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RESUMO

Costa, J.D.N. Estudos sobre o envolvimento de clag9 (cytoadherence-linked assexual gene)
durante a remodelacdo do eritrocito infectado com P. falciparum e sua participagéo no
desenvolvimento da imunidade em maléria. 2012. 158f. Tese (Doutorado) — Programa de
Pés-Graduacdo em Biologia Experimental, Universidade Federal de Rondbnia, Porto Velho,
RO.

No presente estudo foi avaliado possivel papel indireto do PFCLAGY na citoaderéncia e a
participacdo como alvo imunoldgico. Foram analisadas amostras de parasitos de P.
falciparum isolados de pacientes da regido de Porto Velho, Rondonia, Amaz6nia Ocidental
Brasileira, os quais foram submetidos a ciclos sucessivos de panning para 0s receptores
endoteliais. O experimento consistiu de sequenciar, comparar a expressao relativa do gene
Pfclag 9 utilizando o método da PCR em tempo real e ensaios de imunodetec¢cdo. Foram
desenhados peptideos sintéticos de diferentes regibes da proteina CLAGY, avaliadas a
antigenicidade em soros dos pacientes sintomaticos e assintomaticos com Plasmodium sp. Os
isolados de pacientes com P. falciparum, P3, P5 e P59 e suas linhagens selecionadas com
especificidade para os receptores CHO csa-k1, CHO cpss, CHO cam-1, Nd0 demonstraram uma
variacao na expressao do gene Pfclag9 quando comparados com os genes normalizadores. A
regido sequenciada demonstrou similaridade de 100%, quando comparadas com a cepa de
referéncia 3D7. Na analise sorologica realizada com os peptideos sintéticos foi observada uma
maior reatividade em soros de portadores assintomaticos e confirmados os estudos realizados
Papua-Nova Guiné e na Colémbia. Surpreendentemente, os portadores assintomaticos com
parasitos de P. vivax, também demonstraram um elevado grau de reatividade cruzada contra
0s mesmos peptideos de P. falciparum. A analise nos bancos de antigenos por bioinformatica
demonstrou um elevado grau de similaridade entre as sequéncias de PfCLAGY9 e PvCLAG7
(84%). Paralelamente, os anti-soros policlonais de BALB/c interagiram com os parasitos de
vivax e falciparum. O resultado reforca a proposta de PvCLAG7 como ort6logo de PFCLAG9
e pode sugerir o mesmo papel funcional para ambas as proteinas. 1sso suscita a hipdtese de
que eles podem estar envolvidos na regulacdo da densidade populacional durante a infeccao
mista exercida pela resposta immune do hospedeiro, além de provavelmente desempenhar

funcbes importantes em ambas as espécies do parasito.

Palavras-Chaves: Plasmodium, Clag9, Citoaderéncia, Malaria, PvCLAG?7.



ABSTRACT

Costa, J.D.N. Studies regarding the involvement of clag9 (cytoadherence-linked asexual
gene) during the remodeling of the P. falciparum infected erythrocyte and its
participation in the development of immunity to malaria. 2012. 158f. PhD. Thesis
(Doutoral) — Programa de P6s Graduacdo em Biologia Experimental, Universidade Federal de
Rondénia, Porto Velho, RO.

In the present study we indirectly evaluated the possible role of PFCLAGY in cytoadherence
(cytoadherence-linked assexual gene) and its role in the development of immunity. We
analyzed samples of P. falciparum isolates from patients in the endemic area of Porto Velho,
Rondonia, Western Brazilian Amazon. Each sample was subjected to successive rounds of
panning for endothelial receptors. The study consisted of gene sequencing, comparison of the
relative expression of the gene Pfclag9 using real-time PCR methodology and
immunedetection assays. The synthetic peptides were designed based on different regions of
the protein CLAGY, and their antigenicity was evaluated using sera from symptomatic and
asymptomatic patients infected with Plasmodium sp. The P3, P5, P59 P. falciparum isolates
and their CHO-K1 CSA, CHO CD36, and CHO ICAM-1 adhesive strains were subjected to
gene expression analysis. The wild type and selected strains did not shown variation in gene
expression when compared with housekeeping genes. The sequenced regions showed 100%
similarity when compared to the reference strain 3D7. In serological analysis performed with
synthetic peptides we observed higher reactivity with sera from asymptomatic carriers,
confirming previous studies from Papua New Guinea and Colombia. Surprisingly,
asymptomatic patients infected with P. vivax also showed a high degree of cross-reactivity
against these P. falciparum peptides. The analysis of antigens by bioinformatics demonstrated
a high degree (84%) of similarity between the sequences PfCLAG9 and PvCLAG7. In
parallel, mice polyclonal antisera were tested and these reacted both with P. vivax and P.
falciparum parasites. The results reinforce the idea that PvCLAG?7 is a ortholog of PfCLAG9
and may exert the same function in both parasites. Furthermore, the cross-recognition may
point to an antigen which-when recognized by the host’s immune system is important in the

regulation of parasites densities in infected individuals.

Key-words: Plasmodium; Clag9; cytoadherence; Malaria; PvCLAGT.
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1.1. Generalidades sobre o ciclo esquizogdnico de Plasmodium sp.

O ciclo de multiplicacdo assexuada esquizogdnico dos parasitos’ da malaria em sua
fase eritrocitica de mamiferos hospedeiros, que se sucede ao ciclo hepético, é responsavel na
malaria humana por toda a fisiopatologia e manifestacdes clinicas durante a infecgdo. Assim
sendo, parece-nos procedente ressaltar que tenha sido objeto de grande interesse por parte de
muitos pesquisadores, bem como de um numero considerdvel de estudos, os quais foram
concentrados em multiplos aspectos e tematicas desde sua descricdo nas décadas iniciais do
século XX.

Ratificamos que o merozoito possui um repertorio de organelas convencionais de
células eucaridticas, com a arquitetura geral de citoesqueleto de uma célula apicomplexo, do
filo aos quais parasitos da malaria pertencem. Isto inclui micronemas na regido apical e
complexos de organelas secretoras (roptrias e granulos densos), mitocéndrias, nucleo e
reticulo (Apicoplasto). Por conseguinte, a membrana plasmatica possui uma rede de vesiculas
membranosas achatadas denominadas de complexo de membrana interna (BANNISTER et
al., 2000, 2001).

Os merozoitos liberados do figado caem na corrente circulatoria onde invadem
eritrocitos. O contato inicial é crucial passando pelo reconhecimento da célula hospedeira para
a invasao pelo parasito. Inicialmente, esse reconhecimento é de baixa afinidade e reversivel e
ocorre em qualquer ponto da sua superficie. Apos, inicia-se a reorientacdo do merozoito, no
intuito de justapor sua por¢do apical a membrana eritrocitica e, assim, permitir uma interacao.

Durante o ciclo intraeritrocitico (figura 1), o parasito sintetiza e secreta grande
quantidade de proteinas e outras moléculas, seja para o citoplasma, seja para participar da
neo-modelagem do eritrécito infectado. (BANNISTER et al., 2004; de KONING-WARD et
al., 2009; COWMAN et al., 2012).

Ressalte-se que o eritrocito infectado ndo é uma associacdo passiva entre o eritrocito
original estabilizado e o parasito que evolui independentemente. Ocorre uma remodelagem do
eritrocito com a elaboracdo de novas estruturas associadas as estruturas anteriores do

eritrocito ou neomodeladas em beneficio agora do desenvolvimento, a multiplicacéo,

10s parasitos: conforme Bases de Parasitologia Médica - Rey, 4% edicdo, Ano 2011.
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diferenciacdo e maturacdo do parasito que, ao fim do ciclo, é liberado novamente em seu
estagio merozoito, mas multiplicado 8 a 32 vezes.

Apbs algumas geracBes de desenvolvimento de merozoitos sanguineos, alguns
parasitos se diferenciam em gametdcitos masculinos e femininos que ao serem ingeridos por

mosquitos do género Anopheles (hospedeiro invertebrado), daréo continuidade ao ciclo do

parasito.
Trofozoitos
Jovens
3 Gametocito
Invasao .
¢ feminino
; . x\
e
5%,
-
"
3 Gametocnto
Merozoitos Trofozoitos masculino
maduros
S5um

Esquizontes

Figura 1: A infeccdo dos eritrdcitos e o ciclo asexual sanguineo do
P. falciparum, (BANNISTER & SHERMAN, 2009, adaptado).

1.2. Etapas durante a invasdo dos eritrocitos pelo Plasmodium pelos parasitos da
maléria.

Primeiramente, o reconhecimento e a invasdo do eritrécito pelos merozoitos,
originarios da esquizogonia hepatica ou de uma precedente esquizogonia eritrocitica e, em
seguida, todas as etapas do desenvolvimento, multiplicacdo assexuada e maturacdo da forma
intracelular do parasito (figura 2).

Na sequéncia 0s merozoitos invadem os eritrocitos, pelos quais possuem atracdo, por
meio de um mecanismo que consiste em numerosos fendmenos complexos, 0s quais
envolvem as organelas e interagdes. Os fendmenos incluem as seguintes etapas:

(1) reconhecimento e adesao reversivel do merozoito a membrana do eritrdcito;
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(1) reorientacdo apical do merozoito em direcdo a membrana da célula hospedeira,
para que os seus ligantes possam interagir;

(11) formacéo de uma jungdo irreversivel no ponto de contato entre a regido apical do
parasito e a membrana celular do eritrocito;

(IV) movimento de juncdo ao redor do merozoito com simultdnea invaginacdo da
membrana do eritrdcito, até que o parasito se encontre dentro da célula hospedeira e seja
circundado pelo vacuolo parasit6foro onde inicia-se um desenvolvimento em seu interior e a
internalizacdo do parasito. Observa-se, assim, a necessaria expressao de funcBes do parasito.
(COWMAN et al., 2012; COWMAN & CRABB, 2006).

As sucessivas observacOes realizadas pelos pesquisadores interessados no ciclo
assexuado eritrocitico indicam que os fendmenos acima resumidos ocorrem nos cinco
parasitos humanos Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi
conhecidos e nos plasmédios de primatas (COX-SINGH et al., 2010, 2008).

Egress Attachment Reorientation Invasion Post-Invasion
o Vo | 5 |
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g8 Gc. 0 : :
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o0 ; ;
O wn
g Y Redl.lre Irrevewment Vacuolelf8fation
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=

Reversiblgiaitachment Actin-my@8in motility

Figura 2: Modelo esquematico das etapas durante a invasao dos merozoitos de
P. falciparum, em eritrocitos (COWMAN et al., 2012).

Durante as fases descritas ha necessidade de superacdo de diversas etapas para a
invasdo dos merozoitos e se iniciam antes do rompimento da célula hospedeira (hepatocitos
ou eritrdcitos), acarretando um processo de "priming" envolvendo proteinas para um novo
ciclo. Uma protease essencial Subtilisin-like, denominada PfSUBL, é liberada nas organelas
apicais denominadas exonemes, no espaco do vacuolo parasitéforo. A PfSUB1 é responsavel
pela protedlise das proteinas SERA entre outras proteinas envolvidas (COWMAN et al.,
2012).



27

Uma vez que o merozoito é liberado do eritrdcito infectado, é exposto a niveis baixos
de potéssio, desencadeando a liberacdo de célcio que ativa a secre¢do de adesinas e invasinas
dos micronemas sobre a superficie do parasito (SRINIVASAN et al., 2011).

Quando as proteases dos merozoitos ativados encontram um eritrocito de baixa
afinidade, as interacGes ocorrem com a membrana do eritrdcito, hipotéticamente regulada por
classes de proteinas de superficie do merozoito (HODDER et al., 2012). Entre os provaveis
candidatos estdo MSP DBL1 e -2 e a familia de proteinas 6-Cys (SAKAMOTO et al., 2012).

Porém, ainda ndo se comprovou, se estes processos sao parasitos especificos ou se as
mudancas de sinais dos merozoitos e o citoesqueleto dos eritrécitos sdo facilitadores de uma
resposta para a interacdo. As analises de diferentes estudos realizados permitiram verificar
que as organelas da maquinaria possuem homologia estrutural na maioria dos membros do
filo Apicomplexa, sugerindo que eles partilham biologia funcional semelhante (ZUCCALA &
BAUM, 2011).

A natureza biologica e o papel de sinais intra e extracelulares, e 0s eventos
moleculares na modulacdo do ciclo de vida e de invasdo do Plasmodium sdo ainda pouco
compreendidos, entretanto, € amplamente aceito que essas etapas, como nas células
eucaridticas em geral, sdo controlados por vias de sinalizacdo celular. E, portanto, razoavel a
ideia de que cascatas de sinalizacdo celular sejam importantes para o desenvolvimento do
parasito (SRINIVASAN et al., 2011).

Com os conhecimentos adquiridos sobre o ciclo eritrocitico assexuado foram
desenvolvidos em estudos com o cultivo de P. falciparum (TRAGER & JENSEN, 1976), em
eritrocitos humanos os quais permitiram avancar na identificacdo de sinais moleculares de
interacdo entre 0 parasito (merozoito) e o eritrocito.

Acumulando uma quantidade e variedade de material para garantir os estudos
gendbmicos que possibilitaram a publicacdo da sequéncia completa do genoma da linhagem
3D7 de P. falciparum; cujo resultado foram obtidos a partir de um esforco internacional,
lancado em 1996 e finalizada em 2002 (GARDNER et al., 2002).

A andlise destes procedimentos, e, o posterior conhecimento adquirido possibilitou a
descricdo das bases moleculares de diversidade antigénica de isolados de parasitos, a
identificacdo de genes e seus produtos relacionados com neomodelagem do eritrdcito

infectado, a fisiopatologia da infeccdo, a variacdo antigénica, o estudo da resisténcia as
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drogas, a viruléncia da infecgéo e outros aspectos da relacdo parasito hospedeiro (RIGLAR et
al., 2011; BAUM et al., 2006).

1.3. Elementos estruturais da anatomia funcional no ciclo esquizogbnico assexuado de P.

falciparum durante o estagio extracelular.

Neste item destacaremos 0s principais elementos estruturais dos merozoitos, que

desempenham fungdes relacionadas diretamente com as interagdes parasito hospedeiro:

a) Roptrias: sdo vesiculas duplas ligadas a membrana apical dos merozoitos, no
formato de uma péra. A microscopia eletrdnica comprovou que as roptrias sdo compostas de
um bulbo basal arredondado e um ducto que o liga a abertura na proeminéncia apical. As
roptrias medem cerca de 550nm de comprimento (RODRIGUES et al., 2008).

b) Micronemas: séo estruturas menores do que as roptrias que apresentam variagdes
na sua forma e numero nas diferentes espécies de Plasmodium. Sdo sacos fusiformes com
cerca de 120nm de comprimento no caso de P. falciparum, ligados numa extremidade com a
regido apical do merozoito. Os micronemas estdo ligados por uma membrana citoplasmatica
tipica e possuem um interior granular fino que desaparece durante a invasdo do merozoito. E
provavelmente que, nesse processo, ocorra a liberacdo de seu conteudo e/ou uma fusdo de
membranas dentro do ducto das rdéptrias. Evidéncia estrutural sugere que 0s micronemas Sao

formados por brotamento a partir do complexo de Golgi. (RODRIGUES et al., 2008).

¢) Granulos densos: sdo vesiculas membranosas na forma de esfera, com cerca de
100 - 150nm de diametro, descrito em P. Knowlesi com aparéncia semelhante aos de P.
falciparum, situados entre as roptrias e o nucleo do merozoito. Os granulos densos podem se
mover em direcdo a superficie apical da membrana dos merozoitos durante a invasdo e
produzem uma abertura na membrana plasmatica do parasito, lan¢ando seu contetdo proteico
no vacuolo parasitéforo (RODRIGUES et al., 2008).

Pode-se destacar que os micronemas e seus produtos moleculares sdo aparentemente
utilizados no reconhecimento e ligacdo ao eritrocito no processo de invasdo, bem como,

eventualmente, na mobilidade do merozoito.
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As réptrias e os granulos densos parecem estar envolvidos na formagdo do vactolo
parasitoforo, em um possivel compartimento (RODRIGUES et al.,, 2008; ZUCCALA &
BAUM, 2011). Algumas das proteinas sdo descritas conforme seu compartimento na tabela 1.

Tabela 1: Localizagdo das principais proteinas antes/durante invasao

Via GPI (glicosil-fosfatidil-inositol)

Nome Acesso Possivel funcéo

MSP-1 PF3D7_09030300 ND

MSP-2 PF3D7_0206800 Altamente  polimorfico  provavelmente
papel estrutural como revestimento de
superficie.

MSP-4 PF3D7_0206900-1 ND

MSP-5 PF3D7_0207000 ND

MSP-10 PF3D7_0620400 ND

Pf12 PF3D7_0612700 Proteina adesiva

Pf 38 PF3D7_0508000 Proteina adesiva

Pf 92 PF3D7_1364100 ND

PROTEINAS DE SUPERFICIE PERIFERICAS

Nome

ACesso

Possivel funcéo

MSP-9 (ABRA)
Pf113
S-Antigen
GLURP

MSP-3

MSP-6

H101 (MSP-11)
H103

MSP-7/like
(MSRP2)

MSP-7 DBL-1/2

SERA 3-6

PF3D7_1228600
PF3D7_1420700
PF3D7_1035200
PF3D7_1035300
PF3D7_1035400
PF3D_1035500

PF3D7_1035600
PF3D7_1035900

PF3D7_1335100/ _1334800

PF3D7_1036300/_1035700

PF3D7_0207800/_0207700/_

Putativa protease

ND

ND; potencial papel imunomodulador
ND

ND

ND

ND

ND

ND

Liga-se ao receptor desconhecido em
eritrocitos

Dominio de protease de cisteina com serina
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Pf41
ROM 1

ROM 4

0207600/_0207500

PF3D7_0404900
PF3D7_1114100

PF3D7_0506900

sitio ativo
Possivel proteina adesiva

Protease romboide, papel provavel apds a
invasdo com proteinas na formacéo de PV

Protease romboide, se une AMAL,
MTRAP, EBL, e PfRh proteinas
transmembranarias que atuam durante a
invasdo.

PROTEINAS DO MICRONEMA

Nome

Acesso

Possivel funcéo

AMA-1

EBA-175

EBA-
181/JESEBL

EBA-
140/BAEBL

EBL-1

PTRAM
PfRipr
MTRAP
PTRAM
SPATR
GAMA
SUB 2

PF3D7_1133400
PF3D7_0731500

PF3D7_0102500

PF3D7_1301600

PF3D7_1371600

PF3D7_1218000
PF3D7_0323400
PF3D7_1028700
PF3D7_1218000
PF3D7_0405900
PF3D7_0828800
PF3D7_1136900

Ligante do complexo RON; sinalizagéo.

Liga-se a glicoforina A provavel, papel de
sinalizacdo para invasao.

Liga-se ao receptor desconhecido em
eritrocitos.

Liga-se a glicoforina C em eritrdcitos.

Liga-se a glicoforina B, nado-funcionais
devido a mutacBes causando proteina
truncada

ND

Liga-se a PfRh5

Putativa proteina motora associada

Putativa proteina motora associada

ND estagio sanguineo

Liga-se aos eritrdcitos; tem GPI ancora

Protease que processa MSP-1, MSP-6,
MSP-7, AMA1l, PTRAMP e outras
proteinas do merozoito (primer) para a
invasao.

SUB-1

PF3D7_0507500

Protease que processa MSP-1, MSP-6,
MSP-7, AMAL, RAP1, MSRP2 e SERAS
a0 merozoitos para a invasao.
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MSP, Merozoite Surface Proteins 3,6,9,11, GLURP, Glutamate-Rich Protein, SERA,
Serine Repeat Antigen, DBL, Duffy Binding-Like - MSPDBL-1 e -2, MSP, Merozoite
Surface Proteins 1,2,4,5,10; Pf, Plasmodium falciparum 12,38,92, (ROM), Rhomboid
Protease, (PV), vacluolo parasitoforo, (AMA-1), Antigeno Apical de Membrana 1;
(MTRAP) merozoito, (EBL), (Erythrocyte Binding Like), Thrombospondin-Related
Anonymous Protein (TRAP), (PTRAMP), Plasmodium Thrombospondin-Related Apical
Merozoite Protein, AMA-1, Antigeno Apical de Membrana 1, EBL, (Erythrocyte
Binding Like); Thrombospondin-Related Anonymous Protein (TRAP); PfRipr P.
falciparum Rh5 interacting Protein, (MTRAP) merozoito, PTRAMP, Plasmodium
Thrombospondin-Related Apical Merozoite Protein, SPATR, Secreted Protein with an
Altered Thrombospondin Repeat, SUB-1, Subtilisin-like protease, ND, ndo determinada,
(revisado em COWMAN et al., 2012 adaptada).

1.4. Estrutura Maurer’s clefts

Maurer’s clefts (figura 3) sdo estruturas membranosas utilizadas pelo parasito para
exportacdo de proteinas. Evidéncias recentes indicam que estas estruturas de origem do
parasito foram descobertas por Georg Maurer em 1902, desempenhando um papel
fundamental a exportacdo de proteinas ao citosol e para superficie de eritrocito infectado
(MAIER et al., 2009; PRZYBORSKI, 2008).

Um estudo recente (CYRKLAFF et al., 2011) mostrou a conectividade da actina com
0s Maurer’s clefts que séo estruturas altamente moveis nos parasitos no estagio de anéis e
com transicdo para trofozoitos. A posicdo da fenda torna-se fixa e com menor rearranjo de
remodelacdo do eritrocito predominantemente por P. falciparum e movendo-se para sediar a

periferia da célula antes da formacéo do merozoito.

Acredita-se que as Maurer’s clefts podem se originar a partir da membrana do vacutolo
parasitéforo e, em seguida, podem formar compartimentos independentes funcionalmente
ligados @ membrana do eritrocito. Estes compartimentos membranosos ndo sao fisicamente
ligados, ja que ndo ha continuidade entre as duas camadas em ambos 0s compartimentos, mas
estdo ligadas por vesiculas. (GRURING et al, 2011; HANSSEN et al, 2008b; TILLEY &
HANSSEN, 2008).

Figura 3: Desenvolvimento do P. falciparum em eritrocitos (MAIER et al., 2009, adaptado).
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1.5. Principais proteinas dos merozoitos relacionadas com a interagdo e invasdo dos

eritrécitos.

Varios estudos identificaram proteinas dos merozoitos implicadas no complexo evento
de invaséo de eritrdcitos, algumas situadas na superficie do merozoito (figura 4A-B) enquanto
outras foram localizadas nas réptrias em particular, micronemas, granulos densos tendo

participacdo no remodelamento do eritrdcito infectado.

MSP1-10, H101-103 B
P11238.41.92113
S-antigen, ABRA
GLURP, MSPDBL1.2
SERA3 4,56, MSRP2,
ROM1.4

“ee sSuBt

> RESA
> »  Exp2, Hsp101, PTEX150

AMA1 (SUB2)
MTRAP, PTRAMP, SPATR
EBA175,140,181, EBLY
Ripe

RAP1-3, RAMA
RhopH1-3

RON2S, ASP Tight junction fusion
Activated Nascenl parasitophorous

actomyosin motor vacuole

PR, 22.20,4.5

Figura 4: (A) Esquema tridimensional do merozoito e organelas. (B) Merozoito de P.
falciparum em processo de invasdo (COWMAN et al., 2012).

Algumas das proteinas que regulam invasdo dos merozoitos podem ser dividas em

duas classes:

a) - adesinas que funcionam como ligantes diretamente a receptores especificos no

eritrécito;

b) - invasinas, com funcdo no processo invasivo, mas nao necessariamente ligam

diretamente aos receptores na célula hospedeira.

As adesinas estdo localizadas em ambos 0os micronemas e roptrias, e sdo, em geral,
especifico do Plasmodium (THAM et al., 2012; COWMAN & CRABB, 2006).

As principais adesinas identificadas sdo: as (eritrocitos binding like) - EBL e as RBL
(reticulocyte binding-like) homologas (PfRh 1,2a,2b,4,5): localizadas nas micronemas e neck
rhoptries, respectivamente (DURAISINGH et al., 2003, RAYNER et al., 2000, SIM et al.,

1990). Diferentes membros das adesinas ligam-se a receptores especificos, com EBA-175,
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EBL-1, e EBA-140 (descrita como BAEBL) ligando-se as glicoforinas A, B, e C,
respectivamente (MAYER et al., 2009; LOBO et al., 2003; SIM et al., 1994).

Essas proteinas foram agrupadas e denominadas de DBL-EBL e incluem em P.
falciparum a familia de genes que codificam produtos EBL tais como: EBA-175, EBA-140,
EBA-181, EBA-165 e é provavel durante a invasdo que elas funcionam de uma maneira
analoga, a MAEBL localizada nas roptrias e micronemas. (COWMAN & CRABB, 2006).

Na etapa durante a invaséo, desde o reconhecimento e adesao reversivel do merozoito
a membrana do eritrocito, foram percebidas mudancgas ocorrem na superficie do merozoito,
quando se da o envolvimento de varias moléculas entre as das familias de proteinas descritas
na (tabela 1) como Merozoite Surface Proteins (MSP). Desse modo, a partir da primeira delas
descrita como a MSP (Major Surface Antigen), (HOLDER,1988; HOLDER & FREEMAN,
1982).

A primeira a ser identificada como MSP-1 é descrita como muito abundante e é,
funcionalmente, uma proteina conservada. Além disso, esta associada com a membrana do
parasito ancorada via GPIl (glicosil-fosfatidil-inositol). A MSP-1, apesar de muito bem
caracterizada como proteina de membrana, sintetizada como um precursor de elevada massa
molecular (180 a 230kDa) no estagio esquizogdnico, e, durante o processo de invasdo do
eritrocito, sofre um processamento gerando fragmentos menores de 19kDa e 42kDa, dos quais
apenas o0 de 19kDa permanecem na superficie do parasito que penetra no eritrocito.
(COWMAN et al., 2012, RODRIGUES et al., 2008; COWMAN & CRABB, 2006).

As localizacdes subcelulares de cada proteina e os seus subcompartimentos dentro das
organelas secretoras como das roptrias (em particular) provavelmente desempenham um papel
coordenado (RICHARD et al., 2010).

Isso pelo fato de ocorrer uma segregacao de proteinas o0 que permite a cada uma ser
armazenada e liberada, num periodo exato de tempo, que possa gerar complexos funcionais de
invasdo e expor ao sistema imune (CHEN et al, 2011; BESTEIRO et al., 2009;
ALEXANDER et al., 2006).
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1.5.1. Proteinas das Roptrias

Outras familias de proteinas associadas as roptrias desempenham um papel essencial
em Plasmodium durante a invasdo dos merozoitos na célula hospedeira. Entre a familia
destacam-se: as principais proteinas associadas as roptrias: PfRBP-H1, PfRBP-2Ha, PfRBP-
2Hb; RAP-1, RAP-2, RAP-3 e a familia das RhopH. Algumas destas proteinas podem se
perder durante a ruptura do esquizonte ao liberar os merozoitos, outras podem ser transferidas
para a membrana do eritrocito durante a invasdo (RODRIGUEZ et al., 2008).

