconhecidas por individuos infectados com P. vivax, 89% dos pacientes
apresentaram IgG contra o dominio conservado C-terminal da PvMSP-1
(MSP1,0). Este dado corrobora a alta imunogenicidade desta por¢cdo em
relacdo a N-terminal (SOARES et al., 1997; BASTOS et al., 2007). A analise da
imunogenicidade dos blocos polimérficos 2 e 10, localizados, respectivamente,
nas por¢cbes N- e C-terminal da PvMSP-1, demonstrou que além da baixa
frequéncia de respostas positivas, os niveis de IgG detectados foram de baixa
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magnitude. Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por
BASTOS e colaboradores (2007), onde os autores demonstraram a baixa
imunogenicidade dos dominios polimérficos da PvMSP-1 em individuos né&o

infectados expostos ao parasito na area endémica brasileira.

A baixa imunogenicidade observada para as demais variantes
antigénicas da PvMSP-1 (BP29, BP39, BP30, BEL, BP0O1) produzidas neste
trabalho ndo pode ser explicada pelo fato dos individuos ndo estarem sendo
expostos a estas formas alélicas, haja visto o resultado do sequenciamento.
Além disso, para estas proteinas, diferente do que ja foi discutido para as
variantes antigénicas BRO7 e BP13 do bloco 10, ndo observamos
correspondéncia entre a resposta de anticorpos e a variante antigénica dos
parasitos infectantes. De modo geral, apesar do pequeno numero de amostras
sequenciadas, observamos que 0S pacientes expostos as variantes de
sequéncias diferentes dos antigenos BR0O7 e BP13 tendem, ainda sim, a
apresentarem respostas de IgG de maior magnitude contra estes dois
antigenos. Neste sentido, podemos especular duas hipoteses que sé&o
propostas em estudos com P. falciparum para tentar explicar observacdes
referentes a falta de associacao entre familia alélica e respostas de anticorpos.
A primeira baseia-se na presenca de anticorpos com diferentes especificidades
induzidos por infec¢cbes prévias. Pode ser que os individuos que apresentam
altas respostas para os antigenos BP13 e BR0O7 tenham sofrido um episddio
prévio e recente por P. vivax que expressavam sequéncias homodlogas ou

muito similares as sequéncias destes dois antigenos.

A segunda hipétese refere-se a ocorréncia do mecanismo de impressao
clonal (clonal imprinting) ou original antigenic sin (TAYLOR et al.,, 1996). A
ocorréncia deste fendmeno foi proposta para explicar a falta de reconhecimento
de variantes da proteina MSP-2 de P. falciparum em diferentes estudos
conduzidos em populacbes africanas (TAYLOR et al., 1996; FRANKS et al.,
2003, SCOPEL et al., 2005). De acordo com esta hipotese, espera-se que
frequentes reinfeccbes com populagdes de parasitos geneticamente distintas
induzam um booster no perfil de anticorpos pré-existentes, mas nao a producéo

de anticorpos com novas especificidades. Mais detalhadamente, durante uma
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primeira infec¢do, ocorreriam expansédo e maturacdo de células T e B que se
tornariam células de memoria, expressando receptores de superficie para
antigenos e moléculas co-estimulatérias. As interacdes entre células B e T
permitiriam a producdo de anticorpos com especificidades definidas. Em uma
resposta secundaria a outras variantes antigénicas, ocorreria a competicdo de
células B de memodria (apresentando alta densidade de receptores antigénicos
de superficie) e células B ndo primadas. Neste caso, as células B de memoria
apresentariam os antigenos diretamente para células T de memaria, originando
uma resposta de anticorpos dirigida contra epitopos relativos a primeira
infeccdo (RILEY, 1996). Como em nosso trabalho ndo avaliamos amostras
sequenciais dos pacientes ndo € possivel saber se este fenbmeno esta
ocorrendo para P. vivax na populagdo avaliada. No entanto, no trabalho de
BASTOS e colaboradores (2007), os autores nao evidenciaram a presenca de
anticorpos com especificidade fixa a alguma variante da PvMSP-1 que tenha

sido detectada em amostras sequlenciais de soro.