1.5.2. As Proteinas RAP-1, RAP-2, RAP-3

As proteinas localizadas na extremidade apical do merozoitos estdo envolvidas na
invasdo dos eritrocitos, podem formar complexos ndo covalentemente ligados. RAP-1 e RAP-
2 contendo um peptideo sinal N-terminal, indicando encaminhamento para organelas a partir
do reticulo endoplasmatico. RAP-1 podendo estar envolvida num mecanismo de invaséo
alternativo (RODRIGUES et al., 2008).

1.5.3. Neck Rhoptry Protein (RON 2-5)

Proteina localizada no ducto do merozoito que participa da fase de contato e
estabelecimento da juncdo estavel que precede a invasdo deste. As proteinas RON sdo
encontradas em todos os membros da ordem Apicomplexa e evolutivamente deram origem as
outras familias da roptrias (ZUCCALA & BAUM et al., 2011).

1.5.4. Proteinas do complexo RhopH

Ap0s contato do merozoito com a superficie do eritrocito, ocorre todo um processo de
sinalizacdo em cascata pelo qual o parasito descarrega seus produtos para estabelecer uma
juncdo com as moléculas da superficie do eritrocito. Na sequéncia, ocorre a secrecdo das
moléculas localizadas nas organelas que desempenham um papel chave durante o processo de
invasdo, sendo um destes componentes o complexo de proteinas denominadas de RhopH
(tabela 2), (KATS et al., 2006; RUNGRUANG et al., 2005; SAM-YELLOWE et al., 1991).

No complexo de proteinas envolvidas nas réptrias, descritas em P. falciparum foram
definidos dois complexos RhopH: o de elevado peso molecular composto de RhopH1(155
kDa), RhopH2 (140 kDa) e RhopH3 (110 kDa) e outro de baixo peso molecular, complexo
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composto de protein associated rhoptry - RAP1 (PF 14-0102), RAP2 (PFE0080c) e RAP3
(PFO075c) (KANEKO et al, 2007; HIENNE et al, 1998; COOPER et al, 1988;
LUSTIGMAN et al., 1988; HOWARD et al., 1984).

Os genes descritos no complexo de elevado peso molecular, foram identificados em P.
falciparum e homologos em parasitos da malaria de roedores P. yoelii, designados atualmente
‘RhopH1/CLAG’ (proteinas) e ‘rhophl/clag’ (gene), (Cytoadherence-Linked Asexual Gene
(RhopH1/CLAG), que seré discutido no item 8. (KANEKO et al., 2007).

Na RhopH 1/CLAG foram relatados trés membros rhopl/clag denominados: clag2
(PFB0935w), clag3.1 (PFC0120w) e clag9 (PlasmoDB IDPFI1730w/NCBI G1:167963009).
No entanto, pode envolver nesse evento a participacdo de outros componentes do complexo
clag3.2 (PFC0110w), clag8 (MAL7P1.229), que foi designado clagbl (de clagBlob, clagb,
clag7) conforme dados do projeto genoma de P. falciparum (ALEXANDRE et al., 2011;
IRIKO et al., 2008; KANEKO et al., 2007; LING et al., 2004).

Tabela 2: Proteinas Neck Rhoptry

Nome Acesso Putativa funcéo

PfRh 1 PF3D7_042300 Liga-se as células vermelhas através de receptor Y
PfRh 2a PF3D7_1335400  Liga-se as células vermelhas através de receptor Z
PfRh 2b PF3D7_1335300  Liga-se as células vermelhas através de receptor Z

PfRh 4 PF3D7_0424200  Liga-se as células vermelhas através de receptor do
complemento 1

PfRh 5 PF3D7_0424100  Liga-se aos eritrocitos atraves Basigina

RON 2 PF3D7_1452000 Inserida na membrana dos eritrocitos na invasao,
formas complexas em juncdo com proteinas RON e
AMA-1.

RON 3 PF3D7_125100 Provavelmente forma um complexo, juncdo com

outras proteinas RON e AMA-1.

RON 4 PF3D7_1116000 Injetada em eritrocitos, liga-se RON2 e forma um
complexo em juncdo, com proteinas RON e AMA-1

RON 5 PF3D7_0817700  Formas complexas de jun¢do com proteinas RON e
AMA-1.
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PfRh, (Reticulocyte Binding-Like) homoélogas (1,2a,2b,4,5); RON, (rhoptry Neck), ASP,
Apical Sushi Protein, (revisado em COWMAN et al., 2012 adaptada).

1.6. Anatomia funcional do eritrdcito parasitado P. falciparum

A principal alteracdo foi inicialmente descrita como a formacéo de estruturas eletro
densa (figura 5), e ocorre na membrana do eritrocito apds a invasdo do merozoito se

desenvolver rapidamente em algumas horas, culminando com a formagéo dos knobs.

Os knobs sdo complexos moleculares formados por associagdes de proteinas originais
do citoesqueleto do eritrdcito e proteinas neo-sintetizadas pelo parasito no processo de
remodelagem, a saber, as KAHRP (Plasmodium falciparum Knob-Associated Histine-Rich
Protein) e as PIEMP2 e PfEMP3 (Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Proteins 2
e 3), (WELLEMS & FAIRHURST, 2012).

Ao complexo molecular dos Knobs associa-se outra proteina de origem parasitaria, a
PfEMPL1. De estrutura transmembranaria é a principal responsavel no grupo de familias
multigénicas ao mesmo tempo pela variacdo antigénica e pela citoaderéncia do P. falciparum
(KIRKMAN & DEITSCH, 2012).

Figura 5: Citoaderéncia do eritrocito parasitado adaptado (WELLEMS &
FAIRHURST, 2012).
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1.6.1. Citoaderéncia

Durante a fase de desenvolvimento do parasito dentro dos eritrocitos, metabolicamente
ativo, torna-se capaz de aderir as células endoteliais que revestem os vasos sanguineos. O
parasito faz varias alteracGes dentro da célula hospedeira. O processo de adesdo sequestra 0s
eritrécitos infectados prevenindo a sua eliminagdo no bago. Esta interacdo ocorre durante 0s
estagios de trofozoitos maduros, esquizontes e gametdcitos do Plasmodium, e envolvendo o
bloqueio dos vasos sanguineos, a interacdo entre os eritrocitos parasitados e receptores das
células endoteliais, incluindo a resposta inflamatoria local (CHAKRAVORTY et al., 2008).

O termo citoaderéncia pode ser utilizado para designar, além de adesdo ao endotélio,
adesdo de eritrdcitos parasitados a outros eritrocitos infectados (autoaglutinagdo) e até mesmo
a aderéncia a outro eritrocito ndo infectado (figura 5), via receptores presentes na superficie
do eritrécito, como exemplo, os fatores sanguineos e o receptor de complemento CR1
(rosetting). O fenotipo denominado de rosetting tem sido associado a malaria grave
(WELLEMS & FAIRHURST, 2012; ROWE et al., 2000). As celulas endoteliais expressam
uma grande variedade de receptores adesivos que podem ser reconhecidos por ligantes na

interacdo parasito - endotélio. (tabela 3)

Estudos recentes relatam um fendmeno de citoaderéncia equivalente em P. vivax,
apesar de ocorrer em menor quantidade (COSTA et al., 2011;CARVALHO et al., 2010).

A citoaderéncia € mediada por vérias proteinas do parasito entre as quais se destacam
as proteinas PfEMP-1, codificadas nos genes var. Estas proteinas foram observadas no inicio
da década dos anos 80 do século passado (LEECH et al., 1984), descrita como proteinas de
elevado peso molecular de P. falciparum, considerada a maior responsavel pelo sequestro de
eritrocito infectado em capilares sanguineos e 6rgdos do hospedeiro vertebrado (BARUCH et
al., 2002).

1.7. Genes var e seus produtos PfEMP-1

Os genes var inicialmente descrito por trés grupos de pesquisa independentes,
possuem 2 exons, o0 primeiro exon codifica um grande dominio extracelular e uma pequena
regido transmembrana e o segundo exon codifica a regido C terminal, uma regido intracelular

relativamente conservada denominada acidic terminal segment (ATS). O ectodominio
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contém o segmento terminal acompanhado de outros elementos como dominio Duffy Binding-
Like domais (DBL), Cysteine-Rich Inter Domain (CIDRS) e C2 (AUTINO et al., 2012;
BARUCH et al., 1996; SMITH et al., 1995; SU et al., 1995).

Tabela 3: Alguns estudos com moléculas de adesao envolvidas na citoaderéncia.

Moléculas de adesdo do Alvo Celular Ligantes do Estudos
hospedeiro Parasito
TSP Endotélio Band 3 1)
modificado
PFEMP1 )
CD36 Endotélio, céls. CIDRa (3)
dentriticas ENP
ICAM-1/CD54 Endotélio DBLBC2 (4)
(5)
VCAM-1/CD106, ayp Endotélio ND (6)
(7)
CSA Endotélio placenta DBLy (8)
9)
P/E-Selectina (CD62 E) ND PfEMP1 (10)
PECAM- 1(CD31), NCAM ND CIDRo/DBLS (11)
1gG ndo imune Placenta - (12)
CR1, HS-like GAG, Grupo Eritrocito ndo DBLa (13)
sanguineo Ag A parasitado
gC1gR /IgM Eritrocito ndo
parasitado ND (14)

Abreviagdes: TSP = Trombospondina, ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1,
VCAM-1 = Vascular Cell Adhesion Molecule, CSA = Sulfato de Condroitina A, CD36 =
Cluster Diferentiation, PECAM-1 = platelet/EC adhesion molecule, NCAM = Neural Cell
Adhesion Molecule, gC1gR = globular C1q receptor.

Estudos: (1) ROBERTS et al., 1985, (2) EDA et al.,1999, (3) URBAN et al., 2001, (4)
BARUCH et al.,1996, (5) BERENDT et al.,1989, (6) OCKENHOUSE et al.,1992, (7) SIANO et
al.,1998, (8) GOEL et al., 2010, (9) REEDER et al.,1999, (10) SENCZUK et al., 2001, (11)
CHEN et al., 2000, (12) FLICK et al., 2001, (13) CHEN et al.,1998, (14) CRAIG et al., 2012.
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No genoma de P. falciparum com aproximadamente 60 genes var estdo distribuidos ao
longo dos 14 cromossomos que compde (22.8 Mb) no isolado 3D7 e em outras cepas, sendo
possivel encontrar genes var em regifes subteloméricas ou centrais e que podem variar de
tamanho de 0.7 a 3.4Mb. No segmento N-terminal possuem um motivo conservado
PEXEL/VTSn (MARTI et al., 2004; HILLER et al., 2004), que indica que esta proteina sera

exportada para a membrana.

As proteinas PfEMP-1 tém uma organiza¢do modular, consistindo em varios nimeros
e combinagdes de dominios DBL com diferentes tipos (a,P,y,£,0,x) e CIDR também de
diferentes classes (a,pB,y), (figura 6). A constituicdo dessas proteinas é muito variavel, tanto
em termos de numero total de dominios que a compdem, quanto a sua organizacao estrutural,
embora seus promotores sejam bastante conservados (KRAEMER & SMITH, 2003; CRAIG
& SHERF 2001; FREITAS-JUNIOR et al., 2000). Ha a percepc¢éo que alguns genes var mais
conservados codificam proteinas PfEMP-1 associadas com evolugdes para malaria grave, seja
gestacional ou cerebral (CLAESSENS et al., 2012; LAVSTSEN et al., 2012).

var gene Upstream
name sequence -
HB3var3 A1 BB ciore + BT oo —[EEES«»—050 | ATs
™
ITvar7 A1 BB cioRai4 | DBLAI — DBLES — DsLii0 —DBLME .+ ATS
DC13
-
3D7 PFD0020c A1 EBEIIS] cioRa1i BB — osLe — DBLy11 —|BBES) .-l- ATS
DC8
™
ITvar19 B1 £ pBlaz CioRart JBEIIE- oo —EEIG»- 050 | 4TS
DC8

Figura 6: Esquema da estrutura da PFEMP1 (adaptada de CLAESSENS et al., 2012).

1.8. Familia Clag (Cytoadherence linked asexual gene)

Um gene candidato na década de noventa foi originalmente identificado em um
estudo de linhagens de parasitos contendo o cromossomo truncado, descrito como resultado
de delecbes subteloméricas do cromossomo (figura 7). Estudos envolvendo o mapeamento

dessas regifes das sequéncias, responsavel pela adesdo ao receptor CD36 e/ou um papel
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critico na gametogénese foram identificados (CHAIYAROQOJ et al., 1994; KEMP, 1992;
SHIRLEY et al., 1990).

A expressao de ambos os fendtipos foi mapeado em uma regido subtelomérica 0,3 Mb,
e 0 produto do gene associado a citoaderéncia foi localizado dentro de uma regiéo de 55 kb,
(DAY et al., 1993). Os pontos de interrup¢do das eliminacGes em varios isolados do parasito
in vitro independentes foram encontrados agrupados em torno de uma regido denominada de
breakpoint open reading frame, (bporf). A funcdo de bporf é desconhecida, mas a regido
distal do cromossomo nove parece conter um gene cujo produto € necessario para

citoaderéncia, e este ndo era um gene var (BARNES et al., 1994).

O mapeamento da regido deletada e a analise das sequencias revelou um gene
candidato, transcrito nos estagios sanguineos assexuados e possui aproximadamente 7kb,
supostamente nove exons e localiza-se no cromossomo 9, sendo transcrito em todos 0s
estagios dos parasitos, com a transcricdo maxima a cerca 42 horas apos a invaséo e traduzido
em uma proteina de 150-160 kDa (GARDINER et al., 2000; HOLT et al., 1998; BARNES et
al.,1994).

O gene desconhecido foi identificado clag9 (Cytoadherence linked asexual gene) e foi
sugerido que o produto do gene é essencial para a ligacdo de eritrocitos infectados com o
receptor CD36 (HOLT et al., 1999; TRENHOLME et al., 2000a).

Uma abordagem complementar aos estudos foi realizada utilizando a tecnologia da
transfeccdo e demonstrou uma ligacédo reduzida das células de melanoma C32 (expressando o
receptor CD36), um efeito que foi revertido ap6s a remocdo do plasmideo. Clag9 foi
inicialmente descrito como tendo um papel na citoaderéncia e recebeu 0 nome devido a uma
marca de cola australiana, (CRAIG, 2000).

Outros genes relacionados foram identificados apds o sequenciamento desta regido
durante o projeto de sequenciamento do P. falciparum (GARDNER et al., 2002). Foram
descritos cinco genes em cromossomos diferentes, dos quais foram respectivamente
identificados de acordo com sua localizacdo na familia multigénica como: clag2, clag3.1 e
clag3.2, clag8 e clag9 (HOLT et al., 2001, 1999).
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Tendo em vista a identificacdo do gene Pfclag9, foram propostos trés modelos
descritos (CRAIG & SCHEREF et al., 2001; CRAIG, 2000; TRENHOLME et al., 2000b).

()] O Clag9 que pode estar envolvido no fendbmeno de citoaderéncia ligando-se
diretamente ao receptor CD36;

(1) Relacionado indiretamente com funcéo acessoria;
(1) Com um papel importante no transporte de PFEMP1 até a membrana do eritrdcito;

Ressalte-se que através da predicdo da sua estrutura, foi observado que pode conter
quatro dominios transmembranas, com possivel exposicdo no lado externo do eritrocito
parasitado. A precisa localizacdo celular desta proteina ainda ndo foi determinada, sendo
assim ela pode estar implicada na citoaderéncia, Até hoje, existem poucas informacgdes

sobre as caracteristicas bioquimicas da proteina.

Durante o evento de citoaderéncia, dos quais participam os estagios dos parasitos de
trofozoitos e esquizontes que se manifestam entre 16 - 20 horas (trofozoitos maduros) apds a
invasdo, no entanto, estudos, demonstraram que o gene clag9 é transcrito durante o ciclo
assexuado, quando a proteina é também sintetizada. Ap0s a invasao dos eritrocitos, a proteina

parece ser transferida para a fase de anel. (LING et al., 2004).

Outros estudos, demonstraram que a proteina CLAGY, pode estar envolvido com
proteinas das réptrias de merozoitos, formando um complexo de proteinas que possuem
elevado peso molecular (RhopH) que contém trés proteinas que estdo associadas néo
covalentemente e foram denominadas RhopH 1, 2 e 3. Os genes que codificam RhopH 2 e 3
sdo genes de cdpia unica no cromossomo 9 (GARDINER et al., 2004; LING et al., 2004;
KANEKO et al., 2001).

A proteina, RhopH1 foi descrita como sendo codificado por um ou por ambos 0s
genes clag (3.1 e 3.2) localizados no cromossomo 3. Baseado nesta associacdo foi renomeado
a familia multigénica ‘clag’ para ‘rhophl/clag’ gene, 0 que sugere que outros genes da
familia Clag possam também estar envolvidos (KANEKO et al., 2007, 2005; COOPER et al.,
1988; LUSTIGMAN et al., 1988; HOWARD et al., 1984).
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Chromosome truncation
in mutant parasites

PFI1720w gig
PFI1725w

PRA1730w clag9
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Figura 7: Esquema do teldmero do cromossomo 9: B PFI1730w (Pfclag9), B (PFI1710w)
BPOREF regido truncada nos parasitos mutantes, outros genes em 0o PFI1705w, PFI1715w,
PFI1725w, PFI1745c, PFI1750c, PFI1765c¢c, PFI1770w, PFI1775w, PFI1780w, PFI1785w,
PFI1790w, PFI1795c, PFI1800w, O o PFI1735¢c rexl, PFI1740c rex 2, PFI1755c rex3,
PFI11760w rex4,0 (em laranja) PFI1805w rifin, PF11810w rifin, PFI1815c rifin, PFI11825w
rifin, @ (em azul) PFI1820w PfEMP1, PFI1830c PfEMP1, B (em verde) PFI1720w gig,
cluster de genes adjacentes alguns com fungbes desconhecidas (MATTEI, D., 2008,

adaptado).

Considerando um papel importante da familia dos genes clag nas etapas do ciclo
assexuada do P. falciparum, incluindo a invasao de eritrocitos e a remodelagem do eritrocito
infectado, a participacdo da proteina CLAG9 no desenvolvimento de imunidade a malaria
falciparum também foi investigada em Papua Nova Guiné e observou-se uma direta
correlacdo entre o titulo elevado de anticorpos contra peptideos sintéticos representando
epitopos lineares da proteina CLAG9 de P. falciparum e a presenca de imunidade em criancas
e adultos (TRENHOLME et al., 2005).

A proteina CLAGY, descrita com aproximadamente 1340 residuos de aminoéacidos e
sugere-se 155-160 kDa, contendo peptideo sinal (Signal P), sequéncia sinal (SS), residuos
conservados de cisteinas entre os residuos 18-19 e dominio transmembrana (TMD) entre as
regides 247 a 264 esta ainda em discussdo (P1ZON et al., 2010; BENDTSEN et al., 2004).
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1.8.1. CLAG3.1e CLAG3.2

Os estudos atuais sobre o papel funcional de PFCLAG3, demonstraram por meio de
experimentos genéticos, utilizando clones obtidos a partir do cruzamento entre as linhagens
HB3 x Dd2 de P. falciparum (WALLIKER et al., 1987), que revelaram a participagdo direta
ou indireta do produto do gene clag3 na formagdo do Plasmodial Surface Anion Channel
(PSAC), (figura 8) essencial a captacdo de aminoacidos e outros produtos nutritivo do plasma
pelo parasito, (NGUITRAGOOL et al., 2011).

Figura 8: Esquema de modelagem funcional
proposta do Plasmodial Surface Anion
Channel (PSAC), (NGUITRAGOOL et al.,
2011, adaptado).

O trafego da proteina PFCLAG3 apds a injecdo no citosol, por meio da membrana do
vacuolo parasitéforo até o destino final na membrana do eritrdcito infectado foi demonstrado.
Aparentemente, a proteina PFCLAG9 também é injetada no eritrocito, mas sua funcdo na

remodelacao da célula hospedeira é atualmente desconhecido.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral:

Estudar o envolvimento do clag9 (cytoadherence linked asexual gene) durante a remodelagéo
do eritrocito infectado com Plasmodium falciparum e sua participacdo no desenvolvimento da

imunidade em malaria.
2.2. Objetivos especificos:

a) Avaliagdo comparativa da expressdo do gene Pfclag9 em isolados naturais de parasitos P.
falciparum da regido endémica de Porto Velho em parasitos citoaderentes em diferentes
receptores endoteliais contidos na linhagens celulares CHOcp3s, CHOcsa, CHO cam-1.

b) Inferir funcdo como antigeno-alvo importante pela avaliacdo da conservagdo de sequéncias
do gene Pfclag9 em diferentes isolados naturais de P. falciparum e em linhagens desses,
selecionados para citoaderéncia a diferentes receptores endoteliais.

c) Avaliacdo da participacdo da proteina CLAGY e suas ortologas de Plasmodium vivax nas
caracteristicas das respostas imunolégicas humorais em pacientes com malaria em area

endémica de Porto Velho e suas relagdes com a imunidade clinica a malaria.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Area e populagdo do estudo

As amostras bioldgicas descritas neste estudo, bem como os isolados de P. falciparum
analisados, foram obtidas de individuos que residiam no municipio de Porto Velho, capital do
Estado de Rondonia (PVH), que esta localizada em uma 4rea de 34.096.429 Km? no meio da
Floresta Amazonica brasileira. O municipio estad situado na regido noroeste do Estado de
Rondonia, entre a latitude 8°47°01°” S e longitude de 63°55°56°> W, com altitude de 85m, em
relacdo ao nivel do mar, ao longo do Rio Madeira, o principal afluente da margem direita do

Rio Amazonas que atravessa 0 Municipio de uma ponta a outra.

O municipio esta dividido em nove regides operacionais para o controle de malaria de
acordo com a Secretaria Municipal de Saide (SEMUSA). Importante ressaltar que 80% da
populacdo residem na area urbana, correspondente a primeira regido um (figura 9). A
populacdo de Porto Velho, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica/IBGE coletados no ano de 2010, foi estimada em 428.527 habitantes, e apresenta
elevada taxa de crescimento populacional em funcdo da construcdo das Hidrelétricas do Rio

Madeira.
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Primeira

Segunda
Oitava

Terceira

Quarta Sexta Nona
Sétima
Legenda
Area de Influéncia
UHE Jirau
UHE Santo Antdnio
1:2.000.000

0 50.000 100.000 200.000
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Figura 9. Mapa do municipio de Porto Velho - Ronddnia com divisGes de areas de
influéncias das Usinas Hidrelétricas (UHE) Jirau e (UHE) Santo Antdnio, (SEMUSA,
2008), (PIERONI & COSTA, 2010).
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3.2. Amostras bioldgicas de pacientes

Foram coletados 10 ml de sangue por pungédo venosa de pacientes, com hematoscopia
positiva para maléaria, com os sintomas clinicos caracteristicos da patologia, atendidos no
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM. O material biol6gico foi fracionado e os

soros foram armazenados em tubos estéreis, e, posteriormente, criopreservados a -20°C.

Foram obtidas amostras de soros oriundos de cortes epidemiolégicos de estudos
realizados na populacéo ribeirinha por KATSURAGAWA et al. (2010, 2009) e TADA et al.
(2007). Os perfis das amostras cedidas constam de pacientes portadores sintomaticos e
assintomaticos que foram previamente selecionados, de quatro trechos das comunidades
ribeirinhas do Rio Madeira: Cachoeira de Santo Antdnio, Cachoeira de Teotonio; Vila
Amazonas e Cachoeira de Jirau, Abund e Santo Antbnio (Bairro Santo Antonio), no
municipio de Porto Velho, (figura 9).

Foram utilizados controles negativos, dos quais, sessenta e quatro (n=64) amostras
provenientes de banco de sangue. Trinta e duas amostras foram coletadas no banco de sangue
do interior de Sdo Paulo de pacientes que em tese, nunca sofreram exposicdo a qualquer
forma de propagacéo e contagio da malaria; bem como trinta e duas amostras foram coletadas
na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Ronddnia (FHEMERON), de

pacientes que relataram nunca ter sido infectado por Plasmodium.
3.2.1. Locais de Coleta:

a) - Comunidades Ribeirinhas: Amostras foram provenientes do trecho entre as cachoeiras
de Teotdnio (TE) margem direita (TE - MD 08°51°40,3”’S, S 64° 03°43,2°’W) ¢ esquerda (TE
ME 08° 51°10,0”’S, 64°03°51,7”°W); Jaci Parana, urbano e rural, (Trecho Jirau — Abund e
trecho Mutum Parand. As amostras destas areas foram selecionadas e agrupadas por
apresentarem padrdo semelhante, sendo amostras de P vivax e de P. falciparum de evoluc6es

assintomaticas.

b) - Comunidade Santo Antdnio: E uma comunidade ribeirinha do Rio Madeira, proxima a
area urbana da cidade, aproximadamente a sete quilémetros da regido central de Porto Velho,
localizando-se na margem direita da Cachoeira de Santo Antdnio (08°48°34,6’S 63°
56°34,3”’W). Desta comunidade foram selecionados pacientes doadores positivos para formas

assintomaticas de P. vivax e P. falciparum.
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c) - Vila Candelaria (Candelaria): se situa na area urbana da cidade de Porto Velho, a
margem direita do Rio Madeira (8°47°08’S, 63°55°04°°W), a aproximadamente trés
quilometros da area central da cidade em direcdo a cachoeira Santo Antdnio (sudoeste da
cidade). Desta localidade foram selecionadas amostras de pacientes com malaria

assintomatica por P. vivax e P. falciparum.

d) - Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM) - Foram coletadas amostras dos
pacientes atendidos com maléria patente causada por P. falciparum e P. vivax.

Todos os doadores de amostras aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e formulario individual. (Anexo | e Anexo I1).

3.2.2. Extracdo de DNA e Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

As amostras foram préviamente selecionadas e utilizadas para pesquisa de
Plasmodium sp., por hemoscopia através de gota espessa e esfregaco, duas laminas por
amostra. O concentrado de eritrocitos das amostras, de cada localidade, foi extraido utilizando
o Kit GE Healthcare, blood genomic Prep Mini Spin Kit (GE), de acordo com as

recomendagdes do fabricante e confirmadas utilizando Nested PCR.

As sequéncias dos oligonucleotideos especificos para género e espécie do Plasmodium
estdo descritos na tabela 4 e os fragmentos gerados na PCR foram visualizados em gel de
agarose 2% com brometo de etidio, conforme descrito (SNOUNOU, 1996). As reacGes foram

realizadas no equipamento Gene Amp PCR System 9700, Perkin Elmer.

Para fins de identificar e controlar contaminagdes de cultivos de P. falciparum por
Mycoplasma sp., foram conduzidos PCRs utilizando oligonucleotideos mencionados na tabela
4.
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Tabela 4: Iniciadores da regido do gene Pfclag9, do Plasmodium e Micoplasma sp.

Cadigo ID/pb Cddigo Sequéncias
PFI11730w mclag F 5’- catggtttgtccctttcgtt - 3°
UExon
(240pb) mclag R 5’°- ccattgcttcttcgtaag - 3’
Plasmo Rplus F 5’- cttgttgttgccttaaacttc - 3’
(Género) Rplus , ,
Rplus R 5’ - ttaaaattgttgcagttaaaaaacg - 3
1200pb
Fal 5’- ttaaactggtttgggaaaaaccaaaatatatt-3’
Rfal F
(espécie) Fal 5’acacaatgaactcaatcatgactaccegtc-3’
Rfal R
205pb
Viv Rviv F 5’- cgcttctagcttaaatccacataactgatac - 3’
(espécie) Viv Rviv R 5’- acttccaagccgaagcaaagaaagtcctta-3’
120pb
Myc sp Myc F 5’- ggcgaatgggtgagtaacaccg -3’
Myc
(300-400pb) Myc R 5°- cggataacgcttgcgacctat -3

Abreviacdes: ID = identificacdo, Pb = pares de base, , Plasmo = Plasmodium, (género), Fal =
falciparum, Viv = vivax, Myc = Mycoplasma sp

3.3. Ensaios in vitro
3.3.1. Isolados de P. falciparum e linhagens de células Chinese Hamster Ovary.

As cepas de P. falciparum utilizadas neste estudo foram: a 3D7 clone do isolado
NF54, doada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Sao Paulo (ICB-USP), via
MR4 (Dr. David Walliker), e a cepa Dd2 obtida em 1979 no sudeste asiatico partir da amostra
de um paciente, foi cedida do laboratoério do Prof. Dr. Mariano Gustavo Zalis, Universidade
Federal do Rio de Janeiro - (UFRJ).

3.3.2. Isolamento das amostras dos pacientes com P. falciparum

Foram cultivados in vitro seguindo o método descrito por (TRAGER & JENSEN,
1976). A suspensdo de eritrocitos parasitados foi colocada em cultura em meio RPMI-1640,
suplementado com 10% de plasma humano tipo O+ e 10% de bicarbonado de sddio

(NaHCO3).
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Os eritrdcitos (O+) foram lavados e adicionados a cultura obtendo-se um hematécrito
de 5%. As garrafas foram mantidas em estufa a 37°C com trocas diarias de meio e
manutencdo em ambiente de mistura gasosa composta por 5% de CO,, 5% de Oz e 90 % de
N2. A parasitemia foi monitorada rotineiramente mediante microscopia de esfregacos corados
com os componentes do Kit Pandtico Réapido (Laborclin).

Quando a parasitemia dos cultivos alcancava valores entre 5-8%, as culturas eram
diluidas ou amplificadas até os estdgios de trofozoitos maduros de interesse. O Plasma
humano (O+) utilizado na cultura dos parasitos foi gentilmente cedido pela (FHEMERON).
Cada lote de plasma foi previamente testado e inativado a 56°C durante 30 minutos. A fibrina,
presente no plasma foi precipitado por centrifugacdo (3.000x g durante 15 minutos a 4°C) O

plasma foi criopreservado em aliquotas a -20°C até 0 momento de uso.

3.4. Criopreservacao dos parasitos

Os eritrdcitos parasitados foram congelados no estdgio de trofozoitos jovens com
parasitemia acima de 5%, foram centrifugados 3500 rpm, 5 minutos em temperatura
ambiente, e o volume de eritrocitos sedimentados foi medido. Em seguida 1,66 volumes de
glicerolite estéril foram adicionados lentamente sobre delicada agitacdo usando-se um vortex.
A solucdo foi transferida para criotubos que foram criopreservados a - 80°C durante pelo 24h

e em seguida transferido para nitrogénio liquido, como descrito em (MOLL et al., 2008).

Para o descongelamento cada amostra dos parasitos foi retirada do nitrogénio (N>)
liguido e o descongelamento realizado em gelo gradativamente até o descongelamento. Os

eritrocitos infectados foram entdo transferidos para tubos de 15 ml.

Em seguida adicionado cloreto de sddio (NaCl) 12% (1/5 de volume do precipitado do
congelamento) foi adicionado lentamente sob agitacdo. Apos incubacdo durante 1 minuto em
temperatura ambiente, foram adicionados 10 volumes de NaCl 1,6%, novamente sobre
agitacdo leve e constante. Apoés, os eritrocitos foram centrifugados a 1500 rpm (800 Q)
durante 5 minutos em TA e lavadas duas vezes com meio RPMI-1640 (pH 7,2) incompleto.
Os parasitos foram cultivados sob as condi¢des rotineiras, com RPMI completo RPMI-1640,

pH 7,2 e 10% de plasma humano desfibrinado.
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3.5. Sincronizagéo da cultura

Para obtencdo dos estagios de trofozoitos jovens (anéis com até 4 horas apds a
reinvasdo) de P. falciparum, os parasitos em cultura foram sincronizados utilizando
tratamento com sorbitol (LAMBROS et al., 1979). As suspensdes de eritrocitos parasitados
com P. falciparum em cultivo as sincronico foram centrifugados (1500 rpm ou 800 g) durante
5 minutos e incubados em 5 - 10 volumes (do precipitado de eritrdcitos infectados) de sorbitol
5% durante 10 minutos. A solucdo foi agitada trés vezes neste periodo.

Na sequéncia foi realizada nova centrifugacdo e o D-sorbitol foi aspirado e o0s
eritrocitos parasitados foram lavados duas vezes com RPMI — 1640 incompletos, novamente
centrifugados. Em seguida os eritrocitos parasitados foram ressuspensos em meio completo e,
foram cultivados a 37°C sob condicdes rotineiras.

3.6. Enriquecimento dos trofozoitos

Para o enriquecimento em trofozoitos foi utilizado o método de sedimentagdo com
Plasmagel® (Fresenius Kabi). O cultivo contendo parasitos predominantemente no estagio
trofozoitos maduro (18-20h), foram centrifugados (1500 rpm ou 800 g), durante 5 minutos,
em tubos de 15 ml estéril e o sedimento foi ressuspendido em 2,4 volumes de Plasmagel® e
1,4 volumes de meio completo, (RPMI-1640, pH 7,2 e 10% de plasma humano). A mistura
foi incubada em posicdo vertical durante 1 hora a 37°C (LELIEVRE et al., 2005).

Os estagios de trofozoitos jovens e gametocitos se encontram junto com eritrocitos nao
infectados no sedimento, enquanto os estagios de trofozoitos maduros se encontram no
sobrenadante. Essas formas foram retiradas e transferidas para um novo tubo, lavadas com
meio RPMI incompleto duas vezes e em seguida colocadas em cultivo e/ou utilizados para 0s

experimentos de panning utilizando células CHO.
3.7. Cultivo de células de ovario de hamster

Neste estudo utilizamos para a realizacdo de ensaios de citoaderéncia linhagens de
células CHO expressando constitutivamente na sua superficie os receptores endoteliais
humanos CHO,cam-1, CHOvcam, CHOcpss, CHOcsa-k1, CHOE. selecting, Obtidos por transgénese
(tabela 5). Todas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr Artur Scherf, do Instituto

Pasteur, em Paris.
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As linhagens de células foram cultivadas em garrafas de cultura 75 mL, com meio
RPMI-1640 acrescidas de 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino a 37°C, em atmosfera de 5% de
CO.. As linhagens de células foram replaqueadas a cada trés dias, utilizando 0,1% de tripsina-
EDTA (Cultilab), descrito em (AUSUBEL et al., 1989).

Tabela 5: Perfil das linhagens de células transfectadas.

Linhagens Celulares Transfeccéo Fendtipo
CHO-K1 CSA
CHO\cam-1 + gene ICAM-1 ICAM-1
CHOcpss + gene CD36 CD36
CHOvcam + gene VCAM VCAM
CHOkg-selectina + E-Selectina E-SELECTINA
CHO-745

3.8. Citoaderéncia de linhagens dos isolados naturais de P. falciparum selecionados por

panning em receptores endoteliais expressos nas células Chinese Hamster Ovary.

Os eritrocitos parasitados com P. falciparum durante a infec¢do possuem a capacidade
de aderir a receptores endoteliais do hospedeiro. Para avaliar se a expressao do gene Pfclag9
estd associada direta ou indiretamente a adesdo do receptor CD36, como descrita
anteriormente ou a outros receptores endoteliais, linhagens de parasitos com propriedades
especificas de adesdo a cada um dos receptores acima enumerados foram selecionados pela
técnica do panning.

Para o experimento de citoaderéncia, suspensdes de trofozoitos maduros e esquizontes
foram enriquecidos pelo método de Plasmagel® e os eritrocitos infectados com parasitos
foram ressuspendidos em meio de cultura especial denominado de meio binding (RPMI-1640
pH 6,8 (sem NaHCO3) e 10% de plasma humano (O+).

As células da linhagem CHO expressando cada receptor de interesse foram repicadas
(replaqueadas) trés dias antes do experimento e utilizamos nas placas em condigdes de

confluéncia entre 90-100%.
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As células CHO foram lavadas trés vezes com meio RPMI-1640 incompleto (pH 6,8)
e duas vezes com meio binding. Os eritrdcitos parasitados foram adicionados ao contato das
células CHO e as garrafas incubadas durante 1 hora a 37°C com agitacdo delicada a cada 15

minutos de intervalo.

Apos a incubagdo, os eritrécitos ndo aderidos foram aspirados e as células lavadas 3
vezes com RPMI-1640 incompleto (pH 6,8). Apos as lavagens, nenhum eritrdcito ndo aderido
foi observado.

Os parasitos aderidos foram retirados das células com meio RPMI-1640 completo
alcalino (pH 7,2) e novamente colocados em cultivo sob condigdes rotineiras. Para evitar
contaminacdo do cultivo de eritrécitos parasitados com células CHO, o cultivo foi transferido

um dia ap6s 0 panning para nova garrafa de cultura com 25 cm®.

Os parasitos apos selecdo foram recuperados, utilizando lavagens com meio RPMI
1640 (Invitrogen) completo (pH 7.2) e colocados em cultivo para as repeticdes do panning.

O procedimento de citoaderéncia foi repetido mais de cinco vezes e sempre antes de
cada experimento em que parasitos selecionados em estoque foram utilizados em condic6es

de 5 x 10° eritrécitos parasitados mantidos em garrafas de cultura de 25cm?.

Posteriormente os parasitos foram transferidos para placas de cultura com 24 pocos
com células CHO com os respectivos receptores de interesse cultivados em laminulas de vidro
13mm?, na concetracdo de 5x10* células/laminulas e os ensaios foram realizados em

triplicatas para posterior contagem.

As células CHO com os respectivos receptores de interesse CHOcpss, CHOcsa €
CHO,cam-1 foram analisados para controle da especificidade do receptor utilizando anticorpos
especificos. Neste ensaio utilizou-se o separador de células ativadas (FACScan), os dados

foram processados utilizando o software BD Cell Quest™.
3.9. Extracao de DNA e purificacdo dos produtos da PCR

Para analise da sequéncia do gene Pfclag9 dos parasitos, foram extraidos os DNAs de
cada amostra dos parasitos das linhagens originais utilizadas e de cada linhagem dos isolados
pOs-panning. Para isso, foram utilizados 300ul de sedimento de cada amostra, que foram

extraidos com o Kit GE Healthcare, blood genomic Prep Mini Spin Kit.
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Antes da clonagem, os produtos de amplificacdo analisadas em gel de TAE agarose
1,5% purificados.

As bandas de interesse foram cortadas de cada gel com laminas de bisturi estéril e
transferidas para tubos de micro centrifuga de 1,5 mL. A purificagdo foi realizada com o Kit
Wizard® PCR Preps DNA purification System (Promega) seguindo as recomendagdes do
fabricante.

Para testar o sucesso da purificacdo de fragmentos, foi feito um gel de agarose 1,5%
com 1,0 pl de cada produto recuperado.

3.10. Clonagem de fragmentos do gene Pfclag9

Cada fragmento purificado foi ligado em vetor pGEM Teasy® (Promega) e
transformado em células quimio-competentes da linhagem E. coli, TOP10 (DH10B). A
ligagdo foi realizada durante uma hora a temperatura ambiente e em seguida mantida a 4°C
durante a noite, para aumentar a eficiéncia das ligacdes. Foi utilizado 60ul das bactérias
competentes foram transformadas através de choque térmico durante 1 minuto a 42°C em

banho seco, com 3ul de cada ligacao.

Para selecdo dos transformantes, as celulas foram cultivadas em placas de Petri
contendo 20 mL de LB Agar, acrescido de 20 pl de ampicilina 50mg/mL, suplementadas com
20 pg/mL de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-s-D-galactoside) e 20 mg/mL de IPTG
(isopropyl p-D-thiogalactoside), e incubadas a 37°C por até 16 horas. As colnias resistentes
a ampicilina possuiam o plasmideo, mas apenas as colénias brancas apresentavam insertos,

interrompendo o gene de B-galactosidase do plasmideo.

No dia seguinte, foram selecionados aleatoriamente, trés col6nias de cada placa. Estas
colénias foram tocadas com palitos de madeira estéreis e transferidas para tubos de 15 mL
contendo 1,0 mL de meio LB caldo (triptona 1g, extrato de levedura 0,5g, quantidade
suficiente para o volume de 100 mL e 10 pl de ampicilina 100ug/mL) e foram incubados a

37°C, sob agitacdo durante a noite. No dia seguinte, os plasmideos foram purificados.
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3.11. Extracao de DNA plasmidial e sequenciamento

A purificacdo do vetor foi realizada seguindo o método de lise alcalina SDS
(SAMBROOK et al., 1989), ap6s o periodo de incubagdo, foram centrifugados a 1000g
durante 5 minutos, o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspendido em 300 pl
da solucdo de purificacdo I (50 mM glicose, 25 mM tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) e
transferido para um tubo de 1,5 mL, novamente adicionados 300 pl da solucdo Il (0,2N
NaOH, 1% SDS) e as amostras foram mantidas sob suave agitacdo e mantido a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Em seguida foi adicionado 300ul de solucéo 111 (3M de acetato
de potassio, 11,5% v/v de Acido acético glacial), agitado fortemente e mantido no gelo

durante 5 minutos.

Cada amostra foi centrifugada a 12000 g durante 5 minutos e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo de 1,5 ml. Ao sobrenadante foram adicionados 500 pl de
isopropanol PA, esta solugcdo foi misturada e deixada em repouso durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Novamente cada amostra foi centrifugada a 12000g durante 20
minutos, o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com 1 mL de etanol 70%,
novamente centrifugado e o etanol descartado, em seguida cada amostra foi deixada aberta a
temperatura ambiente para secar e apds ressuspendida em 50 ul de dgua contendo RNAse A

10pg/mL e incubadas durante 30 minutos a 37°C.

A confirmacdo do isolamento do plasmideo e da presenca do fragmento foi realizada a
partir de reacOes de digestdo utilizando a endonuclease de restricdo EcoR1 (5U) seguindo as

instrucdes do fabricante (Promega).

Os clones dos isolados de P. falciparum naturais, previamente selecionados apos
citoaderéncia foram sequenciados, utilizando BigDye 3.1 Terminador Cycle Sequencing Kit
Perkin Elmer, MA - USA), conforme instrucdes do fabricante e contendo 200ng de cada
minipreparacdo de plamideo, foi utilizado 5 pmoles de cada iniciador da regido do exon 9 do

gene Pfclag9.

As sequéncias geradas foram analisadas utilizando o Banco de dados do GenBank
utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool Program for Nucleotides (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1997). O BLAST emitiu assim porcentagem de identidade de sequéncias

geradas comparando-as com sequencias depositadas no GenBank e/ou no PlasmoDB.
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Para edicdo e alinhamento utilizamos os programas do pacote DNAstar (v.4.0) e
ClustalW (www.ebi.ac.uk/tools/clustaw?/index.html) e BioEdit versédo 7.05 (Tomm Hall, Ibis
Therapeutics, Carlsbad, CA).

As sequéncias foram traduzidas para aminoécidos através do programa EditSeq do

pacote do DNAStar, confirmadas e alinhadas em multiplas sequéncias. No alinhamento, foi
analisado uma regido de aproximadamente 189pb das linhagens selecionadas apds panning e
das cepas de referéncia de P. falciparum 3D7, Dd2 e os isolados dos pacientes mantidas in
vitro. (Anexos VI e VII)

3.12. Controle de Mycoplasma sp nos cultivos

Os cultivos de P. falciparum e das linhagens de células CHO foram testadas para
Mycoplasma sp, sendo utilizado 300ul de sobrenadante de cada cultivo que foram
centrifugados (10.000 x g. durante 5 minutos, em TA), ressuspendido em 35ul de TE (5mM
de Tris pH 8.0 e 1mM de EDTA) e desnaturados durante 5 minutos a 95°C. Um microlitro
deste material foi utilizado como amostra na amplificagdo por PCR. Os iniciadores foram

descritos na tabela 4.

A reacdo constitui-se de 1pl de amostra, 1x de tampédo 10x de PCR, 2.5mM MgCl, ,
2.5mM de dNTPs Mix, 0,2U de enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 0,5pmol de cada
primer. As condicdes de amplificacdo foram: 5 minutos, 94°C, 30 segundos/94°C, 30s/55°C,

30s/ 72°C,30 s) repetidos em 30 ciclos; e uma polimerizagéo final durante 10 minutos a 72°C.

O produto da PCR foi analisado em gel de TAE-agarose 1,5% corado com brometo de
etidio, como controle foi utilizado DNA de Mycoplasma sp., cedido gentilmente pelo

Departamento de Microbiologia do ICB/USP. O fragmento foi observado entre 300-400pb.
3.13. Desenho dos iniciadores

O desenho dos iniciadores da reacdo para o estudo do gene Pfclag9, foram baseados
na sequéncia depositada no Banco de Dados do PlasmoDB, disponivel sob a identificacdo
(PFI1730w) e foram analisados com o auxilio do software primer Express oligo design

software da Applied Biosystems) do programa Sequence Detection System (SDS) 7500.

No programa IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.) - SciTools OligoAnalyzer 3.1,

software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), as sequéncias foram alinhadas para que fosse

definido o segmento mais adequado para a amplificacéo.


http://www.ebi.ac.uk/tools/clustaw2/index.html
http://frodo.wi.mit.edu/
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O conjunto de iniciadores foi analisado com o auxilio do software OligoAnalyser
(www.ebi.acuk/Tools/clustalw2/index.html), buscando-se quando possivel, condi¢bes de alta

energia (AG>0) para formacdo de dimeros, heterodimeros e grampos nas reacGes da PCR
(GINZINGER, 2002). Apos a escolha dos iniciadores, estes foram sintetizados pela empresa
Prodimol (Belo Horizonte)® (tabela 6).

Os iniciadores a serem utilizados em PCR em tempo real foram desenhados para
hibridar entre os exons 8 e 9 do gene Pfclag9. O tamanho do produto da PCR menor que 150
pares de base (Pb), temperatura de hibridacdo préximo de 60°C, foram consideradas para 0s
iniciadores da PCR em tempo real seguindo recomendagdes do User Bulletin 2, Applied
biosystems http://www.appliedbiosystems.com, QIAGEN, 2007, 2009, www.giagen.com).

Em seguida foram selecionados os genes normalizadores como controle interno, neste
estudo foram utilizados os seguintes normalizadores: Seryl tRNA synthetase, fructose
biphosphatase aldolase e actina, (SALANTI et al., 2003).


http://www.ebi.acuk/Tools/clustalw2/index.html
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Tabela 6: Iniciadores testados nos ensaios de Transcricdo Reversa seguida da Reagdo
quantitativa da Polimerase em Cadeia (RTgPCR) do gene Pfclag9.

Acesso Pb codigo Iniciadores 52— 3’
PF11730w pExon F gaggtacctttataccaccgaaa
pExon 108  pExonR acaaggttagggcattttttg
PFI11730w uExon F acgaagaagcaatggtatcaagagtt
UExon 100 uExonR caaatgttggaagagtaatgtca

PFO07_0073 Ser F aagtagcaggtcatcgtggtt

Seryl tRNA 158 Ser R ttcggcacattcttccataa
Synthetase
PF 14_0425 Frut F tgtaccaccagccttaccag
Fructose 167 Frut R ttccttgccatgtgttcaat
biphosphate
aldolase
PFL2215W Act F agcagcaggaatccacaca
Actin 160 ActR tgatggtgcaagggttgtaa
18Ssu rRNA 18S F acgatcagataccgtcgtaatctt
100 18SR caatctaaaagtcacctcgaaagatg
PFI11730 w MF catggtttgtccctttcgtt
Mclag 240 MR ccattgcttcttcgtaagcac
PF11730 w 231 NF tctcacagaagaaatgatgatgtg
Nclag NR acgcaacatgtctgctttacc

Abreviacdes: Pb = pares de base, pExon = penultimo exon 8, UExon = altimo exon 9; Mclag
= regido do ultimo exon 9, Nclag = regido do penultimo exon 8.

3.14. Extracdo de RNA

O RNA total das amostras foi isolado utilizando Trizol LS® (Invitrogen). Os
eritrocitos infectados foram lisados com saponina 0,1% em PBS 1x e 0s parasitos, separados
por centrifugacdo a 1500 g durante 7 minutos. Cada sedimento foi lavado com PBS 1x RNAse

free gelado e ressuspenso em 100 pl de PBS 1x, homogeneizado e foi adicionado 750 ul de
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Trizol LS® e estocamos a -80°C até 0 momento de ser processado. Este reagente consiste em
uma solugdo monofasica de fenol e guanidina-isocianato, que deriva da melhoria do método
de isolamento de RNA desenvolvido por (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987).

Durante a homogeneizacdo de cada amostra, o Trizol LS® mantém a integridade do
RNA enquanto rompe as células e dissolve os componentes celulares. A adicdo do
cloroférmio, seguida de centrifugacdo a 12000 g durante 15 minutos a 4°C, separa a solugéo

em trés fases: inferior/organica, interfase e superior/aquosa.

Os acidos nucleicos permanecem exclusivamente na fase aquosa. Depois da
transferéncia da fase aquosa para o novo tubo, o RNA foi recuperado por precipitacdo com
alcool isopropilico PA (Merck) apo6s centrifugacdo de 12000 g durante 1h a 4°C. Apos
lavagem com etanol (Merck) 75% e centrifugacdo 7500 g por 5 minutos a 4°C, o RNA total
foi ressuspendido em agua milli-Q autoclavada que preparamos com DEPC 0,01% (Dietil

Policarbonato) e foram armazenados a uma temperatura de -80 °C em aliquotas.

Devido a baixa concentracdo do RNA obtido, cada amostra foi novamente precipitada
com isopropanol, adicionamos trés vezes o volume de isopropanol gelado sobre a solucéo
aquosa de RNA, estas foram incubadas a -20°C durante 18 horas e entdo centrifugadas a
12000 x g durante 1hora. O precipitado de RNA foi lavado com Etanol 75% e ressuspenso em

15ul de agua livre de nuclease.

Para verificar a pureza e concentracdo do RNA total, uma aliquota de 2ul de cada

amostra foi submetida a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro (NanoDrop, ND-1000).

Tendo sido feita a avaliamos a integridade de todos os RNA, uma aliquota de 1pl de
cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampédo TBE 0,5 x (44
mM Tris, Base, 44 mM acido Boérico, 1,2 mM EDTA). O gel foi submetido a 75 V por
aproximadamente 40 minutos, corado em solucdo de brometo de etidio 0,5ug/ml e

posteriormente visualizado diretamente em transiluminador de luz ultravioleta.

3.15. Tratamento com DNAse | e sintese do cDNA
Apos a verificacdo da integridade do RNA , foi realizado esse procedimento, que
visa antes do uso na reacdo da transcriptase reversa, observar a presenca de DNA

contaminante que foi hidrolisado para evitar falso-positivos em amplificagdes subsequentes.
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O tratamento foi realizado, em 1pg de RNA total, que foi tratado durante trés vezes seguidas
com enzima DNAse | (Invitrogen), durante 15 minutos de incubagdo a 20°C e inativacdo de
enzima por incubacdo a 65°C durante 10 minutos e apés adicdo de 2,5 mM final de EDTA,
pH 8.0).

Foram realizados ensaios paralelos com a finalidade de avaliar se o tratamento com
DNAse | ndo interferiu na sintese de cDNA ou na qualidade dos ensaios da PCR.

A reacdo de transcricdo reversa utilizando 1pg de RNA total foi adicionado 1l de
6ligo dT (0,5 pg/ul), 1ul de Random primers, 1pl de dNTP mix (10mM) e agua com
quantidade suficiente para o volume para 10ul, sendo incubado a 65°C durante 5 minutos e
apos, esfriado em gelo durante 1 minuto.

Foi preparada uma mistura contendo 2 ul de 5x First Strand Buffer, 4ul de MgCl,
(25mM), 2ul de DTT- ditiotreitol (0,1 M), 1ulde inibidor de RNAse 40U pl (Invitrogen).
Adicionamos 9ul a reacdo anterior e foram incubados durante 2 minutos a 42°C. Apds, foi
adicionado e 1pul de transcriptase reversa 200U/ul (SuperScript 11 — Invitrogen) a cada tubo e
incubado durante 50 minutos a 42°C e posteriormente inativada a 70°C durante 15 minutos.
Finalizando a reacéo, foi adicionado 1l de enzima RNAse H, durante 20 minutos a 37°C.

Foi utilizado como controle negativo uma aliquota de RT (-) na auséncia da
transcriptase reversa, de cada amostra, que foram separadas e testadas respectivamente nos
ensaios para observar a presenca de DNA contaminante.

As reacdes foram realizadas no termociclador Gene AMP PCR System 9700 (Perkin
Elmer). Em seguida, estas amostras foram diluidas 1:2 com agua milli-Q autoclavada e
armazenadas a - 20°C; para posteriormente preparo da reacdo Transcricdo Reversa seguida da

Reacdo quantitativa da Polimerase em Cadeia (RTgPCR)

3.16. RTqPCR

Para realizacdo desta etapa do experimento foi utilizada a plataforma da Applied
Biosystems - Real Time PCR SDS 7500 Software e de acordo com o0 manual do fabricante,
(Applied Biosystems, 2005/Sybr® Green 1). Os ensaios foram realizadas em placas de 96
pocos (Micro Amp® Optical 96 well Reaction Plate with Barcode), cobertas com adesivos
opticos. (Optical Adhesive Covers) (Applied Biosystems).

O metodo quimico utilizado foi o Sybr® Green | Master Mix (Applied Biosystems)
as reacdes foram compostas por: Sybr® Green | Master Mix contém o corante intercalante em

uma concentracdo final de 1x, e todos os reagentes necessarios da PCR (dNTPs, MgCI2
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Tampdo AmpliTaqGold®), os iniciadores (0,2uM) descritos na tabela 5, e 0 cDNA de cada
amostra. As reacdes foram preparadas em triplicatas, utilizando para cada amostra o controle
(-RT), com volume final de 15 ul em quatro repeticdes independentes para cada ensaio.