Anticorpos induzidos durante infecgbes naturais por Plasmodium sao
associados ao tempo de exposicdo em areas endémicas, um fenébmeno que
tem sido frequentemente relatado para varios antigenos do parasito, refletindo
provavelmente exposicdo ao parasito em associacdo a maturacdo do sistema
imune (SOE et al., 2001; DODOO et al., 2008). Nesta direcéo, observou-se que
a proporcédo de respostas positivas para IgG que reconhecem uma variante
antigénica do bloco 10 e a proteina conservada MSP1;9 aumentaram de acordo
com o0 aumento do numero de episédios prévios de malaria. Embora os dados
verificados para as demais variantes antigénicas do bloco 10 n&o apresentaram
diferencas estatisticas, observamos uma tendéncia para o aumento de
anticorpos dirigidos contra a regido C-terminal em associacdo com o numero
de exposicbes prévias. Esta tendéncia ndo foi observada para as proteinas

recombinantes da regido N-terminal da PvMSP-1 (bloco 2).

Nossos dados contrastam com os resultados de um estudo conduzido
em Rondonia, onde foi observada associacdo entre resposta de anticorpos
contra a proteina ICB2-5 (que inclui os blocos 1 a 5 da regidao N-terminal da
PVMSP-1) e exposicdo a malaria, enquanto a resposta contra proteina MSP1;9
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ndo foi associada (NOGUEIRA et al., 2006). Além dos fatores relacionados as
diferencas nas endemicidades destas duas areas de estudo, bem como da
populacdo avaliada, uma possivel explicacdo para estas diferencas entre os
dois estudos pode se basear na sequéncia da proteina recombinante utilizada
nos ensaios soroldgicos. Como a proteina ICB2-5 compreende os blocos
conservados 1, 3 e 5 pode ser que esta associacdo com exposicao deva-se
aos anticorpos dirigidos contra os epitopos de células B conservados presentes
nestes blocos. Estes dados podem ser importantes para o desenvolvimento de
uma vacina contra maléria, ja& que se espera que a exposicdo natural ao
parasito re-estimule a resposta imune produzida pela imunizacdo mantendo a

protecdo a longo prazo.

Certamente, uma importante contribuicdo de nosso trabalho foi a
possibilidade de andlise da associacdo de parametros clinicos associados a
morbidade, como a anemia e plaquetopenia e resposta de anticorpos
naturalmente adquirida contra PvMSP-1, um importante candidato a compor

uma vacina antimalaria.

Alteracdes hematoldgicas sdo algumas das complicacbes mais comuns
na maléria que desempenham um importante papel na patologia da doenca.
Essas mudancas envolvem os principais tipos celulares, como hemaéacias,
leucocitos e plaquetas. A anemia constitui uma complicagdo comum,
especialmente em criancas e mulheres gravidas em &reas de alta transmissao
(MENENDEZ et al.,, 2000), apontada como uma das principais causas de
morbidade e mortalidade associadas a malaria (CHANG et al., 2004). Sabe-se
que esta alteracdo hematologica € resultado de uma combinacdo de
mecanismos hemoliticos que incluem a retirada acelerada dos eritrocitos
parasitados e ndo parasitados, somados a uma eritropoiese suprimida e
ineficaz. Além disso, durante as infec¢bes por Plasmodium, niveis elevados
anormais do fator de necrose tumoral (TNF) sdo associados a supressao da
medula 0ssea, bem como ao desequilibrio em marcadores de superficie de
eritrocitos tais como o receptor CR1 (revisto por MAINA et al., 2010). Apesar

destes fatos, a patogénese da anemia ainda ndo é completamente conhecida.
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Estudos de modelagem matematica com dados hematolégicos de
pacientes infectados com P. falciparum sugerem que para cada eritrocito
infectado até doze eritrocitos ndo infectados sdo removidos da circulacao
(EVANS et al., 2006; JAKEMAN et al., 1999), sugerindo que a destruicdo dos
eritrécitos ndo infectados possa ser a principal causa para explicar a perda de
hemoglobina observada na malaria (EKVALL, 2003). Uma possivel razédo para
esta remocao prematura das hemacias ndo infectadas esta relacionada ao
reconhecimento, por anticorpos, de antigenos do parasito presentes na
superficie das hemécias, ou ainda, a deposicdo de imunocomplexos na
superficie destas células, estimulando a fagocitose (LAYEZ et al., 2005; AWAH
et al., 2009; 2011).