Os ensaios foram: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C, 1 minuto a 60°C. Ao final da amplificacdo adiciona-se um passo final (ciclo final) de
separacdo das fitas, com temperatura crescente de 60 a 95°C (2°C/min.). Foi obtida
fluorescéncia do produto da PCR medida a cada 15 segundos e esses dados foram empregados
para obtencédo da curva de dissociacdo (melting curve) dos produtos da reacdo, utilizada para a
analise da especificidade de amplificacdo no final da ciclagem de cada ensaio.

As amplificagBes de produtos inespecificos foram excluidas pela anélise da curva de
dissociacdo dos produtos da PCR. A curva de dissociacdo foi mostrada em um grafico com os
dados de dissociagé@o do produto da PCR. Alteracdes na fluorescéncia séo plotados em relagéo
a temperatura (60°C a 90°C) sendo que estas mudancas sdo devido a interacdo do corante
SYBR com a dupla fita de DNA (http://www.gene-quantification.info/ acesso em 26/08/2008,
QIAGEN, 2009).

A especificidade de todos os oligonucleotideos foi confirmada através das curvas
geradas de dissociacdo apdés o ensaio da PCR em tempo real (figura 10). A curva de
desnaturacdo depende das caracteristicas da sequéncia de DNA, do tamanho do fragmento e
do conteudo de GC no desenho. A confirmacdo da especificidade dos oligonucleotideos foi
comprovada através do gel de agarose.

O sistema informa se esta ocorrendo amplificacdo da molécula alvo e quantifica esta
amplificacdo, uma vez que o software da Applied Biosystems correlaciona a intensidade do
sinal emitido com a quantidade do produto amplificado formado. Nestas condi¢des o
procedimento utilizado para estimar a quantidade relativa das concentragdes de RNA
mensageiro do gene, comparando com a expressao do gene constitutivo (controle interno), foi
baseada na deteccdo em tempo real do produto da PCR gerado, utilizando o corante Sybr®
Green | (USER BULLETIN 2, Applied Biosystems).

A quantificacdo de DNAs alvo ocorre pela determinacéo do ciclo limiar, (Ct) ou CQ
(ciclo de quantificacdo). O Ct é definido como o ciclo da reacdo da PCR no qual o sinal

fluorescente do corante sinalizador atravessa uma linha basal arbitraria chamada limiar.
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Figura 10: Transcrigdo Reversa RTgPCR em tempo real
com 40 ciclos, delimitacio e determinacdo do Ct,
plataforma da Applied Biosystems

Os valores séo apresentados na forma de Ct, o limiar estd delimitado na fase
exponencial de amplificacdo, acima do ruido e a baixa da fase de platd da reacdo. O valor do
Ct é inversamente proporcional a quantidade inicial neste caso o cDNA do transcrito, presente

no teste.

Os testes pilotos foram realizados para a determinacdo das concentragdes o6tima de
cada iniciador e selecionamos as concentrac6es de iniciadores onde ocorria amplificacdo sem

formacdo de dimeros ou produtos inespecificos.

Para isso utilizamos a mesma concentracdo da amostra e concentracdes diferentes dos
pares de iniciadores (sense e antisense), As concentragdes testadas foram 100, 200, 300, 400,

500 mM de cada par de iniciadores.

Considerando que utilizamos a mesma quantidade de amostra em todas as reagoes, 0
Ct ndo deveria variar. Se 0 aumento da concentracdo de iniciadores ocasionou diminuicéo de
Ct, entdo a quantidade deste reagente na reacdo ainda era insuficiente. Assim, a concentracao

selecionada foi @ minima, associada ao menor Ct.

Entre os métodos descritos para analisar os resultados de cada ensaio podemos utilizar
na PCR em tempo real: a quantificacdo absoluta e a quantificacdo relativa. Na absoluta

determina 0 nimero exato de coOpias do transcrito de interesse e na relativa é possivel
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descrever a alteracdo na expressdo em relagdo a algum grupo, como controle ndo tratado e no
tempo zero (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).

3.17. Médoto 24¢T

Entre os métodos para quantificacdo relativa de expressdo génica escolhemos o
método delta, delta Ct, descrito como 2*°T (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), que permitiu
quantificar as diferencas no nivel de expressdo de um gene especifico entre as varias amostras

analisadas.

Inicialmente foi calculado o delta Ct (ACt) de cada amostra, subtraindo-se 0s valores
de Ct (ciclo de threshold ou Cq ciclo quantitativo) do gene normalizador (actina - (ACT),
Seryl tRNA synthetase - (SER), e fructose biphosphatase aldolase - (FRUT) dos valores de Ct
do gene alvo (Pfclag9). Apos determinacdo do delta Ct de cada amostra, escolnemos uma
amostra normalizadora o cDNA das cepas 3D7, Dd2 e dos pacientes P3, P5 e P59 cultivados

na auséncia de panning.

Para o célculo do delta, delta Ct, foi utilizado a seguinte férmula: [delta Ct (amostra) -
delta Ct (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o delta, delta Ct, aplicamos a
formula 2 - delta delta Ct (2*“T), que resultou no valor da expressao génica relativa a cada

amostra testa frente cada gene normalizador testado (figura 11).

Os dados gerados da anélise quantitativa relativa sdo dados pelo valor de 2*°T. Os
valores gerados podem ser interpretados como a expressdo do gene alvo relativo ao controle
interno na amostra tratada comparada ao calibrador (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).
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Figura 11: Quantificacdo do gene Pfclag9 em Dd2 relativo 3D7, nimero de
copias estimado utilizando o método delta, delta Ct, 2**“T, com 40 ciclos,
delimitacdo e determinacéo do Ct, plataforma da Applied Biosystems.

Para determinar se as reacGes de amplificacdo apresentaram a mesma eficiéncia, foi
observada como o ACt (Ct alvo — Ct controle normalizador) variou com a diluicdo de cada

controle. Estes valores sdo representados em grafico de regresséo linear.

Um valor igual a -3.32 demonstra uma eficiéncia de 100% de duplicacéo a cada ciclo,
naquela fluorescéncia, em relacdo a linearidade (R2) de 1,0 demonstrou que 0 ensaio se
mantém com eficiéncia similares em diferentes concentracdes de amostras de cDNA

avaliado.

Apos estabelecer as curvas padrdes foi estabelecido o threshold de cada par de
iniciadores, que foram previamente estabelecidos na menor fluorescéncia em que a reacao
ocorre com uma eficiéncia de duplicacdo de 100%. Em seguida foi estabelecido o ciclo de

threshold de cada amostra, que é a variavel utilizada na quantificacédo relativa.
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Foram utilizados controles negativos para todos os ensaios gerado (-RT), &gua e mix
da reacé@o que continham os iniciadores, na auséncia de cDNAs.

3.18. Metodologias dos estudos imunoldgicos
3.18.1. Peptideos PFCLAGY

Os peptideos foram definidos a partir das analises bioinforméaticas da sequéncia
identificada (PlasmoDB PFI11730w/ NCBI GI1:167963009) da cepa 3D7 e sintetizados pela
empresa (GenScript peptide), Peptideo A (Lote: 664310010423), Peptideo B (Lote:
664310020423) e Peptideo C (Lote: 664310030503).

O mapeamento dos peptideos foi definido utilizando alinhamento multiplo das
sequéncias de aminoacidos correspondentes a proteina PfCLAGY, utilizamos o programa
Protean-DNAStar para mapear peptideos que apresentassem 03 perfis inicialmente

determinados.

A selecdo das sequéncias de aminoacidos da proteina PFCLAG9 foram construidas
utilizando-se combinacdo de analise através de cinco métodos: Surface Accessibility
Prediction (EMINI et al., 1985) Flexibility Prediction (KARPLUS et al., 1985);
Hydrophilicity Prediction (PARKER et al., 1986), Antigenic Propensity (KOLASKAR et al.,
1990); Linear Epitope Prediction (LARSEN et al., 2006). Para variacdo dos célculos foi
utilizado o software: Antibody Epitope Prediction available at the Immune Epitope Database

(IEDB) website (http://tools.immuneepitope.org/tools/beell/iedb_input).

Apos as analises selecionamos trés peptideos denominados A, B e C, que foram
utilizados nesta etapa do estudo. As andlises de similaridade e conservacdo entre os peptideos
PfCLAGY9 e as regibes das proteinas de P. vivax, PvCLAG7 (Genbank Id: 156081674) e
PVCLAG8 (Genbank Id: 156096581) foi realizada através do software ClustalW
(THOMPSON et al., 1994).


http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input

67

3.18.2. Ensaios imunoenzimaticos - (Enzyme-linked immuno Sorbent Assay - ELISA)

A reatividade dos soros de pacientes portadores de malaria clinica ou de portadores
assintomaticos de parasitos de malaria contra cada peptideo da proteina PfCLAG 9, foram
analisadas utilizando ensaios imunoenzimaticos, os controles negativos da area endémica e
da area ndo endémica que selecionamos e foram testados em duplicatas em trés ensaios

independentes.

Os ensaios foram preparados em placas (NUNC, Maxi Sorp™ Thermo Fisher
Scientific), que foram sensibilizadas com 1pg/ mL de cada peptideo A, B e C, diluidos em
tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9.6, a 4°C durante 18 horas. (BRAGA et al., 2002).
Posteriormente, ap06s incubacdo durante a noite, as placas foram lavadas 4x com solucdo
salina tamponada fosfatada tampéo de fosfato, pH 7.2 (STP), (PBS contendo 0,05% de Tween
20, (Sigma) — (PBS Tw), Sigma, Chemical Company, St Louis. USA).

Os pocos foram entdo incubados com 150ul de leite em p6 desnatado 5% diluidos em
PBS Tw e incubados durante 2 horas a 37°C em camara Umida. Seguindo-se de cinco
lavagens com (PBS Tw), posteriormente incubadas com 100ul de cada soro diluidos 1: 1000
em (leite desnatado 2% em PBS Tw) distribuidos em duplicatas e incubados durante 1h a
37°C.

As placas foram lavadas 4x (PBS Tw) e incubadas nas seguintes condigdes com
100pul/orificio com anti-IgG humana conjugada a peroxidase (Sigma) diluida 1:8000 em (PBS
Tw 0,05% e leite desnatado 2%); em seguida as placas foram novamente lavadas quatro vezes
(PBS Tw).

Apos todas estas etapas explicitadas foram adicionados 100 pl/pogo do substrato
TMB, (10mg/ml, H,O, 30% tampdo citrato/fosfato - Sigma). A reacdo foi interrompida com
50ul/poco de H,SO4 IN (Merck). A densidade dptica foi medida a 450/540nM, utilizando
leitor de ELISA automatico (Software Gen5). ApoOs a padronizacdo do ELISA, foram

avaliadas as amostras de soro controles e de cada localidade independente.

Os resultados foram expressos como indice de reatividade (IR), sendo o IR =
densidade optica (D.O.), da amostra/ D.O. do ponto de corte (cut-off). O cut-off foi calculado

utilizando a média das D.O.s de 64 amostras de soro de doadores controle (negativos) mais
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duas vezes o desvio padrdo (SD). Os valores de cut-off para o Peptideo A (0,216), Peptideo B
(0,226) e Peptideo C (0,236).

O resultado final de cada amostra em duplicata foi analisado em indice de reatividade
(IR), o qual foi obtido, dividindo-se a absorbancia de cada soro testado pelo ponto de corte.

Considerou-se positivo o soro com IR >1.

3.19. ELISA anti-PfMSP1-14 € anti-PvMSP1-19 (Proteinas de Superficie de Merozoitos de

P. falciparum e P. vivax).

O controle da viabilidade, da especificidade e da reatividade dos soros utilizados no
estudo foi avaliado utilizando-se a técnica ELISA conforme anteriormente explicitado, porém,

com algumas modificagdes.

As proteinas PvMSP1-19 e PIMSP1-14, densidade optica (OD) 450/540nM, envolve o
fragmento de 19kDa e que representa a porcdo C-terminal conservado entre as espécies da
proteina 1 de superficie de merozoito de P. falciparum (PfMSP1-19) e proteina de superficie
de merozoito de P. vivax (PvMSP1-19) fusionadas com Glutationa S-transferase (GST) de
Schistosoma japonicum, foram cedidas e sequenciadas gentilmente pelo Prof. Dr. Gerhard
Wunderlich, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB I1I) da
Universidade de Séo Paulo - (USP).

A porgdo C-terminal da MSP1-19 (Bloco ICB10) P. vivax sem regido de ancoragem
GPI, é um dos alvos para a resposta imune contra o parasito, quando os individuos sdo
expostos naturalmente a malaria. (AKPOCHENETA et al., 2008; FERREIRA et al., 1998,
2000; WILSON et al., 2011).

Essa regido da proteina foi utilizada para determinacdo da absorbancia de cada
amostra, calculamos a media das densidades Opticas dos anticorpos anti-PfMSP1-g,

subtraindo-se dela a média das ODs obtidas para o GST.
3.20. Determinagcéo do limiar e do Indice de Reatividade (IR)

Para determinar o ponto corte (cut-off de reatividade), foram utilizados soros negativos
de 32 individuos sem contato prévio com malaria e/ou historico de exposicdo a malaria, do

Banco de sangue da regido de S. Joaquim da Barra, no interior de S&o Paulo.
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O ponto de corte foi definido como a média da absorbancia dos soros negativos
acrescido de dois desvios padréo para PfIMSP1-14 (0,284) e PvMSP1-19 (0,273).

O indice de Reatividade (IR) de cada amostra foi obtido dividindo-se a absorbancia do
respectivo soro pelo valor do ponto corte, sendo considerado positivo 0 soro com IR>1.

3.21. Imunizacdo dos camundongos com peptideos sintéticos de PFCLAG9

Neste estudo foi utilizado um total de 20 camundongos, da linhagem BALB/c, fémeas,
com idade de até um més aproximadamente, pesando entre 18 a 22 g, fornecido pelo Biotério,
localizado no Instituto de Pesquisa em Patologias Tropicais — IPEPATRO, Porto Velho -
Rondonia.

Os animais foram agrupados em quatro grupos denominados de (Gl, II, 11l e controle
negativo), contendo cada grupo 05 animais, que foram mantidos em gaiolas coletivas, em
grupos de no maximo cinco animais, com agua e racdo ad libitum em condicdes controladas

de meio ambiente (luz e temperatura).

Os experimentos foram realizados sob as normas éticas para pesquisa cientifica com
animais de laboratorio, conforme o Comité de Etica em Pesquisa Animal do IPEPATRO, lei
6.638 de 8 de maio de 1979, definidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Os camundongos BALB/c foram imunizados via coxim-plantar (50ug/animal-
50ul/pata) com peptideos, emulsificados em igual volume de adjuvante completo de Freund
(ACF).

Apos quinze dias, 0s animais receberam pela mesma via um segundo reforco com o
com adjuvante incompleto (AIF). No grupo controle negativo foi aplicado apenas adjuvante
de freund (ACF e AIF).

A primeira coleta foi realizada ap6s 15 dias de cada grupo, conforme as condi¢des dos
animais acompanhados pelo veterinario responsavel Cesariano Janior L. Aprigio -
CRMV/R0O-503 (LACEN/Vigilancia Sanitaria) e Dionatan Tatieri Braum - CRMV/R0O-909
(CEPEM/SESAU).
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3.22. Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Amostras de eritrocitos contendo estagios maduros e esquizontes dos parasitos da cepa
de referéncia 3D7 de P. falciparum foram sincronizados e coletados em meio RPMI e/ou PBS
1x com pH 7,2 frio. Os eritrocitos foram lavados duas vezes por centrifugacdo a 2500 g

durante 5 minutos.

Um volume de 10pl do concentrado de eritrocitos foram ressuspendidos em PBS 1x e
foram distribuidos em cada pogo das laminas de imuno fluorescéncia, apds a secagem a
temperatura ambiente (TA) foram criopreservadas -70°C.

Amostras de P. vivax foram coletadas 20 mL de sangue total de pacientes, em seguida
0s parasitos foram previamente selecionados utilizando gradiente de Percoll (Ge Healthcare)
(ANDRYSIAK et al., 1986). Apos as lavagens com PBS 1x (pH 7,2) durante trés vezes, e
centrifugados 2500 g durante 4 minutos, em seguida as laminas foram preparadas como

descrito acima.

As laminas foram descongeladas a 37°C e incubadas com paraformaldeido durante 2
minutos, lavadas cinco vezes com PBS 1x pH.7.2. O bloqueio foi realizado com 0,5% de
gelatina, 1,5% de BSA e 0,02% Tween 20 em PBS 1x.

Foram incubadas a 37°C, durante 1 hora, lavadas como descrito acima e incubadas
com o anticorpo primario (anti-mouse peptideos A, B e C e controles negativo), diluido 1:40
em tampdo de bloqueio, em seguida foram lavados e incubadas com o anticorpo secundario
(Goat anti-mouse 1gG Alexa Fluor 488 (1:600), (Life Technologies), foram incubados durante
45 minutos e lavados, em seguida utilizamos 0,2mg/mL 4,6-diamidino-2-phenylidole (DAPI -
Sigma). Por fim, as laminas foram montadas e examinadas usando microscopio (Nikon

eclipse 80i).

3.23. Analise dos dados

Os métodos estatisticos foram escolhidos de acordo com a natureza dos dados obtidos;
os procedimentos estatisticos foram realizados numa etapa preliminar da variavel relacionada

a normalidade e igualdade de variancia entre os grupos. Para os dados paramétricos foram
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avaliados por anélise de variancia, seguida do Tukey's Multiple Comparison Test, Student s t
test, One-Way ANOVA.

O teste ndo paramétrico de Mann-Witney foi utilizado para comparar a distribuicdo
das D.Os., entre as amostras avaliadas no estudo. As analises foram realizadas utilizando-se o
programa Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software — San Diego, USA). Os dados foram
expressos como média £SD. As diferencas sdo consideradas significativas com valor de p<
0,05.

3.24. Consentimento ético

O procedimento para obtencdo das amostras bioldgicas utilizadas neste estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical -
CEP-CEPEM.

Numero de Aprovacdo - CONEP Reg. 14324/Processo n° 25000.167024/2007-53,
(Porto Velho) CEPEM e 70/2008 (Trechos: Santo Antnio — Teotonio, Cachoeira do Teotbnio
- Santo Ant6nio), (Anexo IlI, 1V).

Todos os procedimentos com os Balb/c foram avaliados e aprovados pelo CEUA
IPEPATRO sob o numero (2009/2), (Anexo V).
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracterizacdo das amostras bioldgicas dos pacientes e localidades

Durante o desenvolvimento deste estudo foram analisadas amostras de pacientes com
infeccdo por Plasmodium sp., 0s quais estavam sintomaticos e procuravam atendimento no
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM), pertencentes a populacdo de Porto
Velho, moradores das localidades ribeirinhas (assintomaticos) e amostras controles negativos
de pacientes doadores do banco de sangue. As amostras utilizadas estdo resumidamente
detalhadas conforme a espécie e 0 nimero amostral descrito na (tabela 7).

Os soros de todos os quatro grupos amostrais foram utilizadas para o estudo de
reconhecimento dos peptideos PfCLAG9Y sintetizados. Das amostras coletadas no CEPEM
sintomaticos com P. vivax e as com P. falciparum, foram isoladas em cultura in vitro (n=5), as
amostras dos pacientes P1, P2, P3, P5 e P59, (tabela 8). Devido ao crescimento satisfatorio durante os
ensaios de citoaderéncia, foram selecionados os isolados dos pacientes P3, P5 e P59 para monitorar a

transcri¢do do gene Pfclag9.

Tabela 7: Distribuicdo das amostras bioldgicas de acordo com os locais

Amostras/ FHEMERON 2CEPEM ‘Localidades S.P. (doadores) n
Pacientes Ribeirinhas

Controles 32 - - 32 64
P. falciparum - 47 68 - 115
P. vivax - 76 63 - 139
Total 32 123 131 32 318

Abreviacdes: ®CEPEM = Centro de Pesquisa em Medicina Tropical — (pacientes Sintomaticos,
PLocalidades das coletas = Trechos, Vila Candeléria, Teotonio (pacientes Assintomaticos),
banco sangue da Santa Casa de Misericdrdia de Sdo Joaquim da Barra - SP., FHEMERON =
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Rondonia.
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As principais caracteristicas dos pacientes das quais foram obtidos os isolados naturais
de P. falciparum, foram resumidas na tabela 8, assim como as denominacdes reservadas aos

isolados.

Tabela 8: Isolados naturais de P. falciparum, dados clinicos e, epidemiolégicos dos pacientes
oriundos de diferentes localidades do municipio de Porto Velho - Ronddnia.

Isolados Pacientes Episodios Dias com Parasitemia Ultimo

naturais de  Localidades Sexo anteriores sintomas inicial episadio
P. falciparum

PO1PVH B. Socialista f 04 05 >3% 01 més

PO2PVH Linha 45 f 03 05 >3% 04 meses
PO3PVH*  Jacy Parana m 02 09 >2% 18 anos
POSPVH* Linha 17 m NS 04 >3% 04 meses
P59PVH* Abuna f 01 10 >4% 00

Abreviacdes: PVH = Porto Velho - Rondbdnia, B = Bairro Socialista, f = feminino, m =
masculino, * trés isolados que foram selecionados para analise expresséo gene Pfclag9 antes e
apos panning.

4.2. Avaliacdo da possivel participacdo indireta do produto do gene Pfclag9 na

citoaderéncia dos eritrocitos parasitados.

Para avaliar se ha alguma corregulacdo entre genes var e genes clag9, indicando
alguma participacédo na citoaderéncia de CLAG9, mediram os niveis de transcricdo de Pfclag9
em isolados/linhagens de parasitos selecionados para citoaderéncia diferencial.

Isso foi feito aplicando inicialmente cinco ciclos de panning em cada linhagem
CHOcsax1, CHOcp3s € CHO\cam-1, Cultivadas em laminulas de vidro de 13mm?, em placas de
24 cavidades, na concentracdo de 5x 10* células/laminulas, utilizando inicialmente os isolados
P1, P2, P3, P5 e P59. (tabela 9)

Todos os ensaios foram realizados com uma quantidade equivalente de eritrécitos
infectados com parasitemia inicial entre (5-8%). Mostramos na tabela 9 que os cinco isolados
naturais apresentaram perfis diferentes. Observamos uma tendéncia em todas as linhagens dos
isolados a citoaderéncia a um receptor preferencial dominante.

Para selecionar as linhagens de cada isolado especifico, avaliamos a intensidade de
citoaderéncia. A primeira observacdo foi realizada ap0s trés ensaios de panning em triplicatas
com 0S receptores CHO CD36, CHO |(;/.\|\/|.1,CHO VCAM, CHO E-selectina © CHO CSA-K1, € 0S
valores observados foram expressos pelo nimero médio de eritrocitos infectados aderindo a
1000 ceélulas.
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Apos os ciclos de citoaderéncia para cada receptor independente, os parasitos foram
recuperados e coletados. Neste ponto, eles apresentaram um fen6tipo bastante homogéneo,
aderente as células expressando os respectivos receptores de interesse CHO csa, CHO cam-1 €
CHO ¢pss.

Tabela 9: Teste de citoaderéncia dos isolados de P. falciparum apds trés ciclos de
panning, expresso pelo nimero médio de parasitos aderido a partir de trés
experimentos, em triplicatas em laminulas de 13 mm, independentes.

Isolados P. I. CHO CHO CHO CHO CHO
CD36 CSA-k1 VCAM ICAM-1 E-Selectina

POI 8% 22(x0.3) 13(20.4) 02(0.2) 18(x05) 02 (x0.5)

P02 6% 28(+0.4) 03 (0.5 03 (x0.5) 16(0.5) 02 (+0.5)

PO3 8% 48 (x0.3) 09 (x0.3) 02 (x0.1) 00 00
PO5 5% 06 (:0.2) 43(x0.4) 03(0.1) 08 (20.2) 00
P59 7% 02(x0.1) 02 (0.1) 00 40 (0.3) 03 (0.1)

Dd2 5% 19(20.2) 22(0.3) 05(x0.2) 18(x0.4) 05 (20.2)

3D7 8% 15(x0.2) 21(x0.3) 06 (x0.1) 20 (x0.5) 08 (x0.4)

Abreviacdes: P.l. = parasitemia incial, linhagens de células Chinese Hamster Ovary
em 100 células, (desvio padrdo).

Mostramos na tabela 9, que apds trés ciclos de panning, em um Unico receptor, 0s
isolados continuam a apresentar um fenédtipo polimérfico de citoaderéncia, aderindo a outros
receptores, além daquele, o qual foi realizado o panning. A linhagem do isolado do paciente
P01 CHOcpszs, por exemplo, apos trés ciclos em CHOcpss, continua a aderir no receptor CHO
icam-1 € a linhagem do isolado do paciente P02 CHO |cam-1, ap0s panning, continua

citoaderindo ao receptor CHO ¢pss.
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4.3. Preparacdo das linhagens dos isolados naturais de P. falciparum com especificidade

de citoaderéncia.

Para preparacdo das linhagens dos isolados naturais de pacientes com P. falciparum
com especificidade de citoaderéncia foram realizados inicialmente ensaios com os isolados
identificados como P3, P5 e P59 selecionados para os ensaios de panning (figura 12).

(A) CHO ICAM-1 (B) P59'ICAM-1

(C) CHO-kl CSA (D) CHO CD36

Figura 12: (A) Células CHO cam-1 antes e (B) ap6s panning P59 CHO cam-1, (C) CHOK1csa,
(D) P59 CHOcp3s. Imagem com aumento de 40x em microscépio invertido.

Entre os isolados previamente selecionados que apresentaram perfil mono aderente foi
obtido dos isolados dos pacientes P3, P5 e P59. Dessa forma, decidimos selecionar essas

linhagens dos isolados e completar com até oito ciclos de panning. (tabela 10).
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Tabela 10: Ensaios de citoaderéncia e sele¢do das linhagens de
parasitos selecionados. O resultado positivo (+) é confirmado
com a presenca de em média no minimo cinco eritrécitos
infectados por célula da linhagem CHO. O resultado negativo (-)
quando a contagem de eritrdcitos infectados é de + em média 0,1
por cada célula da linhagem CHO.

Linhagens CHO  CHO CHO DP
selecionadas ICAM-1 CSAKL CD36

CSAK1 _ T - (iog)
P9 % - - + (20.2)
ICAM-1 + ) i (iog)
CSAK1 _ + i (105)
P3 . i - + (20.4)
ICAM-1 + ) i (103)
CSAK1 _ + i (ioz)
P5 CD36 _ ) + (103)
ICAM-1 + ) i (io l)
3D7 CSAK1 _ + i (104)
CD36 _ ) + (103)
ICAM-1 + ) i (io3)

Abreviacdes: DP = desvio padréo

As nove linhagens dos isolados, obtidas a partir dos isolados naturais dos pacientes
P59, P3 e P5, se mostraram mais estaveis e menos heterogéneos em relacdo aos ensaios de
citoaderéncia e foram selecionados para 0s experimentos seguintes. As linhagens dos isolados
de CHO g-seleciina € CHO vcam, foram utilizados apenas para sequenciamento e ndo foram
avaliados para analise de expressdo do gene Pfclag9.

Das diferentes populacdes de linhagens dos parasitos especificas dos isolados P3, P5,

P59 selecionados foram avaliados o polimorfismo e a expressdo do gene Pfclag9.
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4.4. Analises das sequéncias do gene Pfclag9 em diferentes isolados diretamente de
pacientes e linhagens selecionadas desses.

Para investigar um eventual polimorfismo estrutural do gene Pfclag9, os parasitos de
diferentes isolados dos pacientes e as linhagens derivadas dos isolados, foram sequenciados
clones dos trés isolados dos pacientes P59, P3 e P5 antes e apds panning nos receptores CHO
cp3s, CHO 1cam-1,CHO veam, CHO E-selectina € CHO csaka.

A figura 13 corresponde as sequéncias obtidas do exon 9. A identificacdo € dada para
cada clone sequenciado pelo nimero do isolado seguida da indicacdo do receptor especifico
da eventual linhagem de cada isolado. Em cada analise adicionou-se a referéncia da sequéncia
registrada do gene Pfclag9 (PF11730W) cepa 3D7 sequenciada e publicada (PlasmoDB).

A

SegP3CSA LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqP3VCAM LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegqP3CD36 LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegP3 LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegqP3ICAM1 LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKENSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqgqP3ESEL LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKIVJSRAYTSTKKEGAYEEA 63
PFI1730w YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
B

SegP5ESel LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqP5VCAM LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegP5CSA LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegP5ICAM1 LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqgP5CD36 LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegP5 LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqPFI1730w YFENVIFFLRNSIRIFDREFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63

:A************************************************************ %k 3k %k %k %k k

C

SeqP59E-Sel LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqP59VCAM LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqP59ICAM1 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqgqP59CSA LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SegP59CD36 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
SeqgP59 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
PFI1730w YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
Figura 13: Allnhamento das sequenmas obtldas dos ammoamdos do exon 9 do

gene Pfclag9. As sequéncias foram comparadas, (A) alinhamento do isolado do
paciente P3, (B) alinhamento do isolado do paciente P5 e em (C) isolado do
paciente P59. Em todos 0s casos sdo apresentados as sequéncias antes (Seq. P59, P3
e P5) e apds panning nos receptores identificados como CHOcpss, CHO (cam-
1,CHO vcam, CHO E.setectina € CHO csaxa, identificadas como (coss, icami, veam, ESEL
e csa). O alinhamento multiplo foi realizado utilizando CLUSTALW (versdo 2.6),
0s simbolos nos alinhamentos indicam. * similaridade forte, (:) similaridade fraca,
(.) diferenca quando comparado com a sequéncia PFI1730w publicada da cepa 3D7
de P. falciparum.
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As analises comparativas mostram uma conservagao das sequéncias com uma pequena
excegdo de mutagdo silenciosa (A-G) em dois clones correspondendo as linhagens dos
isolados P3 jcam-1 € P3 e-selectina. OS resultados do sequenciamento dos trés clones dos isolados
dos pacientes (P1, P2, P3, P59, 3D7, Dd2) sdo apresentados em (anexo VI e anexo VII).
Todos os clones foram realizados a partir de trés ligacGes. Os isolados dos pacientes
mostraram uma conservacgdo das sequéncias de nucleotideos e aminoécidos igual a cepa 3D7

na regido analisada do exon 9 do gene Pfclag9.

4.4.1. Andlises das sequéncias do gene Pfclag9 de isolados naturais P54, P57, P65 e das
cepas de referéncia controle Dd2 e 3D7.

Todos os isolados naturais dos pacientes P57, P65, P54 e as cepas 3D7 e Dd2 (figura
14) apresentaram o mesmo perfil de sequencia idéntica observado nesta regido da cepa de

referéncia 3D7.

Seq Dd2 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
P57 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
P65 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
P54 LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLENKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
PFI1730w YFENVIFFLRNSIRIFDREFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63
3D7 YFENVIFFLRNSIRIFDREFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63

P65B YFENVIFFLRNSIRIFDREFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63

Figura 14: Alinhamento das sequéncias em amino&cidos obtidas do ultimo exon do
gene Pfclag9. As sequéncias foram obtidas dos isolados naturais dos pacientes P54,
P57, P65 e foram comparados com as cepas 3D7 e Dd2 mantidas in vitro. O
sequenciamento foi realizado de trés isolados naturais escolhidos ao acaso de
pacientes selecionados. O alinhamento foi realizado através do Clustal W (verséo
2.6). Os resultados dos isolados naturais avaliados correspondem a 63 aminoacidos e
as figuras indicam (*) similaridade forte, (:) similaridade fraca, (.) diferencas, quando
comparadas com a sequéncia do gene Pfclag9 PFI1730 w publicada (PlasmoDB).

Em resumo, a comparacdo das sequéncias mostrou uma grande conservacdo do
fragmento do gene Pfclag9 analisado, ressaltando que olhamos apenas para um pequeno

pedaco do gene ndo analisamos outras regides da sequéncia.

4.5. Analise da transcricdo de gene Pfclag9 por RT-PCR em tempo real

Considerando o0s resultados anteriores da estabilidade das propriedades de
citoaderéncia dos isolados naturais e das linhagens isoladas dos pacientes preparados por
panning e da conservacgdo das sequéncias observadas entre estes, foi utilizada a ferramenta da
PCR em tempo real, para avaliar se o gene Pfclag9 é transcrito de forma diferencial, durante o

crescimento dos isolados naturais dos pacientes P59, P3, P5 e as cepas 3D7 e Dd2, foi
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observado de algumas de suas linhagens selecionadas para os receptores CHO cp3s, CHO
icam-1,CHO csaka.

Avaliamos a qualidade dos RNAs extraidos e a visualizagdo de duas bandas no gel
(figura 15), que correspondem & subunidade maior (28S) e menor (18S) do RNA ribossomal,
comprova a integridade do material isolado. A qualidade da extracdo de RNA é extremamente
importante, sendo esta etapa critica para 0s passos subsequentes, principalmente nas reaces

da PCR em tempo real.

HO ICAM-1 H A H D
P 59 CHOIC CHOCS CHO CD36

Figura 15: Avaliacdo da qualidade dos
RNAs em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio, mostrando as amostras do
isolado do paciente P59 e os suas linhagens
preparadas P59CHOcam -1,CHO ¢sa € CHO

CD36.

As reacdes de transcriptase reversa foram realizadas a partir de RT - PCR com
amostras de RNA dos isolados e das linhagens dos isolados previamente selecionados: P59
icam-1, P59csa, P59cpss, P5 icam-1, PScsa, P5cpss € P3icam-1, P3csa, P3cpss. Nenhum produto da
PCR foi obtido sem transcriptase reversa e indicaram a auséncia de contaminacdo com DNA
durante as preparacdes de RNA.

A confirmacdo da especificidade dos oligonucleotideos foi confirmada através do
gel de agarose 1,5% (figura 16 A-B).
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A
3D7 Dd2 PM P59CD36 P59CSA P59|CAM-1 P59 P5 CD36 P5 P5 ICAM-1
3D7 Dd2 P59CD36 P59CSA P59ICAM P59 P5ICAM P5CSA P5 P5CD36
RT RT “RT RT -RT -RT  -RT -RT RT RT
- - -__-— e - - -—
B PM P3|CAM P3CSA P3CD36 P3 P5CSA Dd2

P3CSA _ P3ICAM __ P3CD36 3D7 _ Dd2 CN P3  P5CSA
RT RT -RT -RT  -RT -RT -RT

Figura 16 (A): RT-PCR da regido do ultimo exon do gene Pfclag9 de
P.falciparum dos isolados dos pacientes P59, P5 e P3 antes e apds panning
previamente selecionados para os receptores P59cpss. P59csa-k1,P59icam-1,

P59, P5cpss, P5,PSicam-1.

Em (B): o isolado do paciente, P3icam-1, P3csa, P3cpss, P3, PScsa-k1, cepas
3D7 e Dd2 de P. falciparum, e 0 (-) RT de cada amostra e controle negativo
(CN). O peso molecular corresponde a 100 pares de base (pb).

As avaliacdes das medidas de expressdo do gene Pfclag9 foram realizadas juntamente
com a de expressdo de genes normalizadores, ou constitutivos, a saber, 0 gene Seryl-tRNA
synthetase (SER), actina (ACT) e Fructose biphosphate aldolase (FRUT), o perfil de cada
curva correspondente a dissociacdo de cada regido analisada dos genes. Os graficos foram
gerados pelo Software da Applied Biosystems. Foi avaliada a presenca de um pico em todos

0s ensaios 0 que indica uma amplificacdo especifica de cada amplicon e auséncia de dimeros

ou produtos inespecificos.



82

Foi preparada curva com as dilui¢Oes seriadas, a partir de amostras de cDNA
da cepa de referéncia 3D7 de P. falciparum no estagio de trofozoitos maduro e
esquizontes, resultando em diferentes concentragcdes de cDNA. Os resultados dos Cts
podem ser obtidos em um grafico com os resultados para a escolha da melhor

concentragdo, entre os oligosnucleotideos testados.

Avaliamos a regressdo linear da reta com o objetivo de obter a eficiéncia da
PCR para cada gene, através da obtencdo do coeficiente angular de acordo com a
equacdo: E10(-1/slope). Nesta equacdo, o slope corresponde a inclinacdo da reta
obtida quando se analisa a variacdo do Ct dos transcritos alvo e normalizador em
funcdo log de diferentes concentracfes de cDNA do Pfclag9 nas concentragfes
finais. Os ensaios foram realizados para cada regido do gene Pfclag9 (exon 8 e exon

9) e os normalizadores.

Foi observada a eficiéncia durante o estudo da expressédo, pois o objetivo é
obter dados confiaveis, uma vez que as reacées da PCR podem obter eficiéncia de
100%, como se deseja. Observamos a relacdo entre a concentracdo do cDNA e o0s
valores de Ct (figura 17 (A) e (B).

Standard Curve

Cr

Quantity

B standard - Unknown Unknown (Flagged)

Figura 17 (A) e (B) pExon: Slope: -3.32, eficiéncia % 98,7, R*: 0,99.
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Standard Curve
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Cr
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26,0
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240 1
235
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Quantity

e
. Standard . Unknown ! Unknown (Flagged)

(B) UExon: Slope: -3.32, eficiéncia % 99,4, R2:0,99

Figura 17 (A) e (B): Curva padrdo para
determinacdo da eficiéncia dos iniciadores
referente (A) ao ultimo exon (pExon 8) do gene
Pfclag9. (B) pendltimo exon (UExon 9) do gene
Pfclag9, que foi gerado pelo Software 7500 SDS
(Applied Biosystems)versdo 2.01.

Para os ensaios do quantitativo PCR em tempo real apos transcricdo reversa
(RTgPCR) foram previamente testados 5 pares de iniciadores, para as regides do
exon 8 e 9 do gene Pfclag9 e escolnemos os que apresentaram eficiéncia satisfatoria
de 1 (x0.02) dos quais selecionamos para avaliar a expressdao das regibes do gene
Pfclag9 do ultimo exon 9 com eficiéncia de 99.4% e penultimo exon 8 com
eficiéncia de 98,7% (tabela 11).
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Tabela 11: Valores de inclinagdo da curva (Slope),
coeficiente de determinacdo (R?) e eficiéncia de cada
iniciador selecionado para o estudo do gene Pfclag9.

Codigo R’ Slope Eficiéncia
Mclag9 0.97 -3.49 96,7%
pExon8 0.9 -3.32 98,7%
Nclag9 0.98 -3.273 95,0%
Bclag9 0.98 -3.29 96,0%
UExon9  0.99 -3.32 99.4%

Abreviacdes: Mclag9, Nclag9, Nclag9 e Uxon 9 codigo de
identificagdo dos iniciadores correspondentes ao exon nove e
Bclag9, pExon 8 correspondem a regido do exon 8 do gene de

interesse.

Foram selecionados trés controles, 0s genes constitutivos cuja identificacéo

de acesso corresponde: Seryl-tRNA Synthetase, (PFO7_0073), Fructose biphosfatase
aldolase (PF14_0425) e actina (PFL2215W) e observamos suas eficiéncias que

corresponderam a aproximadamente 99% tabela 12.
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Tabela 12: Valores de inclinagéo da curva (slope), coeficiente de determinacéo
(R2) e eficiéncia da cada oligonucleotideo selecionado para o estudo como gene
constitutivo.

ID Acesso R2 Slope Eficiéncia
Seryl 0.98 -3,32 99,8%
Fructose 0.99 -3,32 99,0%
Actina 0.99 -3,33 99,6%

Abreviacdes: Seryl = Seryl-tRNA synthetase, Fructose biphosfatase aldolase (FRUT)
e Actina (ACT).

Os resultados mostraram que a metodologia permite medir a expressdo do
gene Pfclag9 entre os isolados e as linhagens dos isolados selecionados, permitindo a

analise comparativa da expressdo quantitativa.

4.5.1. Comparacao da expressao relativa do gene Pfclag9 em linhagens dos

isolados em relacéo a cepa 3D7 de P. falciparum.

As comparacOes entre a expressdo do gene Pfclag9 na cepa controle 3D7
foram em seguida utilizadas para realizar as medidas comparativas da expressdo
entre os isolados naturais e as linhagens dos isolados apds panning. Quando
observadas entre 0s grupos apos selecdo (panning) ndo houve alteracdo na expressdo
do gene Pfclag9. Os dados estdo apresentados como meédia + desvio padrdo e 0s

dados séo representativos de quatro ensaios independentes (n=12), tabela 13.
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Tabela 13: Quantificacéo relativa do gene Pfclag9 nas cepas 3D7, Dd2 de
P. falciparum (comparado com gene Seryl-tRNA synthetase).

Cepa/ Origem X Ct gene RQ*®(2 Y
Pfclag9 SER

3D7 Clone do 27.90° 29.30° 1.2*

NF54/MR4 (£0.2)° (£05)

3D7cpss 28,18 30,12 0.97
(£0.1) (£0.2)

3D7csa 28,55 31,45 0.54
(£0.07) (£0.2)

3D7 icam1 28,18 28,42 0.84
(x0.1) (x0.5)

Dd2 Indochina 27.70 26.11 1.0
(£0.1) (£0.4)

Dd2cpss 29.74 30.68 0.66
(£0.1) (£ 0.5)

Dd2¢csa 28.04 31.99 0.60
(£0.1) (£0.2)

Dd2 cam-1 30.87 30.4 0.51
(+0.1) (0 £0.5)

& = Corresponde a média dos Threshold cycle — (Ct) da re%iéoddo altimo exon do

gene Pfclag9 no estagio trofozoitos pos invasao (pi) 20h,

e

+ DP, ¢ — média

dos Ct da regido do pentltimo exon, ®=(RQ) quantificacdo relativa pelo método
27 AACt ' Seryl tRNA synthetase (controle enddgeno).
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4.5.2 Quantificacéo relativa (RQ) da expressdo do gene Pfclag9 nos isolados dos
pacientes P3, P5, P59 de P. falciparum relativo aos genes de referéncia Seryl-
tRNA Sintetase (SER), Actina (ACT) e Frutose biphosphatase aldolase (FRUT).

A medida da expresséo do gene Pfclag9 (exon 9), normalizado pela expresséo
relativa dos genes constitutivos Seryl-tRNA synthetase (SER), Actina (ACT) e
Frutose biphosphatase aldolase (FRUT) da cepa 3D7 e do isolado do paciente P3 de
P. falciparum é representada na figura 18 e figura 19.

Neste experimento foi utilizado o método delta e delta Ct (2*°"), os dados
foram gerados utilizando amostras em triplicatas em quatro experimentos
independentes. Entre os grupos com trofozoitos maduros apés invasdo, em condi¢fes
de cultivo sem selecdo e o grupo das linhagens dos isolados selecionados apds

panning nos receptores CHOcsa-k1, CHOicam-1 € CHOcpss.

Cepa de referéncia 3D7 de P. falciparum

W Uexon

pExon

RQ Pfelag9

Trof

CSA ICAM CD
SER

Trof CSA ICAM CD36

ACT

Trof CS ICAM CD36

FRUT

Figura 18: Quantificacdo relativa do gene Pfclag9 que foi realizada no
estagio de trofozoitos maduros em condicdes de culturas in vitro, cepa 3D7
de P. falciparum e comparamos com as linhagens selecionadas apds
panning para os respectivos receptores CHOcsa-x1, CHO\cam-1 € CHOcpss,
os ensaios do quantitativo PCR em tempo real relativo aos genes
normalizadores Seryl-tRNA Synthetase, actina (ACT) e Fructose
biphosfatase aldolase (FRUT). Utilizamos o método 2*“T e os ensaios
foram repetidos em 4 experimentos independentes em triplicatas + Desvio
padréo.
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Apresentamos os dados sobre os ensaios realizados com os isolados e as

linhagens isoladas dos pacientes P3, P5 e P59 de P. falciparum que apresentaram o
mesmo padréo de expressao entre o exon 8 e 9. (figura 19 (A), (B) e (C)

RO Pfelag9

A
. Isolado P3 de P falciparum
25 -
i 15 A
& B Uexon
[ 1
Q: ] [ H [ } ﬁ[ i} .
05 - {
0 = L
05 | Trof CSA ICAM CD36| Trof CSA ICAM CD$6 Trof CSA ICAM CD36
SER ACT FRUT
B

Isolado P35 de P. falciparum

EUExon

EpExon

Trof CSA ICAM CD36 POST CSA ICAMCD36/P0ST CSA ICAM CD36
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35

25

15

05

ROPfeiagd

-0,5

|

Isolado P39 de P. falciparum

iH{H IHHH HHI I

Trof CSA ICAM CD36 | Trof CSA ICAM CD36 | Trof CSA ICAM CD36

SER ACT FRUT

BUexon

pExon

Figura 19 (A), (B) e (C): Quantificacéo relativa do gene
Pfclag9 que foi realizada no estagio de trofozoitos
maduros em condi¢bes de culturas in vitro, pos-invaséo,
que foram coletados sem selecédo do isolado P3, P5 e P59
de P. falciparum e suas linhagens isoladas previamente
selecionadas ap0s panning para os receptores CHOcsa-k1,
CHOicam1 € CHOcpss, realizamos os ensaios do
guantitativo PCR tempo real, relativo aos genes
normalizadores Seryl-tRNA synthetase, Actina (ACT) e
Fructose biphosfatase aldolase (FRUT). Utilizamos o
método 2°*“T e os ensaios foram repetidos em quatro
experimentos independentes em triplicatas, os dados das
amostras analisadas a partir das médias e + Desvio padrao,
mostraram baixa expressdo relativa do gene Pfclag9
quando comparados entre as regides do exon 8 e 9.

A quantificacdo do gene Pfclag9 por quantitativo PCR apds transcrigdo

reversa mostrou baixos niveis de expressdo desse gene nessas condigcdes tanto na

cepa de referéncia 3D7 quando comparada com as que sofreram panning para 0s

respectivos receptores de interesse.

O mesmo ensaio foi testado entre as linhagens isoladas de pacientes que

foram previamente selecionados durante o cultivo, para um receptor especifico ou

preferencial ap6s o panning e a expressdo do transcrito clag9 diminuem apos o

panning. Os dados foram apresentados com * desvio padrdo da média e os dados sao

representativos de quatro ensaios independentes (n=12). A expressdo do gene
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Pfclag9 foi observada somente no estagio de trofozoito maduro do isolado do
paciente P3, P5, P59 e da cepa 3D7 de P. falciparum. Os ensaios da PCR
quantitativo em tempo real (RTgPCR) foram realizados para a regido do exon 8
(penultimo exon) e exon 9 (Gltimo exon) do gene Pfclag9 (Figura 20 (A) e (B).

Eporf PFII730Welag?

Centromero 1w 15w 20w 25W

T elmera (var, rifin, Stevor

EX®108ph) U (100ph)

59T 59CD36 S9CSA S9ICAM 59T 59CD36 S9CSA 59ICAM

M Uexon M SER M pExon M ACT
T T . s

l..-.'.- - -!-n .!"'- -

M Uexon M FRUT M pExon M C++C-C+

Figura 20 (A): Mapeamento da regido do cromossomo 9
(NACER et al, 2011 adaptada). Em (B) Confirmacdo do
tamanho dos fragmentos dos produtos da PCR das regifes do
gene Pfclag9 do isolado P59 e sub isolados P59,cam, P59csa €
P59¢p3s, gel agarose 2% corado com brometo de etidio,
avaliamos cada amostra independente em relacdo a cada
controle enddgeno, na sequéncia marcador de peso molecular de
100pb (M) e as regibes do gene, os fragmentos correspondem
aos esperados, no penultimo exon (108pb), dltimo exon (100pb),
actina (ACT-160pb), Seryl tRNA synthetase (SER-158pb) e
fructose biphosphatase aldolase (FRUT-167 pb), controles
positivos cepa de referéncia 3D7, Dd2 no estagio de trofozoitos
maduros, mix (controle negativo) e cepa 3D7 no estagio de
esquizontes.
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Em sintese, foi possivel verificar que a expressdao do gene Pfclag9 nas
linhagens analisadas derivadas dos isolados com especificidade aos diferentes
receptores ndo apresentou alteragdo da expressao relativa do gene de interesse, ndo
havendo, portanto, indugdo de maior ou menor expresséo do gene Pfclag9
correlacionado a especificidade citoaderente do respectivo parasito.

4.6. Andlise de fungdes dos produtos do gene Pfclag9 no desenvolvimento de

respostas imunes.

Grupos da Australia tinham previamente pesquisado onze peptideos sintéticos
correspondentes a regido com 119 aminoacidos (11 peptideos sobrepostos entre as
posicdes 1046 — 1165) entre dois putative dominios transmembrana do clag9, dos
quais foram relacionados a resposta protetora humoral. (TRENHOLME et al., 2005)

4.6.1. Estrutura dos peptideos sintéticos representando ou contendo epitopes B
potenciais do gene Pfclag9

Os peptideos sintético foram definidos a partir das analises bioinformaticas da
sequéncia identificada PlasmoDB de (ID PFI1730w) e NCBI (Gl: 167963009).
Foram selecionados trés peptideos denominados A, B e C utilizados nesta etapa cujas

sequéncias e posicdes na molécula sdo mostradas na (figura 21).

50 aa

59 01QGTYFSHRRNDDVSMNNIFMENVE KN YSKMSQADREKE IE{ESIG.SM;:

Peph
PepB

gPepC

Figura 21: Peptideo A correspondendo a uma regido de 32 aminoéacidos
entre os residuos 728 - 760, peptideo B regido com 43 aminoacidos entre 0s
residuos 901- 944, peptideo C regido com 56 aminoacidos entre os residuos

1284 - 1340 da proteina CLAG9.



92

4.6.2. Avaliacdo de anti-PfCLAGY9 no soro de pacientes sintomaticos e
portadores assintomaticos de parasitos da malaria

Foram realizados testes de ELISA para verificar se a presenca de anticorpos
contra peptideos representando epitopos lineares de CLAGY, descritos em pacientes
semimunes e imunes & malaria falciparum em Papua Nova Guiné (TRENHOLME et
al., 2005) poderia ser observada também nos pacientes da regido de Porto Velho -
Ronddnia (PVH). Observou-se que, elevados titulos de anticorpos contra os
peptideos sintéticos A, B e C correspondentes a diferentes regides da proteina CLAG
eram observados em pacientes portadores assintomaticos de P. falciparum (figura 21
e tabela 14).

Observamos, entretanto, igualmente, a principio utilizando para controle
alguns soros de pacientes com malaria vivax e, em seguida, utilizando amostras
representativas de soros de pacientes com malaria vivax sintomaticos e em
portadores assintomaticos de P. vivax, que anticorpos anti CLAG9 de P. falciparum
eram encontrados em pacientes com formas clinicas de malaria vivax e, em pacientes

portadores assintomaticos do parasito.

Embora anticorpos anti CLAG9 fossem detectados em ambos, tanto pacientes
clinicos quanto portadores assintomaticos de parasitos, verificou-se que o indice de
reatividade (IR) em portadores assintomaticos era 1,5 a 3 vezes maior do que em
pacientes com formas clinicas, tanto de malaria falciparum como de malaria vivax.
(figuras 22 e tabela 14).



93

100

(%)
(%)

m>25
|s25
o<1

50

20

10

Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos
PvSymp PvAsymp Pv Symp PvAsymp Neg | Pos | Neg ! Pos

PfMSP1-19 (p-value = 0.1130) PVMSP1-19 PvAsymp
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PepC (p-value < 0.0001)

Figura 22: Frequéncia e niveis de anticorpos contra PFCLAGY e contra proteinas
recombinante de MSP1;, em pacientes sintomaticos e assintomaticos de P.
falciparum. Os valores negativos (RI < 1) e positivos (RI > 1). Os dados foram
analisados utilizando teste exato de Fisher. P. vivax Symp: Pacientes portadores de
infeccdo sintomatica por P. vivax; Pv Asymp: Pacientes portadores assintomaticos
por maléria vivax.

Para verificar se a presenca de anticorpos anti-CLAGY9, em pacientes da
malaria vivax fosse devido a infeccdes passados de malaria falciparum, realizamos
igualmente o teste de ELISA com os antigenos recombinantes MSP-114 de P. vivax e

P. falciparum. Os resultados s&o mostrados na figura 23 e na tabela 15.

Os resultados obtidos demonstram que apenas 25 (n=115) apresentaram
resposta para PfMSPi..9. A diferenca entre as médias dos assintomaticos e
sintomaticos foi estatisticamente ndo significante pelo teste de Mann-Whitney U (p =
0,0579). Assim como nos peptideos sintéticos, as médias foram maiores em

assintomaticos.

O mesmo perfil ndo foi observado entre as amostras portadoras de P.
falciparum, onde 46 (n=110) apresentaram resultados positivos para uma infec¢do
prévia, sem que houvesse uma diferenca estatisticamente diferente (p = 0,1361) entre

amostras sintomaticas e assintomaticas.
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Em todas as andlises, h&d uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
quando comparamos 0s resultados obtidos entre as amostras assintomaticas e
sintométicas. Os dados demonstraram que a reatividade dos peptideos A, B e C séo
maiores em pacientes portadores assintomaticos quando comparados com portadores
sintométicos (p<0,05), exceto em pacientes portadores de P. falciparum com relacéo
ao peptideo A, que apresenta média menor.

4.7. Especificidade da resposta humoral contra CLAG9

Considerando a existéncia de malaria vivax e falciparum na area endémica
dos pacientes estudados, € possivel que a reatividade contra o antigeno de P.
falciparum observado em pacientes de malaria vivax representasse resposta imune a

infeccOes precedentes nos mesmos pacientes.

Essa eventualidade foi investigada com a pesquisa de anticorpos contra o
antigeno MSP1, em particular contra o fragmento 19 kDa de ambas as moléculas
MSP1.9 de P. falciparum e de P. vivax, bastante estudados entre pesquisadores

interessados na producdo de vacinas contra malaria.