As evidéncias do envolvimento de anticorpos especificos contra
antigenos de merozoitos de P. falciparum na destruicdo dos eritrécitos néo
infectados nos motivou a investigar a associagao da resposta humoral variante-
especifica contra a PvMSP-1 e parametros clinicos de anemia e plaquetopenia,

até entdo nunca investigados na maléria por P. vivax.

Em um primeiro momento, durante as analises univariadas, chamamos a
atencdo para as correlagdes negativas observadas entre os niveis séricos de
hemoglobina dos pacientes avaliados e os niveis de IgG detectados contra as
proteinas recombinantes correspondentes a regido C-terminal da PvMSP-1
(bloco 10 e MSP1,9). Além das correlacdes negativas, verificamos que as
frequéncias e os niveis de IgG dirigidos contra a regido C-terminal da PvMSP-1
foram significativamente maiores em pacientes anémicos quando comparados
aos ndo anémicos. Diante destes resultados intrigantes e considerando que os
fatores como exposicdo, idade e carga parasitaria podem influenciar na
determinacdo da anemia; em uma segunda anélise, comparamos 0s grupos de
individuos anémicos e ndo anémicos quanto a idade, nimero de episédios
prévios de malaria e carga parasitaria, buscando alguma caracteristica que
pudesse estar associada e ajudasse a explicar as diferencas observadas no
padrdo de reconhecimento humoral dos antigenos da PvMSP-1. No entanto,
nao foram encontradas diferencas significativas entre os dois grupos.
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Com o intuito de avaliar se estas observagdes ndo foram ao acaso,
partimos para uma segunda analise estatistica, mas agora utilizando uma
abordagem multivariada, a fim de avaliar se em um sistema mdultiplo estas
associacfes entre anemia e resposta de anticorpos contra PVMSP-1 se
mantinham. Além disso, como a resposta imune nao age isoladamente, o
emprego de uma técnica estatistica multivariada, tornava a nossa andlise
biologicamente mais significativa, pois esta analise ndo ignora a influéncia das

interacdes nem o efeito combinado dos anticorpos num sistema.

Os dados da analise fatorial de componentes principais geraram trés
padroes de resposta: IgG anti-regido N-terminal da PvMSP-1 versus IgG anti-
BRO7 e anti-BP13 (bloco 10) versus IgG anti-BP29 e anti-BP01 (bloco 10).

Nas analises subsequientes, observamos que somente as respostas de
IgG dirigidas contra o bloco 10 da PvMSP-1, especificamente contra as
variantes antigénicas BR0O7 e BP13 mantiveram associagdo com anemia. A
magnitude da resposta (propor¢cdes e niveis de IgG) contra estas duas
variantes antigénicas do bloco 10 esta, de alguma maneira, associada com a

anemia observada nos pacientes avaliados.

Considerando que os dados de sequenciamento do bloco 10
evidenciaram uma maior prevaléncia de parasitos com sequéncias homadlogas
ao antigeno BRO7 em individuos anémicos, este fato poderia justificar os
maiores niveis e propor¢des de IgG anti-BR0O7 nestes individuos, uma vez que
observamos uma correspondéncia consideravel entre as respostas de IgG anti-
BRO7 e a variante homodloga presente nos parasitos infectantes. Estes dados
poderiam ser extrapolados para o antigeno BP13, pois ele apresenta alta
identidade de sequéncia com a variante BRO7 (93,4%). Apesar do numero de
amostras sequenciadas ser muito pequeno para andlises estatisticas
significativas, os resultados apontam para o0 possivel envolvimento da
especificidade de anticorpos e uma variante particular da PvMSP-1 no estado

de anemia observada durante a infec¢cdo aguda por P. vivax.

A associacdo entre anticorpos anti-bloco 10 da PvMSP-1 especificos

para as variantes BRO7 e BP13 e anemia pode ser atribuida a epitopos
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imunodominantes que modulam as respostas de células B, induzindo a
producdo de anticorpos ligados & morbidade. Estes anticorpos podem estar
envolvidos em algum possivel mecanismo imune que participe do processo de
destruicdo de eritrocitos ndo infectados na maléria pelo P. vivax, provavelmente
via participacdo de anticorpos por opsonizagdo ou ativacdo do sistema do

complemento.

O papel dos complexos antigeno-anticorpo na sensibilizacdo de
eritrocitos ndo infectados e sua remocdo por células do sistema
reticuloendotelial, foi estudado pela primeira vez, em criancas do Géambia
(FACER et al., 1980). Estudos recentes com Plasmodium falciparum
demonstraram que as proteinas associadas as roptrias sdo capazes de se
aderir a superficie de eritrocitos néo infectados induzindo a sua destruicéo
(AWAH et al., 2010; 2011).

Neste sentido buscamos investigar as sequéncias dos antigenos do
bloco 10 a fim de verificar se a associacdo das variantes antigénicas BR0O7 e
BP13 com anemia poderia ser atribuida as diferencas em relacdo ao numero
de epitopos de células B presentes nas sequéncias ou mesmo as diferencas na
entropia destes epitopos. Utilizando o programa BepiPred para predicdo de
epitopos lineares de células B (LARSEN et al.,, 2006) observamos que 0s
escores dos epitopos preditos para as sequéncias primarias de todos os
antigenos do bloco 10 eram similares, evidenciando uma consideravel
imunogenicidade para estas regides da PvMSP-1. E importante ressaltar que
este programa néo faz predicdo de epitopos conformacionais; assim, se este
tipo de epitopo para células B estiver envolvido nas diferencas destas regides
em relacdo ao reconhecimento por anticorpos, esta analise ndo nos possibilitou

descobrir.

Analisando os dados do trabalho desenvolvido por RODRIGUEZ e
colaboradores (2002) sobre 0o mapeamento das regides da PvMSP-1 (cepa
Belém) possivelmente envolvidas na interacdo do parasito com a membrana
dos reticuldcitos/eritrocitos durante o processo de invasdo, observamos que a
regido da PVMSP-1 que apresenta maior ligacdo a eritrécitos maduros
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corresponde a uma sequéncia de aminoacidos que inclui uma regido presente
nos antigenos do bloco 10. Especificamente esta sequéncia de 20 aminoacidos
faz parte da regido conservada do bloco 9 que flanqueia as sequéncias dos
antigenos recombinantes do bloco 10 (RODRIGUEZ et al., 2002). Os autores
observaram uma forte interacdo entre esta regido da proteina PVMSP-1,
nomeada como peptideo 1724 (**°YKARAKYYIGEPFPLKTLSE®), e

receptores presentes na membrana dos eritrocitos maduros.

Diante deste fato, podemos especular que durante o processo de
invasdo dos eritrécitos, o processamento proteolitico sofrido pela PvMSP-1
libera na circulacéo fragmentos polipeptidicos, entre eles o fragmento de 38kDa
que inclui os blocos 8, 9 e 10. Na circulacao, estes fragmentos podem se aderir
a superficie de eritrocitos infectados e nao infectados e serem reconhecidos
por imunoglobulinas especificas, estimulando a fagocitose ou a lise mediada
pela ativacdo do complemento. Neste sentido especulamos que a associacdo
com anemia observada somente para as variantes BRO7 e BP13 e ndo com as
outras variantes que também incluem a sequéncia do bloco 9 em sua
composicao, possa estar relacionada a maior prevaléncia da variante BRO7 nos
parasitos circulantes locais e a alta similaridade de sequéncia entre BRO7 e
BP13. Estes dados abrem perspectivas para futuras investigacfes a respeito
do possivel envolvimento de anticorpos contra outras regides da PvMSP-1 na

anemia observada durante a maléaria por P. vivax.