Verificamos, entretanto que nas tabelas 14 e 15 apenas uma peguena minoria
de pacientes portadores assintomaticos de P. vivax apresentava reacdo positiva de
anticorpos contra MSP1-19 de P. falciparum e que, nesse caso, os valores de indice
de reatividade (RI) no soro dos pacientes positivos para os dois antigenos, era
particularmente elevado contra o peptideo B de PFCLAG9Y (figuras 23 (A) e (B) e
figuras 24 (A) e (B).
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Figura 23: (A) e (B) Analise dos anticorpos contra os peptideos sintéticos A, B e C
correspondentes a diferentes regibes da proteina PfCLAGY9 e contra proteinas
recombinante de PvMSP1-19 em pacientes sintomaticos (sint.) e assintomaticos
(Assint.) de P. falciparum. Os valores negativos (RI < 1) e positivos (RI > 1). Os
dados foram analisados utilizando amostras de pacientes N= 47/42 Pep A, N= 47/41
Pep B, N=47/44 Pep C. Para 0s Assint. N= 68/64 Pep A, 68/68 Pep B e Pep C 68/66,

N= 68/29 PvMSP1-19. As barras mostram a média e o DP das amostras analisadas.
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Peps CLAGY/P.vivax sint.
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Figura 24: Analise dos anticorpos contra os peptideos sintéticos A, B e C
correspondentes a diferentes regibes da proteina PfCLAGY9 e contra proteinas
recombinante de MSP1-19 em pacientes sintomaticos (Sint.) e assintomaticos
(Assint.) de P. vivax. Os valores negativos (RI < 1) e positivos (RI > 1). Os dados
foram analisados utilizando amostras de pacientes sint. N= 76/33 Pep A, N= 76/46
Pep B, N= 76/32 Pep C, N= 76/16 PfMSP 1-19 e N= 76/56 PvMSP1-19. Para 0s
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Assint. N= 63/52 Pep A, 63/56 Pep B e Pep C 63/57, e N= 63/9 PfMSP 1-19 N=
63/59 PVYMSP1-19. As barras mostram a média e o DP das amostras analisadas.
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Tabela 14: Reatividade dos soros nos ensaios de ELISA com P. falciparum e P. vivax sintomaticos e assintomaticos
contra os peptideos A, B e C do CLAG9. Os valores de p sdo mostrados utilizando teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney U.
Né&o paramétrico
P. falciparum P. vivax
Teste Mann-Whitney
. Grupo de 95% °ClI 95% °ClI
beptigeos N Média Valor N media Valor de p
Pacientes Abaixo Acima P Abaixo Acima
’Sint 42 5.494 4.630 6.357 33 1.978 1.527 2.430
0.0004 0.0001
A Assint 64 3.747 3.101 4.392 52 3.872 3.368 4.375
Total 106 4.439 3.903 4.975 85 3.137 2.735 3.538
Sint 41  6.055 4.982 7.128 46 1.963 1.672 2.255
0.0094 0.0001
B Assint 68 7.940 7.052 8.829 56 5.745 4.647 6.842
Total 109 7.231 6.534 7.928 102 4.039 3.327 4.752
Sint 44 2.667 2.165 3.169 32 1.384 1.154 1.614
0.0141 0.0001
C Assint 66 3.718 3.113 4.324 57 2.687 2.276 3.099
Total 110 3.298 2.877 3.729 89 2219 1.916 2.522

Abreviacdes: 2 Sint: sintomaticos, PAssint: assintomaticos, ¢ Cl, Intervalo de confiancga, peptideos sintéticos da proteina
PfCLAG9 Pep A, Pep B, Pep C, PfMSP1-,9 PvMSP1-14 Proteina de Superficie de Merozoito de P. falciparum e P. vivax

respectivamente.
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Tabela 15: Reatividade dos soros de pacientes de P. falciparum e P. vivax sintomaticos e assintomaticos contra antigenos
recombinantes de MSP1.;o de ambos os parasitas Os valores de p sdo mostrados utilizando teste ndo paramétrico de

Mann-Whitney U. Os valores positivos (RI > 1).

Né&o paramétrico

P. falciparum P. vivax
Teste Mann-Whitney
, L - c Valor L - c
Peptideos Grupos N Media 95% “ClI dep N Média 95% “Cl Valor de p
’Sint - - - - - 16  2.598 1.819 3.376
0.0579
PfMSP1-5 °Assint - - - - - 9  3.604 2.957 4.252
Total - - - - - 25 296 2.404 3.516
Sint 17 2.287 1.586 2.988 56 3.068 2.591 3.545 0.2513
0.1361
PvMSP1-;4 Assint 29 2.767 2.271 3.262 59 2.556 2.231 2.880
Total 46 2.589 2.194 2.985 115 2.805 2.520 3.090

Abreviacdes: 2Sint: sintométicos, "Assint: assintomaticos, °Cl, Intervalo de confidéncia, MSP1-13 PvMSP1-14 Proteina
de Superficie de Merozoito de P. falciparum e P. vivax respectivamente.
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4.8. Bases moleculares da reacéo cruzada de anticorpos contra PfCLAG9

Para investigar uma base molecular na reagdo cruzada de anticorpos anti PFCLAG9
no soro de pacientes de malaria por P.vivax procedemos com a pesquisa em bancos de
dados de antigenos de Plasmodium e verificamos que, os peptideos sintéticos A, B e C
apresentavam sequéncias com alto grau de similaridade com as regides correspondentes
de antigenos PVCLAG7 e PVCLAGS de P. vivax, a identidade chegando a niveis de 84%
no peptideo B de PFCLAGY9. PvCLAG7 pode assim ser considerado ortologo P. vivax de
PfCLAGO (figura 25).

Similarity: 27 is 77,14 %

300 320

Similarity: 38 is 84.44 %

1290 1300 1310

Similarity: 35 is 74,44 % Similarity: 23 is 50.00 %

A B

Figura 25: Similaridade entre as sequéncias dos peptideos sintéticos A, B e C das
regibes da proteina PFCLAG9 comparando com as regides correspondentes do
PVCLAG?7 localizado no cromossomo 7 (A) e CLAGS localizado no cromossomo 8

(B).

4.9. Reatividade cruzada de anticorpos murinos induzidos por peptideos sintéticos
de PFCLAGS9 contra alvos moleculares nos eritrécitos infectados por P. falciparum

ou P. vivax.

Para determinar se a reatividade cruzada observada com soros humanos
provinha da mesma populacdo de anticorpos ou de populacdes diferentes procedeu-se a
imunizacdo de camundongos BALB/c contra os peptideos sintéticos A, B e C da proteina
PfCLAGY9. Como pode ser observado na (figura 26 B/D), os anticorpos murinos anti
peptideo B reconhecem epitopos nos trofozoitos maduros (figura 26 A/C) e equizontes
tanto de P. falciparum quanto de P. vivax e de (B/D), enquanto eritrécitos ndo infectados

ndo sdo reconhecidos. Cabe ressaltar que a imunofluorescencia foi conduzida na presenca
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de baixas concentracbes de Tween 20 tornando impossivel concluir se 0s epitopos

reconhecidos sdo de fato expostos na superficie dos eritrocitos infectados ou na parte

interna.

. .

Figura 26: Imunofluorescéncia indireta utilizando soro policlonal de
camundongos BALB/c imunizados contra peptideo sintético B da proteina
PfCLAGY9 e “goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488” nos trofozoitos e
esquizontes de P. vivax (A/C), P. falciparum (B/D), controles negativos
eritrocitos ndo infectados de P. vivax e P. falciparum (E/F).
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5. DISCUSSAO
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A denominacédo clag (cytoadherence-linked asexual gene) foi utilizada na década de
noventa do século passado por autores australianos (SHIRLEY et al., 1990) para identificar a
mutacdo de um suposto gene de Plasmodium falciparum em linhagens isoladas em cultura,
responsavel pela falha na aderéncia ao receptor endotelial CD36. A ndo aderéncia a CD36,
entretanto, mostrou-se relacionada a uma delecdo do isolado D10 da regido sub-telomérica do

Cromossomo nove.

A estrutura particular do gene clag e as homologias observadas nas analises das
sequéncias nucleotidicas de varios isolados de P. falciparum em particular, da cepa 3D7,
permitiram rapidamente a descri¢do de outros genes da familia clag, identificados no genoma de
P. falciparum. Por outro lado, a identificacdo de genes da familia clag em parasitos da malaria
de roedores (KANEKO et al., 2001, LING et al., 2004) permitiu a descoberta da localizacéo das
proteinas CLAG nas roptrias dos merozoitos, em associacdo com o complexo das proteinas da
familia RhopH1 (COMEAUX et al., 2011; KANEKO et al., 2007).

Os estudos com plasmodios de roedores, nos quais ndo se observa a citoaderéncia e
resultados experimentais com P. falciparum de varios laboratorios, criaram ddvidas sobre a

funcéo da citoaderéncia atribuida ao produto do gene Pfclag9 (LING et al., 2004).

A observacdo das sequéncias altamente conservadas observada no presente estudo, na
regido do exon 9 do gene Pfclag9 correspondente a 63 aminoacidos (189pb) nos isolados de P.
falciparum dos pacientes e suas linhagens selecionadas (figura 12 e 13), concordam com o
estudo de (MANSKI-NANKERVIS et al.,, 2000), que observou elevada conservacdo nos

isolados de varias localidades.

Estudos mais recentes demonstraram, finalmente, que a auséncia de citoaderéncia do
isolado D10 portadores da delecdo depende de outro(s) gene(s) da regido deletada e ndo de
Pfclag9 (COMEAUX et al., 2011; NACER et al., 2011).

Partindo da premissa que estes estudos tenham afastado a proposi¢do original
atribuindo ao produto do gene Pfclag9 de constituir uma molécula citoaderente ao receptor
endotelial CD36, ndo eliminam uma possivel participacdo indireta no(s) processo(s) geral (is)
relacionado(s) a citoaderéncia da cepa 3D7 (figural?7) ou isolados de campo P3, P5 e P59
(figura 18). Assim, um dos objetivos no presente trabalho foi o de examinar em amostras
isoladas de pacientes a possibilidade do envolvimento do gene Pfclag9 nesse processo medindo

sua transcricao diferencial em linhagens com perfis de citoaderéncia diferentes.
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O estudo de GOEL et al (2010), por exemplo, conduziu por um lado & demonstracéo
da localizagdo final da proteina CLAG9 na membrana do eritrocito infectado por estagios
trofozoitos maduros e esquizontes do P.falciparum. O estudo revelou que as extremidades C ou
N terminais da molécula ficam expostas ao exterior do eritrocito infectado e, por outro lado, 0s
outores mostram um papel de CLAGY no transporte da proteina variante VAR2CSA até a
membrana do eritrécito parasitado.

Os resultados apreendidos até 0 momento ndo se apresentam como compativeis com
esta interpretacdo. Assim, o préprio GOEL et al (2010) relembram dados de SALANTI et al
(2003) mostrando uma ativacdo da expressdo do gene var2csa nos parasitos citoaderentes a
CSA.

Se CLAGH agisse como chaperona especifica do antigeno variante VAR2CSA, deveria
haver uma maior expressdo do gene Pfclag9 nas linhagens, por nés obtidos, expressando
VAR2CSA e nossos dados demonstraram um expresséo de Pfclag9 equivalente em sub isolados
previamente selecionados para os receptores (tabelas 9 e 10). Entretanto, nosso estudo carece da
afirmacéo se o parasito selecionado para citoaderéncia em CHO-K1 que possui CSA na sua
superficie, de fato ativou var2csa. GOLNITZ et al., (2008) mostraram que parasitos 3D7

selecionados em CHO-K1 néo transcreveram quantidades notaveis de var2csa.

Expressdao de VAR2CSA foi alcancada por outros pelo panning do isolado NF54 em
CSA imobilizado SALANTI et al., (2003) ou por citoaderéncia em células com CSA seguido
por eluicbes com CSA soluvel, por exemplo CARVALHO et al., (2010). Assim sendo, a queda
na transcricdo de Pfclag9 por nos observados neste estudo, (Figuras 17 e 18), pode até
corroborar os dados de Goel porque na auséncia de transcricdo de var2csa esperado

possivelmente para todas nossas linhagens, haveria menor transcricdo de Pfclag9.

Como recentemente demonstrado para CLAG3.1 e CLAG3.2, outro membro da
familia clag, (NGUITRAGOOL et al., (2011), a associacdo da proteina & membrana do globulo
vermelho parasitado estad ligada com funcGes de estabelecimento de canais anidnicos
(Plasmodial Surface Anion Channel) essenciais para a nutricdo do parasito intracelular. Os
nossos resultados sobre a transcri¢cdo do gene Pfclag9 ndo permitem mais afirmacdes além dos
existentes sobre algum papel na remodelacdo do eritrocito parasitado. CLAG9 nédo € essencial

para sobrevida do parasito em cultivo, entretanto, a presenca e a transcricdo do gene em todos 0s
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isolados de campo aqui testados apontam que PfCLAGY possa ter um papel na sobrevida do
parasito no seu hospedeiro natural. Por motivos éticos, ndo foi possivel testar esta hipotese.

Os resultados de nossas pesquisas, relativos ao papel de CLAGY na inducdo de
anticorpos relacionados a imunidade protetora na infeccdo malérica, suscita a possibilidade de
uma nova perspectiva a ser explorada em relacéo a suas funcdes. Esses resultados foram obtidos
em pacientes de Porto Velho — Rond6nia: a presenca de anticorpos contra epitopos B lineares na
proteina CLAG 9, descritos em pacientes imunes e semi imunes de Papua Nova Guiné
(TRENHOLME et al., 2005) e confirmados na Colémbia pela equipe de Patarroyo (MORENO-
PEREZ et al., 2011; PINZON et al., 2010).

Efetivamente, nossas analises sorologicas em amostras de pacientes com malaria
falciparum (tabela 14 e 15) e de portadores assintomaticos de parasitos de P. falciparum em
areas endémicas de Porto Velho confirmam esses resultados, mas, ao mesmo tempo,
demonstram que os anticorpos provavelmente induzidos por PfCLAG9 apresentam reagéo
cruzada (figura 22) contra um antigeno de P.vivax (tabela 14 e figuras 24,25 e 26).

Para investigar uma possivel base molecular da reacdo cruzada de anticorpos anti
PfCLAGY no soro de pacientes de malaria procedemos a pesquisa em bancos de dados de
antigenos de Plasmodium e verificamos que os peptideos sintéticos A, B e C apresentavam
sequéncias com elevado grau de similaridade com as regifes correspondentes de PvCLAG7 e
PvVCLAGS de Plasmodium vivax (figura 25) a identidade chegando a niveis de 84% no peptideo
B de PfCLAGY, PvCLAG7 pode assim ser considerado ortélogo P. vivax de PfCLAG9.

Além disso, o emprego de critérios seletivos rigorosos (LARSEN et al., 2006) para a
definicdo de peptideos sintéticos utilizados como imundgenos para camundongos BALB/c e
para antigeno nas analises soroldgicas de ELISA permitiu medidas dos indices de reatividade
que demonstraram, em soros de pacientes com malaria P. vivax e P. falciparum, que o nivel de
reatividade dos anticorpos com reatividade cruzada sdo 1.5 a 3 vezes maiores que pacientes
portadores assintomaticos de parasitos do que em pacientes com infecc@es clinicas agudas de

ambas as espécies de malarias (tabela 15).

Nossa hipotese é que a reacdo cruzada observada para anticorpos presentes no soro de
pacientes portadores de malaria causada por P. falciparum e P. vivax e nos anti-soros induzidos
em camundongos imunizados com os peptideos sintéticos de PfTCLAGY9 seja devido a

similaridade de estrutura entre as proteinas PFCLAG9 e PVvCLAG?7. Estas seriam homdlogas,
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como anteriormente proposto no estudo MORENO-PEREZ et al (2011) e provavelmente
desempenham funcGes importantes em ambas as espécies do parasito.

Um ponto a ser considerado, uma vez demonstrada a existéncia dessa reagdo cruzada
entre antigenos de parasitos de vivax e falciparum por hip6tese os ortologos PfCLAGY e
PVCLAGY7, é o de saber se ela corresponde um fen6meno comum e sem relevancia ou indicam
um processo importante nas relagfes entre parasitos nas infeccées mistas que sao relativamente

frequentes em area endémica.

Estudos anteriores em Papua New Guinea em pacientes semi-imunes portadores de
infeccOes mistas mostraram que a densidade parasitaria de todas as espécies de Plasmodium
oscilava, nas infec¢bes mistas, dentro de limites e que os picos das infec¢bes com cada espécie
ndo sdo coincidentes (BRUCE et al., 2000, BRUCE & DAY 2003). Os autores propuseram que
a parasitemia da malaria € controlada por um sistema dependente da densidade parasitaria
nesses pacientes que depende de um mecanismo de regulacdo interespecifico envolvendo

antigenos do tipo variante.

A existéncia de sistemas de regulacdo entre espécies diferentes de Plasmodios em
infeccdes mistas foram igualmente sugeridas por Druilhe e seus colaboradores (BOUHAROUN-

TAYOUN et al., 1990) em suas experiéncias de transferéncia passiva de anticorpos protetores.

Assim, a transferéncia passiva de 1gG obtidos de doadores da Africa do Oeste a jovens
tailandeses portadores de infeccGes clinicas por P. falciparum parcialmente resistentes a quinina
resultaram em excelentes quedas imediatas de parasitemia, do nivel de 2 a 3 logs nos 10
pacientes tratados, associada a cura de manifestacdes clinicas da infeccdo mas, em trés deles,
apos essa etapa, verificou-se o aparecimento de uma nova infeccdo malarica, desta vez por

Plasmodium vivax, que progrediu a ponto de exigir o tratamento por cloroquina.

A vigilancia epidemiolégica na prevaléncia de malaria em uma localidade de PVH-
Vila Candelaria em que realizamos uma experiéncia de controle da endemia, baseada no
tratamento dos portadores assintomaticos de P. falciparum, deu-nos na ocasido de observar

fendmenos da mesma natureza que os observados por DRUILHE et al. (1998).

O numero de casos clinicos da malaria falciparum na localidade, apds tratamento dos
21 portadores assintomaticos de P. falciparum, baixou para zero caso mensal, nos 10 meses que

se seguiram ao tratamento, e passaram a 2,1 e 1 nos meses 11, 12 e 13, mas foi possivel
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demonstrar, pela analise de microsatelites que a linhagem de P. falciparum, nesses casos de
infecgdo, era diferente das linhagens circulando anteriormente ao tratamento e idéntica a de uma
paciente gravida, chegada & localidade no més 10 apresentando gametdcitos de P. falciparum no
sangue e que nao recebera tratamento contra os mesmos. (TADA et al, 2007, 2012)

Observou-se, entretanto, que o nimero de casos clinicos da malaria vivax, a partir do
més 12 e durante todo ano seguinte aumentou de 53 (no ano do tratamento) para 104 no ano
sequinte (TADA et al., 2007, 2012).

Ambas as observagdes, podem-se explicar pela eliminagdo de um “sinal inibitorio”
produzido pelos parasitos falciparum de uma infeccdo assintomatica, depois tratada (Vila
Candeléria) ou quiescente, depois eliminada por anticorpos protetores (Tailandia). Uma vez
eliminado o sinal inibitério, os parasitos de P. vivax, originarios de hipnozoitos ou de infecgéo
quiescente séo livres para multiplicar-se. Obviamente isso pode implicar que anticorpos anti-
CLAGS9 séo de curta duragé@o que deve ser avaliado por outros estudos AKPOGHENETA et al.,
(2008)

Essas e outras observacdes indicam a existéncia de interac6es afetando a densidade de
populacdes de parasitos de uma ou outras das espécies presentes em infec¢fes mistas, mas até o
presente ndo houve proposicao convincente de mecanismos responsaveis por estas interagdes.
Pode-se especular que um fator inibidor negativo produzido por uma espécie ocasionalmente
dominante traria vantagem a ela para evitar competicao por fatores nutritivos a serem obtidos a
partir do hospedeiro, alem de possiveis efeitos deletérios sobre o hospedeiro que reverteriam

finalmente também contra ela.

Poderia este hipotético inibidor, ser de natureza imunoldgica? Isto é, envolvendo a
participacdo do hospedeiro no processo competitivo? Os autores do trabalho em Papua New
Guinea propuseram que o controle da densidade das populacdes seria realizado por antigenos

variantes secretados por um e outro dos parasitos em contato (BRUCE & DAY, 2003).

Nossos resultados favorecem a hipdtese de antigeno variante, mas ndo como inibidor
direto do parasito. O inibidor seria hospedeiro dependente e representado pelos anticorpos
elaborados por inducdo de um dos parasitos e capazes de inibir o outro ou a si proprio como

verdadeiro anticorpo protetor.
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O direcionamento do processo inibitorio dependeria da cinética e da frequéncia das
infeccOes alternativas ou concomitantes com 0 mesmo ou outro parasito. O processo de
interacdo entre as duas populagdes de parasito poder-se-ia desenvolver em resumo nas seguintes

etapas:

(1) na(s) primeira(s) infecgdes dar-se-ia a sensibilizagdo e ativagdo da producéo de
anticorpos contra PFCLAG9 (infeccdo P. falciparum) ou PvCLAG7 (infeccdo P.vivax) que sdo
proteinas ort6logas (MORENO-PEREZ et al., 2011 e estudo atual);

(i) a maior imunogenicidade de PfCLAGY daria a P. falciparum uma vantagem
seletiva para inibir parasitos de P.vivax oriundos de uma primo infeccdo ou de uma infeccao

secundaria por recaida.
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6. CONCLUSOES
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O conjunto de observagdes e resultados de ensaios realizados, visando a contribuigéo
com o estudo das funcdes da proteina CLAGY de Plasmodium falciparum nos leva as seguintes

considerac0es finais:

A quantificacdo da expressao do gene Pfclag9 realizada por PCR em tempo real, em
isolados naturais e nas linhagens de parasitos de P. falciparum selecionados por panning para
obter populacBes homogéneas de parasitos com propriedade de citoaderéncia especifica a um
dos receptores endoteliais ICAM-1, CD36 e CSA ndo mostrou elevado nivel de expressdo do
gene Pfclag9 em nenhumas das populacdes isoladas ou qualquer relagdo quantitativa, nesse
sentido, qualquer relagdo indireta com a citoaderéncia.

As sequéncias obtidas dos clones dos isolados dos pacientes com P. falciparum
apresentaram uma estrutura muito conservada e semelhante na regido analisada do gene
Pfclag9.

As analises por microscopia de fluorescéncia revelam a existéncia, nos parasitos de P.
vivax de moléculas que reagem com os anticorpos de camundongos induzidas pela imunizacao
com peptideos sintéticos de PfCLAGY. Apos andlise utilizando ferramentas da bioinformatica
comparativa das sequéncias de genes clag de P. falciparum e P. vivax foi proposto a hipotese de
que a molécula relativa nos parasitos vivax é a proteina CLAG7. Esse fendmeno explicaria a
reacao cruzada observada em anticorpos presentes nos soros de pacientes com malaria causada

por P. falciparum e P. vivax em particular os portadores assintomaticos de parasitos.

A observacdo da reatividade cruzada dos anticorpos contra CLAG9 de P falciparum e
anticorpos presentes no soro de pacientes com P. vivax, em particular portadores assintomaticos
de parasitos, sugere a hipotese de participacdo desses elementos da familia clag e dos anticorpos
por eles induzidos no processo de regulacdo das interacdes entre plasmddios de diferentes

espécies nas infeccBes mistas que exigem estudos complementares para seu esclarecimento.
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Av. Guaporé, 215, Bairro Lagoa
Porto Velho — RO. CEP.: 76812-329
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TEMA: Estudos sobre o envolvimento de clag9 (cytoadherence linked asexual gene)
durante a remodelacdo do eritrécito infectado com Plasmodium falciparum e sua
participacdo no desenvolvimento da imunidade em malaria.

Eu,

Este trabalho tem como a justificativa o Estudo sobre o envolvimento de clag9 durante a
remodelacdo do eritrocito infectado com Plasmodium falciparum e sua participagdo no
desenvolvimento da imunidade em malaria. Tendo como objetivos o isolamento de cepas
selvagens de malaria e averiguar a possibilidade de isolae cepas e quantificar a expressao
do gene de interesse.

Com a sua autorizacdo iremos efetuar a coleta de sangue e determinar a espécie de
malaria, todos 0s exames realizados serdo de graca. Este procedimento podera resultar em
algum desconforto, j& que para tanto, serd necessario a coleta de sangue a partir da pungéo
venosa (15 mL de sangue), ou digital (duas gotas de sangue). No entanto também lhe trara
beneficios, pois seras acompanhado por uma equipe de médicos.

A participacdo é voluntaria. Isto quer dizer que vocé tem todo o direito de ndo participar
deste estudo e retirar 0 seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, e isto ndo trara
nenhum prejuizo, e que tera garantido o seu tratamento, conforme a rotina do servico de
saude local.

Pela participacdo neste estudo, vocé nao recebera nenhum tipo de pagamento.

Os dados informados pelo paciente serdo mantidos em absoluto sigilo e os resultados
obtidos neste estudo poderdo ser utilizados para trabalhos cientificos, visando a melhoria
das condicBes de saude da comunidade, e autorizo a publicagdo dos mesmos.

O resultado sera entregue ao paciente, e em caso positivo, 0 mesmo tratado e
acompanhado, ou encaminhado ao servico médico local para melhor acompanhamento.
Entendi o que me foi explicado sobre o estudo e concordo de livre e espontanea vontade,
participar como voluntario (a) deste estudo realizado no CEPEM, estou ciente que o
estudo se faz necessario para avaliar as possiveis causas da doenca denominada malaria
causada por Plasmodium na regido endémica de Porto Velho — Rondb6nia. O estudo
compreendera exame médico, exame de malaria e amostras criopreservadas no
biorrepositorio.

(Assinatura do participante ou responsavel)

Data: ....... T Lo,

(Responsavel pelo Estudo)/ (Nome da testemunha ou responsavel).

(1mpressao digital )



128

ANEXO II



129

NSk EM 4,
; . SN T,
Projeto Estudos sobre o envolvimento de c/ag9 ‘jt"‘ Z
(cytoadherence linked asexual gene) durante a remodelacio S e e ———
PR ; , ZUEFEINIE
do eritrécito infectado com Plasmodium falciparum e sua B Y £
participacao no desenvolvimento da imunidade em 0y nygaS
malaria-

FORMULARIO INDIVIDUAL

1-Dados pessoais:

Registro ___ . __ . Data: / /
Nome:

Enderecgo:

Telefone p/ Contato: N°. FNS: .Moradia
Dt. Nasc.. Idade: Grau de Instrucéao
Naturalidade: Estado: Procedéncia : (Ultimo local de
moradia) Tempo em Rondénia:

Tempo no endereco atual: anos meses

Sexo: J Fem O Masc.

Ocupacao principal: Ocasional

Renda Familiar, ; N° de Membros na familia

Agua: O Poco amazonas O Pogo artesiano  CAERD; Esgoto: 0 Fossa O Tratado
Tempo de permanéncia na area endémica: Anos Meses:

Historico familiar com malaria

Malaria atual:

Método(s) usado p/ o diagnéstico:

Parasitemia:

Queixa Principal:

Ha quantos dias comecou a ficar doente?