Uma outra questdo observada em nosso estudo que merece discusséo,
€ 0 padrdao de reconhecimento distinto observado entre as regides N- e C-
terminais da PvMSP-1. A presenca de anemia nao foi associada as respostas
de anticorpos contra as proteinas que representam o bloco 2 N-terminal da
PVMSP-1, até mesmo para a variante antigénica BR0O7 que foi reconhecida
com niveis e propor¢cdes similares a proteina correspondente no bloco 10.
Estudos prévios sobre a resposta de anticorpos naturalmente adquiridos contra
a PvMSP-1 mostraram que uma grande proporcéo de individuos expostos ao
P. vivax contem anticorpos IgG contra diferentes regides da molécula
(SOARES et al., 1997; SOARES et al.,1999b; MORAIS et al., 2005). Diferencas
no reconhecimento das regides N- e C- terminais da proteina em relacdo a
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idade ja foram observadas para as respostas de subclasses de IgG de
individuos expostos ao P. vivax no Brasil e em Papua Nova Guiné
(FERNANDEZ-BECERRA et al., 2010).

Diferencas entre estas duas regides também ja foram verificadas em um
estudo prévio sobre associacdo com protecdo clinica (NOGUEIRA et al., 2006).
Neste trabalho, os autores demonstraram que anticorpos predominantemente
da classe 1gG3 direcionados para a extremidade N-terminal da PvMSP-1
estavam associados ao reduzido risco de adquirir malaria e/ou protecéo clinica,
enguanto anticorpos contra a regido conservada C-terminal ndo apresentaram
esta associacdo. Tendo em vista estes resultados previamente publicados em
associacdo aos dados agora apresentados, pode-se sugerir um possivel
envolvimento da porcdo N-terminal da PvMSP-1 na inducdo de uma resposta
humoral protetora. Portanto, torna-se fundamental, em futuros estudos, a
caracterizagcdo comparativa da resposta de subclasses dirigidas aos antigenos
das porcbes N- e C- terminais de PvMSP-1 para confirmacdo do papel de

anticorpos citofilicos e nao-citofilicos na imunidade ou morbidade na malaria.

No Brasil, com excec¢ao de nossos estudos, a influéncia de determinada
variante alélica na definicdo do carater clinico da infeccdo malarica, bem como
sobre a intensidade dos sintomas referentes a doenca, ndo tém sido
investigada. Além disso, também n&o ha especulacdes sobre o papel de
anticorpos alelo-especificos na modulagdo da expresséo clinica da infeccao.
Em P. falciparum, varios estudos evidenciam a importancia do polimorfismo
antigénico na determinacdo da resposta imune protetora. E sugerido que o
polimorfismo presente em antigenos alvo da imunidade protetora aumente a
habilidade do parasito de evadir da resposta imune do hospedeiro e como
resultado, selecione parasitos resistentes a vacina utilizada. Este fenbmeno ja
foi observado em um estudo de fase Il b realizado na Papua Nova Guiné, onde
a vacinacao de criancas com o antigeno MSP-2 de P. falciparum, forma alélica
3D7, favoreceu a infec¢do por parasitos, expressando a familia alélica FC27
(GENTON et al., 2002). Um observagédo recente proveniente de um ensaio
clinico de fase 2 envolvendo uma vacina baseada na proteina AMA-1 de P.

falciparum (AMA-1-C1/Alhydrogel) mostrou um forte efeito desta vacina na
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incidéncia de anemia nas criancas vacinadas (ELLIS et al., 2011).
Considerando o possivel envolvimento dos anticorpos anti-proteinas do
parasito na lise de eritrécitos, podemos questionar se a vacina poderia estar
selecionando cepas de parasitos mais imunogénicas. De fato, estes dados nos
chamam a atencdo para a necessidade de mais estudos sobre a etiologia da
anemia na malaria, o que pode ser fundamental para a escolha de vacinas

baseadas em antigenos de estagios sanguineos do Plasmodium.

Apesar de nenhuma associacdo com a resposta de anticorpos ter sido
verificada para plaquetopenia, j& foi sugerido que as complica¢cdes decorrentes
da reducédo de plaquetas estédo relacionadas a mecanismos imunes, nos quais
a ligacado de IgG a plaquetas recobertas por proteinas do parasito estimularia a
fagocitose por macrofagos ou monoécitos (KELTON et al.,, 1983; LACERDA,
2007). O polimorfismo presente em genes que codificam proteinas
imunogénicas presentes nas formas sanguineas do parasito também ja foi
sugerido como um fator importante associado a plaquetopenia na malaria por
P. vivax (GRYNBERG et al., 2007).

Sabendo-se que a PvMSP-1 constitui uma das mais promissoras
candidatas a compor uma vacina contra estagios sanguineos de P. vivax, a
potencial importancia da imunidade variante-especifica contra esta proteina
deve ser considerada em adicdo a imunidade dirigida a epitopos conservados
da molécula. Apesar da caracterizagdo da resposta imune de anticorpos contra
variantes dos blocos polimérficos 2 e 10 ja ter sido descrita em individuos
expostos ao plasmoédio no Estado do Acre (BASTOS et al., 2007), nossos
dados contribuem para o ampliar o conhecimento a respeito da resposta de
anticorpos variante-especificos contra PvMSP-1 em individuos expostos a
condi¢cdes epidemioldgicas distintas das quais os individuos envolvidos no
estudo anterior estavam expostos; um aspecto essencial na busca de vacinas.
E importante salientar que esta é a primeira vez em que associacdes entre
parametros clinicos relacionados a morbidade na malaria, como anemia e
plaguetopenia e resposta imune humoral variante-especifica dirigida contra
variantes dos dominios polimorficos 2 e 10 da PvMSP-1 foi investigada.
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Assim, acredita-se que o trabalho possa contribuir para o entendimento
da dindmica da resposta imune humoral variante-especifica em populagfes
expostas ao P. vivax no Brasil, uma abordagem relativamente pouco explorada
nas infec¢des por esta espécie de plasmddio, mas com sérias implicacdes para

escolha de antigenos candidatos a compor uma vacina efetiva.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Nossos estudos nos permitem concluir que:

A regido conservada C-terminal da PvMSP-1 (PVvMSP-1,9) €
imunodominante em relacéo as regifes polimérficas correspondentes aos
blocos 2 e 10 da PvMSP-1.

hY

A exposicdo esteve associada a resposta de anticorpos IgG contra o
epitopo conservado C-terminal da PvMSP-1, nao interferindo na resposta

de anticorpos contra as variantes desta molécula.

Nossos dados sugerem uma associacdo entre a especificidade dos
anticorpos circulantes e a maior prevaléncia da variante BR0O7 detectada

em isolados de parasitos circulantes na regido de estudo.

A resposta de anticorpos variante-especificos dirigida contra a regido C-
terminal da PvMSP-1 foi associada a anemia presente em pacientes

infectados com P. vivax e residentes em regifes hipoendémicas no Brasil.

Anticorpos variante-especificos contra a PvMSP-1 sdo importantes na
imunidade naturalmente adquirida contra malaria, o que pode ter

implicagbes para o desenvolvimento de vacinas baseadas na PvMSP-1.

Al6tipos GM de imunoglobulinas contribuem para a resposta de anticorpos
naturalmente adquirida contra antigenos de P. vivax, em individuos
expostos a diferentes niveis de transmissao de malaria no Brasil, gerando
implicagcBes para a eficacia de vacinas baseadas nas proteinas de estagios
sanguineos do parasito, PvMSP-1,9 € PVAMA-1.
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