O que vocé sentiu no inicio da doen¢a?

Fez uso de medicacéo nos ultimos dias?

Antimalaricos: - Antibiéticos:

Chas: : outros:

QOutras Informacgdes relevantes:
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 964/2007
Registro CONEP: 14324 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro no CEP: 49/2006 Processo n” 25000.167024/2007-53
Projeto de Pesquisa: “Analise do envolvimento do gene clag9 (“cytoaderence-
linked asexual gene”) no mecanismo de adesdo em isolados de Plasmodium
falciparum da area endémica da Amazdnia Legal.”

Pesquisador Responsavel: Dra. Joana D Arc Neves Costa

Instituigdo: Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM/RO

CEP de origem: Centro de Medicina Tropical - CEPEM/RO

Area Tematica Especial: Cooperacéo estrangeira

Patrocinador: CAPES

Sumario geral do protocolo

Doencas causadas por parasitas do género Plasmodium, filo Apicomplexa, a malaria
atinge anualmente entre 300 e 500 milh&es de pessoas com taxa de mortalidade
superior a 1,5 milhdes. A doenca em humanos €& causada por quatro espécies de
Plasmodium, a saber P. falciparum, P. vivax, P. ovale, e P. malarie, e & transmitida por
mosquitos do género Anopheles.

Os paises da América do Sul mais atingidos s&o Brasil € Coldémbia e as reqides
afetadas estdo associadas aos locais de agricultura e minerag&o na regido amazénica e
na floresta fropical. Epidemias de maléria relacionadas a dificuldades econdmicas e
socials e problemas ambientais, também contribuem para as taxas de mortalidade. O F.
falciparum € responsavel pela quase totalidade dos ohitos, principalmente no continente
africano.

No Brasil, calcula-se que sejam gastos entre 100-150 milhées de dolares por ano
com as perdas associadas a malaria na Amazonia legal. Recentemente foi estimado que
em 2002 o numero de casos de infeccéo por P. falciparum a nivel mundial era de 50%,
superior ao informado pela OMS, verificando-se um aumento de 200% no numero de
casos fora da Africa.

O Plasmodium apresenta um ciclo de vida complexo que tem caracteristicas gerais
conservadas em todas as espécies, apresentando uma fase sexuada e uma assexuada
que ocorrem no hospedeiro invertebrado e duas fases de reproducéo assexuada no
hospedeiro vertebrado. O parasita & transmitido pela picada da fémea do mosquito do
género Anopheles, sendo A. darfingi o principal vetor na regido Amazdnica e em menaor
escala, A. aquasalis.

Durante uma infecc&o por Plasmodium, o eritrocito sofre uma série de modificacdes
que o transformam em curto periodo de tempo. No inicio da infeccdo do eritrocito, sua
membrana suporta a entrada do parasita que causa uma invaginac&o que origina o
vacuolo parasitéforo (PV), estrutura membranosa envolvendo o parasita dentro do
eritrocito. Ja nas etapas iniciais de desenvolvimento, o parasita secreta uma serie de
proteinas que v&o se integrar tanto no citoesqueleto quanto na membrana celular do
eritrocito.

Recentemente foi caracterizada uma sequéncia pentamérica de DNA no genoma do
parasita associada & exportacdo destas proteinas do parasita a superficie do eritrécito
infectado. Esta sequéncia conservada contaria com cerca de 400 putativos genes que
poderiam realizar este processo. A partir da formagé&o dos primeiros estagios intracelular
(anel), o eriirdcito torna-se mais esférico, e a medida que o parasita val se
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desenvolvendo aumenta a viscosidade do seu citoplasma que contribui para sua
deformacéo. Nos estagios maduros do parasito, a superficie da membrana do eritrocito
sofre importantes alteracdes caracteristicas. No caso de P. falciparum os eritrocitos
apresentam elevacgdes na superficie da membrana, marcada por uma estrutura elétron
densa denominada “Knob”, com 25nm de comprimento e 100nm de didmetro.

Nesta etapa de transformacéo do eritrécito infectado, s&o detectadas mudancgas na
composi¢&o da membrana do mesmo. Estas mudancgas podem constituir possiveis sinais
que levariam a facil retirada da circulagéo do eritrocito infectado. No entanto, o parasito
conseguiu desenvolver estratégias que podem evitam essa refirada, permitinde a
persisténcia da infeccéo.

A malaria, portanto, desenvolve ja em nivel celular uma sindrome complexa,
determinada pelos fatores tanto do hospedeiro como do parasito. Dentre os fatores do
parasito, que podem ser citados como fenotipo de viruléncia ressalta-se a capacidade de
variacao antigénica e citoaderéncia, “rosetting”, além da indug&o de diversas citocinas.

Este € um projeto de doutorado que se justifica pela necessidade de compreender a
biologia do parasita, 0 seu mecanismo de ades&o e o envolvimento do gene clag9 em
isolados de Plasmodium falciparum, bem como o seu envolvimento no processo de
citoaderéncia, uma vez que varios questionamentos permanecem obscuros até o
momento. Conseqientemente, do ponto de vista de possiveis aplicactes, pesquisas
intensivas buscam compreender os mecanismos da citoaderéncia, para desenvolver
agentes terapéuticos gue obstruam estas interagdes.

O objetivo geral do projeto é realizar estudos moleculares destinados a avaliar a
influéncia do gene clag9 e de seu produto “cytoaderence-linked asexual gene” e o
envolvimento com o0s genes var e seus produtos no processo de citoaderéncia e/ou
transporte dessas moléculas em cepas isoladas de infeccfes ativas de Plasmodium
falciparum.

Os objetivos especificos serdo: Comparar a capacidade de isolados naturais de
parasitas F. falciparum da regido endémica Amazdnica em aderir em diferentes
receptores (CHO-CD36,CHO-CSA, ICAM-1,CHO-745 | CHO-VCAM) utilizando culturas
primarias; Avaliar a presenca de transcritos do gene clag9 (“cytoaderence-linked asexual
gene”) nos isolados estudados; Analisar e caracterizar de isolados de P. falciparum e
construgéo de parasitas inativados para o gene clag9 (mutantes) implicados na
regulacéo da citoaderéncia; Identificar nos isolados mutantes outros gene(s) do cluster
identificado no brago direito do cromossomo 9 que possam estar implicados em
citoaderéncia apés a dele¢do do cromossomo 9.

Serdo selecionados individuos que procuram o CEPEM/RO com diagnostico
parasitologico de malaria por P. falciparum acima de ++ (duas cruzes) e apresentando
diferentes niveis de parasitemia e de gravidade de sintomas clinicos. Serdo excluidos
gestantes, pessoas em uso de antimalaricos nos 15 dias anteriores e/ou com outras
patologias que impegam o cumprimento dos protocolos estabelecidos.

O diagnostico realizar-se-a por meio do exame de gota espessa, esfregaco corado
pelo Giemsa, (OMS,1991) e diagndstico por meio da Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR) baseado no protocolo de Snounou modificado.

Sera coletada uma amostra de 10 ml de sangue venoso com heparina para a
realizac&do dos exames tipagem sanguinea e outros exames quando necessario.

Local de Realizacao

Os estudos clinicos serédo realizados no Ambulatorio de Malaria do Centro de
Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM) da Secretaria de Estado da Sadde de Porto
Velho/RO. Os estudos celulares “in vitro” e estudos moleculares preliminares, serdo
realizados no Laboratorio de Epidemiologia molecular de parasitas no Instituto de
Pesquisas em Patologias Tropicais (IPEPATRO)YRO e o0s estudos moleculares
detalhados para definir funcdes do gene clag serdo realizados no Laboratorio de
Ralations Hote Parasite do Institut Pasteur de Paris na Franca.
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Apresentacgdo do Protocolo

Os curriculos dos pesquisadores envolvidos os qualificam para a execugédo do
estudo.

No orgamento financeiro apresentado, consta o total de R$50.000,00 e enconfra-se
uma carta encaminhada ao Presidente da CAPES, solicitando uma concessao de bolsa
sanduiche por um ano a um ano e meio, a partir de janeiro ou fevereiro de 2008.

Consta um Formulario Clinico Individual que sera utilizado no decorrer do estudo.

Comentarios/Consideragoes

O Protocolo apresentado é parte da tese de doutorado de Joana D Arc Neves Costa,
orientado pelo Dr. Luiz Hildebrando Pereira da Silva, sera realizado na forma de projeto
sanduiche com bolsa da CAPES e a colaboracdo do Instituto Pasteur em Paris/Franca.

O estudo envolve a coleta de sangue de seres humanos e possuil colaboradores
fisicos e juridicos estrangeiros. Parte do estudo sera realizada no Instituto Pasteur de
Paris, o que caracteriza o projeto como Cooperacéo estrangeira, porém, somente clones
dos parasitos F. falciparum isolados dos individuos qgue tiveram malaria diagnosticada,
serdo enviadas a Franca para serem parcialmente seqienciados, manipulados
geneticamente na possibilidade de identificacdo de nova conduta terapéutica para a
malaria.

Os riscos a que os sujeitos da pesquisa serdo submetidos serdo os mesmos a que
os individuos que procuram o servico médico de Porto Velho/RO com sintomas de
malaria, ou seja, coleta de sangue para o diagnostico.

Os beneficios em participar da pesquisa s8o indiretos. N&o ha comprovacao
cientifica de que a analise do gene clag9 podera frazer beneficios ao tratamento ou
prevencé&o da doenca.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentado possui
linguagem acessivel e esclarecedora e o contetido atende aos requisitos previstos na
Resolugdo CNS 196/1996.

Recomendagoes
1. Pede-se esclarecer se havera participacéo de populacéo indigena.
2. Apresenta uma Carta de aceitacdo da estudante de doutorado emitida pelo
Instituto Pasteur, em francés. Pede-se apresentacéo da carta traduzida para o
portugués.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,
de acordo com as atribuigtées definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se
pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto, devendo o CEP verificar o
cumprimento das questbées acima e encaminhar 3 CONEP as recomendacgbes
cumpridas antes do inicio do estudo.

Situacéo: Protocolo aprovado com recomendacéo.

Brasilia, 13 de dezembro de 2007 .

\—Gyaélle Saddiannous
Coordenadora da CONEP/CNS/MS
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Governo do Estado de Rondénia
Secretaria de Estado da Saide de Rondonia
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical
Comit¢ de Etica em Pesquisa do CEPEM

REF.: Parccer 20/CEP/CEPEM Porto Velho 20 de Julho de 2009
Registro no CEP/070 /08
Sr. Pesquisador

) Em sua oitava reunido realizada no dia 08 de Agosio p.p. a

Comiss&o de Etica do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM. atendendo
sua solicitagiio analisou o protocolo com modificagdes envolvendo outras localidades
Cachoeira do Teotdnio, Nova Engenho Velho. Sao Scbastido, Vila Candelaria, Bate
Estaca. Santo Anténio. Jaci Parang e Mutum Parana — no municipio de Porto Velho. sob
parecer 19/CEP/2008, intitulado: ~Efeito do tratamento de portadores de infeccin
assintomatico por plasmédio na incidéncia de maliria em populagio ribeirinba ue
Porto Velho - Rondénia™.

Informo que, apos andlise e discussdo a Comissao de Fiica
considerou o protocolo de doutorado com modificagdes Aprovade.

Esclareco a V.Sa. que qualquer alieragiio devera ser comunicada
¢ gue dentro de doze meses, o relatorio do referido projeto deverd ser encaminhado 2
Secretaria deste CEP.

Atenciosamente.

-

.

A
<
Joana D' l‘i‘Neves Costa.

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Ilmo Sr.
MSc Tony Hiroshi Katsuragawa.
Lab. Epidemiolopia

Comissio de Etica em Pesquisa com Seres Humanes do Centro de Pesquisa em Medicina
TropicallCEPEM Aprovada pela Comissic Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
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IPEPATRO

INSTITUTO DE PESQUISAS
EM PATOLOGIAS TROPICALS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE PESQUISAS EM PATOLOGIAS TROPICAIS

13 T Y

EESEEE i

3
¥

Rua da Beira, 7671 BR364 Km 3,5, CEP 78912-000, Porto Velho, RO, Brazil
Telefone: (35) (69) 3219-6010 - Fax: (55) (69) 3219-6000

=3t}

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo projeto 2009/2 registrado sob no 2009/2 na folha 5 do livro 1 da

==Y

missdo de ética no uso de Animais do IPEPATRO (CEUA IPEPATRO). sob a responsabilidade da

s. Joana D"Arc Neves coordenadora do projeto intitulado “Andlise do envolvimento do gene clag-9

sytoadherence-linked asexual gene™) no mecanismo de adesdo em isolados de Plasmodium Salciparum
ja drea endémica de Porto-Velho-Rondénia™, esta de acordo com os Principios Eticos de Experimentagio
Animal (COBEA) ¢ foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de Animais do IPEPATRO (¢ A

IPEPATRO). em 12 de abril de 2010.

Porto velho, 12 de abril de 2010

atores: 4

V

0 ouc € oo TR ks sty
a. Juliana Pavan Zuliani (Presidente CEUA IPEPATRO) MQ L

altina Silva Jardim %’K

v

Luiz Herman Soares Gil Tap
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Avaliacao das sequéncias dos trés clones do isolado do paciente P59 da regido do exon

9 do gene Pfclag 9 em nucleotideos

PFI1730w GTCATGETTTGTCCCTTTCGTTTTTTACATTTGGTATGATGARRGCATACGCTTATTTTG 546
SeqlIl ——CATGGTTTGTCCCTTTCGTTT TTTACATTTGGTATGATGAARGCATACGCTTATTTTG 58
Seql/P55CD36 - - -—= —mmm e CTTATTTTG 9
Seql - - - mmm—mmmm oo CTTATTTTG 9
Seqc - - - e mm oo CTTATTTTG 9
Seq2/P59%9E3=1 - - - e —mm oo CTTATTTTG 9
Seq3/P59E3s1 - - - oo CTTATTTTG 9
Seql/P5S9ESel - - - e m oo CTTATTTTG 9
Seq3/B5SVCAM - - -—= it CTTATTTTG 9
SeqZ/P55VCLM - - -—= —mmm e CTTATTTTG 9
Seql/B59VCEM - - - e mmm oo CTTATTTTG 9
Seq3/P59ICAM-1 - - - mmm—mmmm oo CTTATTTTG 9
Seq2/P5S9ICAM-1 - - - oo CTTATTTTG 9
Seql/PSOICAM-1 - - - e —mmmm— oo CTTATTTTG 9
Seq/ - - - o —m e —m—mmm e CTTATTTTG 9
SeqZ/ - - - mmm—mmmm oo CTTATTTTG 9
Seql/P5%C3n - - - e m oo CTTATTTTG 9
ok ok ok ok ok ok ok ok
PFI1730w AR ATGTTATATTTTTCT TEAGARACTCTATCCGTATTTTTGATAGATTTTATTCEAATAT 552
SeqlSeqlIl LT TTTTCTTGAGRARCTCTATCCGTATTTTTGATAGATTTTATTCARTAT 118

Seql/P5%CD36 ATTTTTCTTGAGARRCTCTATCCGTATTTTTGATAGRATTTTATTCRARTAT &7
Seqgl L T TTTTCTTGAGAARCTCTATCCGTATTTTTGATAGETTTTATTCARTAT 67
S=qgc ATTTTTCTTGAGAAACTCTATCCGTATTTTTGATAGATTTTATTCARTAT &7
Seq2/P5%ESel LA ——GTTATATTTTTCTTGAGRRACTCTATCCGTATTTTTGATAGEATTTTATTCRARTAT &7
Seq3/P5%E3el ——GTTATATTTTTCTTGAGARACTCTATCCGTATTTTTGATAGEATTTTATTCARTAT &7
Seql/P5%E38=1 “TTTTT“TTGJG“““ T”T%TCCGTPTTTTTGATAGPTTTT%TT P'THT &7
Seq3/PI9VCAM &7
SeqZ/P59VCREM &7
Seql/P5YVCRM ATTTTTCTTGAGAAACTCTATCOGTATTTTTGATAGEATTTTATTCARTAT &7
Seq3/P5STICEM-1 ATTTTTCTTGRAGRARRACTCTATCCGTATTTTTGATAGEATTTTATTCRARTAT &7
Seq2/P59ICEM-1 L TTTTTCTTGAGARRCTCTATCCGTATTTTTGATAGEATTTTATTCRRTAT &7

Seql/P39ICAM-1

AL --GTTATATTTTTCTTGAGARRCTOTATCCGTATTTTTGATAGATTTTATTCARTAT &7

Seq/ ATARTTTTTCTTGRGRARCTCTAT CCGTATTTTTGATAGATTITTATTCARTAT &7
S=qgZ/ AL—-—GTTATATTTTTCTTGAGRALRCTCTATCCGTATTTTTGATAGATTTTATTCARTAT 67
Seql/P5%C3R AAA-——-GTTATATTTTTCTTGAGRARARCTCTATCCGTATTTTTGATAGATTTTATTCARTAT &7
e ok ok de ik sk ok ok kv ok vk ok ik sk ok ok ok ok ok ok b ik ok ok ok ko ok kb o ok ok ok ok i ok ko ok ko ok b ok ko
PFI1730w AGAAARTTATGTGTGCATGTACA ALATTGACRGTTGATRARRT 558
Seqlll GAAARTTATGTGTGCATGTACATTA ALTRARTTGACAGTTGATARAT 178
S=ql/P59CD36 TAGARALTTATGTGTGCATGTACATTA AATRAATTGRACAGTTGAT 127
Seql TAGRRAL A TTATGTGTGCATGTACATTAR R CATTATTCARTARATTGACAGTTGATARAT 127
Seqc TLGRRRATTRATGTGTGCATGTACATTR GATTATTCRATARATTGACAGTTGATRARAT 127
Seq2/P59%E3el TAGRRL TTATGTGTGCATGTACATTAR R A GATTATTCARTARATTGRACAGTTGATARRT 127
Seq3/P59%E3el TAGRRLZTTATGTGTGCATGTACATTARR R GATTATTCARTARATTGACAGTTGATARRT 127
Seql/P59%9E3sl TAGARARARTTATGTGTGCATGTACATTA GRTTATTCARTRRATTGACRGTTGATARAT 127
Seq3/P59VCAM TAGRAL A TTATGTGTGCATGTACATTAR LR GATTATTCARTARATTGACAGTTGATARRT 127
SeqZ/P59VCREM TAGRRRATTRTGTGTGCATGTRACATTR RATRRRTTGRCAGTTGATRRRAT 127
Seql/PS59VCEM TLGRRRATTRATGTGTGCATGTACATTR LATRRLTTGRCAGTTGAT T 127
Seq3/P59ICRM-1 TAGRRL TTATGTGTGCATGTACATTAR R A GATTATTCARTARATTGRACAGTTGATARRT 127
Seq2/P59ICAM-1 TAGRRLZTTATGTGTGCATGTACATTARR R GATTATTCARTARATTGACAGTTGATARRT 127
Seql/P59ICAM-1 TAGARARTTATGTGTGCATGTACATTAR ATTATTCRAATAAATTGRACAGTTGATE T 127
Ssq/ TAGRAL A TTATGTGTGCATGTACATTAR LR GATTATTCARTARATTGACAGTTGATARRT 127
S=qgZ/ TLGRRRATTRATGTGTGCATGTRACATTR ATTATTCRAATARRTTGRACAGTTGATARAT 127
Seql/P5%C3R TAGRARLTTATGTGTGCATGTACATTARRAGATTATTCARTARATTGACAGTTGATARAT 127
e ok e e vk ke ok ko ok ok ke ok ik o ok ok ok ok ok ok ik o ok ok ok ok kb b o ok ok ok ok ok kb ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok
PFI1730w CRRGGE GRGCTTATRACATCTRACT L GERAGETGCTTA G 564
Seqlll CRAGGCTATGTCARGRAGCTTATACATCTACTAR LGERAGGTGCTTACGRRGRRG 238
S=ql/P59CD36 TACTCARGG GAGCTTATACATCTACT \GGAAGGTGCTTACGARGARGCAR
Segl TACTCARGGC GAGCTTATACATCTACT \GGAAGGTGCTTACGARGALGCAR
Seqc TACTCRAAGGCTATGTCARGRGCTTATACATCTACTAL R R L GEARGGTGOTTACGRALGRRGCRL
SeqZ/P59E3=l TLCTCRRGECTE GRGCTTATRCATCTRACT L GERAGETGCTTACGRAGRLG
Seq3/P59%E3el TACTCRARAGGCTATGTCARGRAGCTTATACATCTACTAR L GERAGGTGCTTACGRAGRLG
Seql/P59%9E3sl TACTCARGGCTATGTCAAGAGCTTATACATCTACT \GGAAGGTGCTTACGARGARGCAR
Seq3/P59VCAM TACTCARGG GAGCTTATACATCTACT \GGAAGGTGCTTA YN
Seq2/PI9VCAM CTCALGGCTATGTCAAGAGCTTATACATCTACTAR \GGAAGGTGCTTACGARGALGCAR
Seql/PS59VCEM TLCTCRRGED GRGCTTATRCATCTRACT LGEALGGETECTTACGRRGRD
Seq3/P59ICRM-1 TLCTCRRGED GRGCTTATRACATCTRACT L GERAGGTGCTTACGRAS
Seq2/P59ICAM-1 TACTCRAAGGCTATGTCARGRGCTTATACATCTACTAR R AR GERAAGGTGCTTACGRARGRRGCRL
Seql/P59ICAM-1 TACTCAAGGCTATGTCAAGAGCTTATACATCTACTAR \GGAAGGTGCTTACGRARAGAL
Ssq/ TACTCARGGCTATGTCAAGAGCTTATACATCTACTAR \GGAAGGTGCTTACGARGARGCAR
S=qg2/ TACTCARGGCTATGTCARGAGCT TATACATCTACTARRARGGAAGGTGCTTACGALGRAG
Seql/P5%C3R TACTCRAAGGECTATGTCALRGRGCTTATACATCTACTRAL L GERAGETGCTTACGRA CRAGCRA
e ok e e 2k ke o ok ko ok ok ke ok ko ok ok ok ok ok ok ke ok b ok ok ok ok ok ok kb ko ok o ok ok ok ok ok ko ok ook ok ok ok o ok o ok ok ok ok

0

0

0

150
120
1580
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
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Analise das sequéncias em aminoacidos da regido do exon 9 do gene Pfelag 9 dos

1solados dos pacientes P59, P1. P2, P3. P5. P54, P57, P65 e cepas de referencia 3D7,
Dd2 e W2 de P. falciparum

SegDd2ICAM
SeqDdZE-5e1
SeqgDd2CD36
SeqgDd2C52
W2

SegDd2

P57

P&5
SegP3%E-3el
SeqgP3o9VCAM
SegP39C35a
SegPS9ICAM
SegPs9
SeqgP39CD36
SegP2E-Sel
P54
SeqgP2ICaM
SeqgP2VCaM
SegP2CD3&
SeqgP2C3a
SeqgPlVCaM
SegPIV
SeqgPlICaM
SegPlE-Sel
SeqgDd2VCaM
SegPlCsSh
SeqgPlCD3&
SegPlB
SegP3
SegP3CD3&
SeqgP3C3a
SeqgP3vVCaM
PL

PSCD36
PEC3R
PS5ICAM
PSESel
PSVCAM
SegP3ICAM
SegP3E
Seqg3D7
Seqg3D7CD36
Seqg3D7C5R
Seqg3D7ICAM
Seqg3DTVCaM
PF1730w
307

P&5C

LILNVIFFLENSI

LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LI FTIFFLENSI
LILNVIFFLENSI

FTIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
FTIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILHNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
FTIFFLENSI
FTIFFLENSI

LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILHNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
LILNVIFFLENSI
FTIFFLENSI
TIFFLENSI
FTIFFLENSI
FTIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
LILSVIFFLENSI
FTIFFLENSI
TIFFLENSI
TIFFLENSI
TIFFLENSI
FTIFFLENSI
YFENVIFFLENSI

RIFDRFYSILENYV
RIFDRFYSILENYV
RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV
RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

T IFFLENSIRIFDEEYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDREFYSILEN

RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDRFYSILENYVCMYI
RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

RIFDRFYSILENYV
RIFDREFYSILENYV

RIFDREFYSILENYV

MYIFRLENELTVDELLEAMSRRY
RIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNELTVDELLEAMSER
CMYIKRLENELTVDELLERMSRY
¥ IKRLFNELTVDELLEAMSER
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Cross-reactive anti-PfCLAG9 antibodies in the sera
of asymptomatic parasite carriers of Plasmodium vivax

Joana D’Arc Neves Costa'?/*, Fernando Berton Zanchi?,
Francisco Lurdevanhe da Silva Rodrigues', Eduardo Rezende Honda', Tony Hiroschi Katsuragawa?,
Dhélio Batista Pereira'?, Roger Lafontaine Mesquita Taborda', Mauro Shugiro Tada"?,
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The PfCLAGSY has been extensively studied because their immunogenicity. Thereby, the gene product is impor-
tant for therapeutics interventions and a pofential vaccine candidate. Antibodies against synthetic peptides corre-
sponding fo selected sequences of the Plasmodium falciparum antigen PfCLAGY were found in sera of falciparum
malaria patients from Rondonia, in the Brazilian Amazon. Much higher antibody titres were found in semi-immune
and immune asymptomatic parasite carriers than in subjects suffering clinical infections, corroborating original
findings in Papua Guinea. However, sera of Plasmodium vivax patients fiom the same Amazon area, in particular
Jfrom asymptomatic vivax parasite carriers, reacted strongly with the same peptides. Bioinformatic analyses revealed
regions of similarity between P. falciparum Pfclag9 and the P. vivax ortholog Pvclag7. Indirect fluorescent micros-
copy analysis showed that antibodies against PfCLAGY peptides elicited in BALB/c mice react with human red blood
cells (RBCs) infected with both P. falciparum and P. vivax parasites. The patterns of reactivity on the surface of the
parasitised RBCs are very similar. The present observations support previous findings that PfCLAG9 may be a tar-
get of protective immune responses and raises the possibility that the cross reactive antibodies fo PvCLAG7 in mixed
infections play a role in regulate the fate of Plasmodinm mixed infections.

Key words: malaria - immunity - Amazon - cross-reaction

The cytoadherence-linked asexual gene (clag) was
initially identified in parasite lines with a deletion in
chromosome 9 (Shirley et al. 1990) that lost the ability
of binding to C32 melanoma cells bearing surface CD36
(Trenholme et al. 2000). Further sequencing of Plasmo-
dium falciparum genome (Gardner et al. 2002). estab-
lished that the chromosome 9 deletion (D10 deletion)
affected a subtelomeric region containing 20 coding se-
quences. Additional experiments led to the identification
of the gene encoding the CLAG protein containing nine
exons (Holt et al. 1998, Gardiner et al. 2000). At the same
time, a family of clag genes homologous to Pfclag? was
described (Holt et al. 2001). Clag family members were
found on chromosome 2 (clag?). 3 (clag3.1 and clag3.2)
and 8 (clag8). To date. three CLAG proteins were locat-
ed in the rthoptries and they were associated to the high
molecular weight protein complex of the RhopH family
(Kaneko et al. 2001, Gardiner et al. 2004).

More recently. the functional and structural roles
of other components of the clag gene family have been
elucidated. The PfRhopH complex containing CLAG
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proteins is composed of three subunits named RhopHI1,
RhopH2 and RhopH3 (Kaneko et al. 2005). In the ma-
ture schizont, the subunits are localised in the mero-
zoites’ rhoptries, whose contents are discharged at the
moment of contact with the erythrocyte membrane, con-
comitantly with the formation of the moving junction
and the parasitophorous vacuole (PV). The three protein
known. components of the PfRhopH]1 subunit (CLAG2,
CLAG3.1 and CLAG?9). are then discharged info the PV
(Ling et al. 2004, Kaneko 2007, Iriko et al. 2008).

The rhoptry neck protein 2 is associated in eryth-
rocyte invasion (Cao et al. 2009). It is expressed in the
apical portion of the rhoptry in association with the
RHopHI complex that includes CLAG®9. It is known that
Plasmodium proteins can be exported to the host cell
cytosol (Richard et al. 2010) via the translocon export
complex of proteins that include the CLAG family. Thus
merozoites can secrete directly products from the apical
organelles into the PV and enter the PV membrane. or
via the Plasmodium export element (de Koning-Ward et
al. 2009, Mayer et al. 2009) they reach the erythrocyte
plasma membrane. Therefore. the RhopH/CLAG com-
plex discharged by the merozoites will participate in re-
modelling the infected red blood cells (RBCs).

Recent genetic experiments (Nguitragool et al. 2011)
using clones obtained from the cross of HB3 and Dd2
P. falciparum strains showed that PECLAG3 participates
in the Plasmodial Surface Anion Channel formation. In
addition. the traffic of PFCLAG3 after its injection into
the cytosol and entry into the PV membrane (PVM) has
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been followed up to its final destination in the infected
erythrocyte membrane. Goel et al. (2010) proposed that
the exported PICLAGY also traffics to the erythrocyte
membrane PfCSA variant antigen.

On the other hand, in recent studies, surprising con-
clusion concerning the functional role of CLAGY has
been reached (Nacer et al. 2011). In convincing detailed
experiments using atomic force microscopy and knockout
disruption of the Pfelag9 gene. it was shown that CLAG9
does not contribute to cytoadherence to CD36. Thus the
non-adherent phenotype in the original D10 deletion of
chromosome 9 (Shirley et al. 1990) must be dependent on
another gene(s) encoded in the D10 deletion (Nacer et al.
2011). The authors conclude that CLAGY function. like
that of CLAG3 (Nguifragool et al. 2011), is associated
with the metabolic requirements of the parasite.

Considering the important roles of the proteins encod-
ed by the clag gene family in the life cycle of P. falcipar-
um at the asexual blood stages, including the erythrocyte
invasion step. the participation of PECLAG9 in the devel-
opment of immunity to falciparum malaria was inves-
tigated in Papua New Guinea. A direct correlation with
high antibodies titres against peptides representing linear
epitopes of PICLAGY9 and immunity in semi-immune
children and adults was found (Trenholme et al. 2005).
In the present study we prepared synthetic peptides cor-
responding to different segments of PEFCLAGY and analy-
sed their antigenicity in individuals from the Brazilian
Amazon infected with falciparum or vivax parasites. Two
groups were analysed: (i) individuals presenting clinical
symptoms and (ii) asymptomatic parasite carriers.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

Study site and population - The study was performed
with patients from suburban and rural riverside areas of
the Rio Madeira in Porto Velho, capital of the state of
Rondénia (RO). an area with a high incidence of malaria
located in the Brazilian Amazon.

The population presents a profile of several previous
episodes of malaria. as described (Tada et al. 2007). This
characteristic of the population due to a high density of
the Anopheles darlingi vector (Gil et al. 2003, 2007).
Annual parasite index levels found for residents of these
localities were 200-800. in association with the develop-
ment of natural immunity among long time residents and
a prevalence of asymptomatic malaria parasite carriers
in the adult population varying from 15-30% for Plas-
modium vivax and 5-10% for P. falciparum (Katsura-
gawa et al. 2009, 2010). Control measures developed in
recent years. based on new formulations of drugs against
P. falciparum malaria. have reduced the risk of P. falci-
parum infections in the studied areas to less than 10%
(Epidemiologic Surveillance of Information System/
Brazilian Health Ministry) (portalweb04.saude.gov.br/
sivep_malaria/default.asp). The county of Porto Velho
still accounts for 10% of the total P. vivax and P. falci-
parum malaria cases in Brazil.

Diagnostic, sera collection and processing - Sam-
ple collection of parasites. as well as blood sample col-
lection and processing, have been previously described
(Tada et al. 2007). Malaria infection diagnostic proce-

dures were performed by microscopy examination and
nested polymerase chain reaction (PCR) methods. The
protocol used was based in Snounou (1996) and used
genus-specific (1PLUSS and rPLUSG) and species-spe-
cific fFALLIFAL2, IMALL tMALZ2. 1VIV] and rVIV2)
primers. Briefly, the 20 pL of reaction volume per tube
consisted of 250 nm of each primer. 125 pM dNTPs, 2
mM MgCL,. 50 mM KCL. 10 mM Tris pH 8.3. 0.4U Taq
polymerase (Invitrogen) and 1 pL of genomic DNA. In
the first PCR, the samples were subjected to initial dena-
turation at 95°C for 5 min, a step at 58°C for 2 min, a step
at 72°C for 2 min that was followed by 30 cycles at 94°C
for 1 min, 50°C for 2 min. 72°C for 2 min and a final step
at 72°C for 5 min in Gene Amp® PCR System 9700.

The second reaction was performed with 35 amplifi-
cation cycles. All PCR assays included positive control
(P. vivax, P. falciparum) and negative controls (ultrapure
water). The fragments were separated by electrophore-
sis on a 1.5% agarose gel in tri-borate-ethylenediamine
tetraacetic acid buffer and were visualised with ethidium
bromide (Invitrogen) or Blue Green (LCG Biotechnolo-
gies. Brazil) under ultraviolet light. Asymptomatic ma-
laria parasite carriers were defined by PCR detection of
parasites in the absence of clinical symptoms and signs
of malaria in the 30 days of surveillance following the
positive examination.

Human serum samples - Serum samples were ob-
tained from two groups of malaria patients: (i) Those
who actively sought malaria treatment and who showed
symptoms of acute malaria and positive blood smears
for P. falciparum or P. vivax. These sera were collected
between 2006-2008 in the Malaria Post of the Centre for
Research in Tropical Medicine (CEPEM). (ii) Another
group of sera was obtained from asymptomatic indi-
viduals patients living in the malaria endemic localities
in the suburban and rural localities of Vila Candelaria,
Cachoeira do Teotonio. Santo Antonio and Vila Ama-
zonas of Porto Velho (Tada et al. 2012). Asymptomatic
sera were thus classified as those from individuals in the
same localities, with positive PCR for P. vivax and/or P.
falciparum and without recorded clinical symptoms for
at least 30 days period after the positive PCR diagnosis.

CLAG9 peptides - The selection of synthetic peptides
represenfing possible epitopes of CLAGY (GenBank
167963009) (ncbi.nlm.nih.gov/genbank) was based the
following programs: Flexibility Prediction (Karplus &
Schulz. 1985), Hydrophilicity Prediction (Parker et al.
1986). Antigenic Propensity (Kolaskar & Tongaonkar
1990). Bepipred Linear Epitope Prediction (Larsen et al.
2006) and Surface Accessibility Prediction (Emini et al.
1985). Calculations in each method were made using the
software Antibody Epitope Prediction available from the
Immune Epitope Database (immuneepitope.org/tools/
beell/iedb_inpuf). The three selected peptides derived
from PECLAGY werenamed A. B and C (Fig. 1) and were
synthesised at GenScript (Piscataway. NJ, USA). The
comparison between PfCLAGY9 and PvCLAG7 (Gen-
Bank 156081674) and PvCLAGS (GenBank 156096581)
proteins was done using the CLUSTALW software
(Thompson et al. 1994).
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Antibody reactivity to synthetic peptides in sera of
malaria patients - All serum samples from malaria pa-
tients as well as negative controls were tested in dupli-
cate by the enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELI-
SA) as described by Braga et al. (2002). This test was
performed thrice. The cut-off value was defined as the
mean plus two standard deviations of the absorbance val-
ues obtained with 64 negative control sera from malaria-
naive blood donors living in Porto Velho and Sio Paulo.
The cut-off absorbance values used to define positive
results were 0.216. 0.226 and 0.236 for peptides A. B and
C. respectively. The results were expressed as reactivity
index (RI) defined by optical density (OD),,,  values of
tested samples divided by the value of the cut-off. Values
of RI = 1.0 were considered positive.

Immunisation of BALB/C mice with synthetic Pf-
CLAGS peptides - Female BALB/c mice (4-6 weeks old)
were immunised intramuscularly with three doses of 50
1g of peptide for each synthetic peptides A. B and C (5
mice per group). The first dose of peptide was emulsi-
fied in Freud’s complete adjuvant (Sigma) and the two
subsequent peptide boosters 20 and 40 days later were
emulsified in Freud’s incomplete adjuvant (Sigma). Sera
were collected prior to the first immunisation and 20
days after administering the last booster dose. The sera
of each group of mice were pooled and stored at minus
20°C until use.

Parasitised RBCs (PRBCs) preparation and immun-
ofluorescence antibody test (IFAT) - P. falciparum 3D7
(Walliker et al. 1987) PRBC were obtained from parasite
cultures as described by Trager and Jensen (1976). Para-
site culfures were synchronised by sorbitol lysis (Lam-
bros & Vanderberg 1979) and trophozoites and schizonts
obtained as in Lelievre ef al. (2005). For P. vivax infected
RBCs isolation. peripheral blood samples from donor’s
patients with P. vivax malaria were collected into 20 mL
of heparinised containing vacuntainer tubes. PRBCs in
stage of trophozoites and schizonts were concentrated
using a discontinuous Percoll gradient (GE Healthcare)
(Andrysiak et al. 1986). Thin smears were prepared and
placed on multisport slides at room temperature and
stored at -80°C. Slides were fixed with formaldehyde
for 2 min, washed twice with phosphate buffered sa-
line (PBS) according to a previously established proto-
col (Nacer ef al. 2011). Slides were incubated in humid
chamber for 1 h at 37°C with primary antibody (mouse
anti-peptides A. B. C and negative control - polyclonal

antibodies) diluted to 1:40 in blocking buffer (0.5% gel-
atin. 1.5% bovine serum albumin, 0.02% Tween 20 in
PBS). Sequentially. slides were washed three times with
PBS and incubated with goat anti-mouse IgG Alexa Flu-
or 488 (1:600) (Life Technologies) 45 min. Nuclei was
stained with 0.2 mg/mL 4’6-diamindino-2-phenylidole
(Sigma) for 5 min and finally mounted and examined us-
ing fluorescent microscope (Nikon eclipse 80i).

Statistical analysis - Statistical analysis was evaluat-
ed using GraphPad Prism 5 for Windows®. All compari-
sons were between groups defined as asymptomatic and
symptomatic malaria parasite carriers. For quantitative
data. the non-parametric data. the Mann-Whitney U test
was applied (RI comparisons considering only positive
values). For qualitative data (positive and negative sera)
Fisher’s exact test applied. Confidence intervals of 95%
were also calculated.

Ethical statements - The research protocols for hu-
man subjects were approved by the Ethical Research
Committee (CEP) of the CEPEM in accordance with
ethical principles of conduct. Blood samples of individu-
als in the study population were collected after informed
consent and written agreement of each individual of the
population sample (CEP-CEPEM decision 25/2004, Can-
delaria; 49/2006. Porto Velho CEPEM: 70/2008, Sector -
Santo Antonio - Teotonio, Cachoeira do Teotonio - Santo
Antonio). All procedures for mice immunisation and
preparation of anti-PfCT.AG9 antigens sera were evalu-
ated and approved by the Ethical Committee on Animal
Use of the Research Institute of Tropical Pathology-Os-
waldo Cruz Foundation (2009/2).

RESULTS

Antibodies against PfCLAG9 A, B and C pepftides
present in malaria patients - The first ELISA test were
performed in sera of falciparum malaria patients (n =
115). independent of or not with clinical symptoms at
the time of blood sampling. As negative controls (n = 64)
and sera from vivax malaria patients (n = 139). Surpris-
ingly. positive values were obtained in the sera of vivax
patients. with stronger signals in asymptomatic parasite
carriers (Table).

The results presented in Table confirm previous
observations with P. falciparum patients in Papua New
Guinea (Trenholme et al. 2005). showing higher ELISA
RI values for peptides A, B and C in asymptomatic car-
riers than in patients with clinical symptoms. However.

N pepa
A repB

Brepc

Fig. 1: localization of the three synthetic peptide (Pep) in PFCLAGY protein. Peptide A reproduces the 32 amino acid sequence from the residue
728-760, peptide B reproduces the 43 amino acid (aa) sequence from residue 901-944 and peptide C reproduces the 56 amino acid sequence

from the residue 1284-1340.
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a high proportion of sera from P. vivax patients also rec-
ognised the A, B and C peptides of PfCLAGY and the
intensity of the responses correlated with clinical immu-
nity to vivax infections.

Nevertheless. positive values were found in 90-100%
of all P. falciparum patient samples, while the frequency
was 40-60% of symptomatic P. vivax patients and 80-
90% of asymptomatic subjects. When considering only
the reactive sera among clinical patients samples. the
average RI value observed was two-three fold higher
in P. falciparum than in P. vivax patients. However, for
asymptomatic carriers of both parasite species the ob-
served RI values were equivalent (Table).

Antibodies against merozoite surface protein (MSP)I-,,
antigens of P. falciparum or P. vivax origin in sera of
symptomatic and asymptomatic vivax malaria patients -
Our results suggest that some symptomatic or asymptom-
atic P. vivax patients had been previously exposed to P.
Sfalciparum infections. To study this possibility we tested

101

all sera against recombinant MSP1-,, antigens of P. vivax
and of P. faleiparum origin (PvMSP1-, and Pf MSPI1- ).

Fig. 2 and Table compare ELISA fitres performed
with PICLAG peptides A. B and C and those with those
using PIMSPI-, and PvMSP1-; antigens. The selected
samples corresponded to sera from patients with posi-
tive PCR for P. vivax and negative PCR for P. falcipa-
rum and with antibody reactivity with af least one of the
PICLAG?Y peptides. Only 9 (15.2%) out of 59 sera from
asymptomatic patients reacted against the heterologous
PIMSP1,,. indicating that the large majority of these pa-
tients had not been recently exposed to P. falciparum
infections. Among patients with clinical symptoms, only
16 (28.6%) out of 59 sera from P. vivax patients presented
reactivity against PEMSP1-, anfigen while 100% reacted
against the homologous PvMSP1-,.

Molecular basis of the cross reactivity - In order to
understand the molecular basis for the observed CLAG9
cross reactivity we investigated possible sequence iden-

TABLE

Enzyme-linked-immunosorbent-assay test comparing sera reactivity of Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax
clinical patients and asymptomatic (Asymp) parasite carriers against PECLAGO peptides A, B and C

Non parametric

Mann-Whitney
test P. falciparum P vivax
95% CI 95% CI
Peptides
PICLAGY Group n Mean Lower  Upper p n Mean Lower  Upper P
A Symp 42 5494 4.630 6357  0.0004 33 1.978 1.527 2430  0.0001
Asymp 64 3747 3101 4392 52 3.872 3.368 4.375
Total 106 4.439 3.903 4975 85 3137 2735 3.538
B Symp 41 6.055 4982 7128  0.0094 46 1.963 1.672 2255 0.0001
Asymp 68 7940 7.052 8.829 56 5.745 4.647 6.842
Total 109 7.231 6.534 7928 102 4.039 3327 4752
C Symp 44 2.667 2.165 3169  0.0141 32 1.384 1.154 1614  0.0001
Asymp 66 3.718 3113 4324 57 2.687 2.276 3.099
Total 110 3.298 2.877 3729 89 2.219 1916 2522
PfMSP1-, Symp - - - - - 16 2.598 1.819 3376  0.0579
Asymp - - - - - 9 3.604 2957 4252
Total - - - - - 25 296 2.404 3.516
PvMSP1-, Symp 17 2.287 1.586 2988 01361 56 3.068 2.591 3545 02513
Asymp 29 2767 227 3.262 59 2.556 2231 2.880
Total 46 2.589 2194 2.985 115 2.805 2.520 3.090

the p values shown are from the non-parametric Mann-Whitney U test. Only positive (reactivity index = 1) results were consid-
ered for descriptive and tests statistics. CL: confidence interval; MSP1-,,: merozoite surface protein of P. falciparum; PvMSP1-:

MSP of P. vivax; Symp: symptomatic.
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tities and similarities between PfCLAGY9 synthetic
peptides A. B and C and the P. vivax CLAG orthologs
encoded on chromosomes 7. PvCLAGT (Moreno-Perez
et al. 2011) and 8. PvCLAGS (Carlton ef al. 2008). The
other hypothetical genes deposited. such as PvCLAGI14.
showed no significant similarities for comparison.

As shown in Fig. 3A, significant similarity (84.44%)
and identity (64.4%) was observed between peptide B
(PICLAGY - residues 901-944) with amino acids resi-
dues 888-932 of PvCLAG?7. Peptide B presents also sig-
nificant similarity (86.66%) and identity (55.6%) with P.
vivax CLAG 8, but the similarity amino acids are found
at a slightly shifted position (897-941) of PvCLAGS (Fig.
3B). In addition, a lower but still significant degree of
similarity was observed for peptides A and peptide C
(Fig. 3A. B).

The highest identity/similarity observed with peptide
B (residues 901-944 of PEFCLAGY and residue 888-932 of
PvCLAGT) coincided with the highest ELISA RI values,
or 7.9 and 6.0 for P. falciparum asymptomatic and symp-
tomatic infections, respectively and 5.7 and 1.9 for P.
vivax. Similar pattern was shown for peptide A (Table).

g
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These results show that cross reactivity is likely due to
similarity between the CLAG proteins of both parasite
species, supporting the notion that PvCLAG7 and Pv-
CLAGS are orthologs of PFCLAG9.

Cross reactive antibodies recognise epitopes in RBCs
infected by P. falciparum or P. vivax. Fig. 4 represents the
result of indirect immmunofluorescence assays of trophozo-
ite and schizonts stages of P. vivax and P. falciparum us-
ing mouse antibodies to synthetic peptide B of PICLAG9
antigen. As shown. the pattern of parasites labelling in
the PRBCs is very similar. Comparable profiles were ob-
served in schizonts incubated with antisera to PECLAG A.
PfCLAG B and PICLAG C (data not shown). No positive
labelling was observed in ring stages.

DISCUSSION

Results in the present study show that antibodies
with high reactivity to PECLAGY are found in asymp-
tomatic P. falciparum parasite carriers patients corre-
lating with clinical immunity and supporting previous
epidemiological observations in Papua New Guinea
(Trenholme et al. 2005). Interestingly, high reactive

Peph {pvalue <0.0001) | Pepl (pvalue < 0.0001) | PepC (p-value < 0.0001)

Fig. 2: comparison of frequency and antibody serum samples levels of each recombinant protein merozoite surface protein (MSP)1-,; of Plas-
modium. falciparum and Plasmodium vivax antigens carries positive PCLAGY with P vivax asymptomatic (Asymp) and symptomatic (Symp).
Negative (Neg) [reactivity index (RI) < 1] and positive (Pos) (RI = 1) sera counts where done using Fisher’s exact test.
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Fig. 3: sequence similarity between synthetic PECLAGY peptides A, B and C with the corresponding regions of PvCLAGT encoded on chromo-

some 7 (A) and CLAGS encoded on chromosome 8 (B).
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Anti-mouse PfCLAG9

Anti-mouse PfCLAG9

Fig. 4: indirect immunofluorescence pattern of mouse polyclonal anti-
serum against synthetic peptides of PFCLAGY in parasitised red blood
cells (PRBC) with schizonts of Plasmodium vivax (A) and Plasmodium
Jalciparum (B) and i PRBC with trophozoites of P. vivax (C) and P.
Jalciparum (D), respectively, by goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488.

cross-reactive antibodies against PICLAGY peptides
were also found in sera of asymptomatic P. vivax ma-
laria parasite carriers patients and this is the main focus
of the discussion.

The first point to considerer is if the observed cross
reactivity of antibodies corresponds to some immune-
physiological process. it could be related to interactions
between malaria parasites in the vertebrate host. Previ-
ous studies with semi-immune children in Papua Guin-
ea, harbouring mixed infections by both Plasmodium
species, have shown that parasite density of Plasmodium
species in mixed infections oscillates around a thresh-
old and that peaks of infection with each species do not
coincide (Bruce et al. 2000, Bruce & Day 2003). The
authors proposed that malaria parasitaemia is controlled
in a density-dependent manner in these semi-immune
children by a cross-species parasite regulatory mecha-
nism involving variant parasite antigens.

Existence of regulatory interactions between para-
sites in mixed infections has been previously also sug-
gested by Bouharoun-Tayoun et al. (1990). In their ex-
periments, passive transfer of IgG collected from adult
immune donors to P. falciparum malaria infections.
from West Africa. to young Thai patient receivers, with
active P. falciparum infections. resulted in a significant
decrease of the P. falciparum parasitaemia and improve-
ment of clinical symptoms. However, in three of the re-
ceivers. following administration of the anti-falciparum
immune IgG. the development of a new malaria infec-
tion by P. vivax was observed with an increasing parasi-
taemia that needed chloroquine treatment.

Malaria surveillance performed by our group in RO
resulted in similar effects. After treating all identified
symptomatic and asymptomatic P. falciparum parasite
carriers in the riverside locality of Vila Candelaria, no
more clinical cases of falciparum malaria were observed
in the following year. However, the number of clinical
P. vivax cases doubled in this locality, from 53 in the
previous year to 105 in the following year (Tada 2008,
Tada et al. 2012). Both observations might be explained
if clearing of the P. falciparum parasites results in the
elimination of an “inhibitory signal”. affecting the mul-
tiplication of P. vivax parasite cells, either of hypnozoite
origin or from a quiescent infection.

These and other observations (Boyd & Kitchen 1938,
Maitland et al. 1997) indicate that interactions between
parasites affecting population densities in mixed infections
do exist, but no convincing mechanisms have been found
to explain the nature of the interaction process. It can be
speculated that a negative inhibitory factor produced by a
dominant species would have an advantageous effect to
avoid competition for nutrients obtained from the host and
to avoid compromising deleterious effects, which would
indirectly compromise the dominant parasite survival.
Such a hypothetical inhibitor could be of immunological
origin. The authors of studies with semi-immune children
in Papua Guinea proposed that parasitaemia are con-
trolled in a density-dependent manner by variant antigens
from one of the partners (Bruce & Day 2003). Our results
suggest a possible role for PECLAGY antigen in which an-
ti-PECLAGY antibodies originated during P. falciparum
infection would recognised a vivax parasite target. pos-
sibly the PvCLAG?7 ortholog. The following elements in
favour of this hypothesis may be presented: (i) PICLAGY
product seems to participate in metabolic remodelling of
PRBC like it was demonstrated for PEICLAG3 (Goel et
al. 2010, Nacer et al. 2011, Nguitragool et al. 2011) and
suggested for PfClag9. (ii) PvCLAG7 by its similarities
with PICLAGY seems to represent orthologs molecules
(Moreno-Perez et al. 2011) and CLAGS and (iii) search of
similarities between members of the clag families of P.
Jfalciparum and P. vivax indicate that similarities between
protein is good candidate for being assessed in cellular,
immunological and functional studies aimed at establish-
ing its role during invasion (Cowman et al. 2012)

While the clinical immunity status in vivax malaria
correlates with repetitive infections (Alves et al. 2002,
Gil et al. 2007) we hypothesise that the higher RI anti-
PICLAGY values observed among asymptomatic P. vivax
patients (Fig. 2. Table) are originate from a boosting ef-
fect by the ortholog PvCLAGT and eight homologous se-
quences or, eventually, in mixed infections, directly by
PICLAGY. Immunoclinical follow up of selected mixed
infected patients and immuno-parasitological studies are
being undertaken in our laboratory to test this hypothesis.
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FORMULARIO CLINICO INDIVIDUAL (FRENTE)

1) Médico Responsavel:

2) Antecedentes morbidos pessoais:

(Y33

Assinale o quadrado abaixo com “x” se resposta for sim, e preencha os demais campos

referentes a esta doenca.

a) malaria m n® episodios: _ tempo desde Gltimo episddio: _ espécie: V O
Fo Mo
Quando Informacdes Complementares/ Comentarios
b) hepatite m o Ndosabe tipo: Ao Bo Co nao saben
c) tuberculose o 0 Néo sabe
d) leishmaniose o 0 Néo sabe
e) dengue m 0 Ndo sabe  Quantos episodios:
) hansenc 0 Néo sabe
g) pneumonia o 0 Ndo sabe  Quantos episodios:
h) diabetes m 0 Néo sabe
i) hipertensdo o 0 Néo sabe
j) cardiopatia O 0 Néo sabe
k) diarréia O 0 Ndo sabe  NO episodios no ultimo ano:

) internagdo: o 0 Néao sabe: N° Motivo:
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m) cirurgias: O 0 Néo sabe:  Qual
n) hemotransfuséo: m 0 Néo sabe:  Indicacdo:
0) outras doengas: O 0 Nao sabe:  Quais:

Observacgoes:
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Formulario clinico epidemiolégico individual (verso)

3. Anamnese

4. Exame fisico (0 = ndo; 1 = sim)

PA / mmHg Tax °C Fp bpm Fr rpm Peso kg
Altura m

Estado geral: bom [ ] reqular [ ] ruim [ ] hidratacao:

Ganglios:

Pele:

Mucosas:

Orofaringe:
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Neuro:

Ap cardioresp.

Abdome:

Figado

Membros: superiores:

Inferiores:

Diagnosticos:

Baco

Exames:
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Identificacédo:

Localidade Casa NUmero paciente

(Nome do participante por extenso, legivel)

(Assinatura do participante ou responsavel.)

Data: ....... R |

FORMULARIO INDIVIDUAL

1-Dados pessoais:

Registro

Endereco:

Telefone p/ Contato: N°.  FNS: Moradia
DN. Idade: Grau de Instrucdo

Naturalidade: Estado: Procedéncia:

(ultimo local de moradia)

Tempo em Ronddnia:
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Tempo no endereco atual: anos meses

Sexo: o Fem o Masc.

Ocupagéo principal:

Ocasional

Onde esteve nos ultimos 20 dias:

Tempo de permanéncia na area endémica: Anos

Malaria atual :

Meses:

Método(s) usado p/ o diagnostico:

Parasitemia: _

Queixa Principal:

Ha quantos dias comecou a ficar doente?

O que vocé sentiu no inicio da doenga?

Fez uso de medicacdo nos ultimos dias

Antimalaricos: ;

Antibioticos:

Chas: X

outros:
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Outra Informacéo clinica relevante:




