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RESUMO

Mesmo ap06s 130 anos da descoberta do agente causador da malaria, cerca de 250
milnbes de pessoas, com aproximadamente 1 milhdo de mortes, ainda s&o
acometidas por malaria todos os anos. Na tentativa de encontrar uma forma de
alterar este cenario, este trabalho buscou subsidios através de metodologias para
deteccdo de proteinas da membrana de hemacias infectadas por Plasmodium
falciparum, com diferentes determinantes imunoquimicos relevantes para a resposta
imunologica humoral diferencial em pacientes assintomaticos. Realizou-se uma
comparacao, através de eletroforese e western blot, do perfil de imunorreatividade
para diferentes tipos de soros de pacientes infectados nas condi¢cdes clinicas
evidentes sintoméaticas e assintomética. Foi padronizado o método de separacéo por
eletroforeses uni- e bi-dimensional, bem como o método de identificacdo de
proteinas imunorreativas por western blot. Os resultados obtidos mostraram uma
grande diferenca do perfil de resposta imunolégica entre individuos sintomaticos e
assintomaticos. Foram marcadas proteinas da membrana de eritrocitos infectados
por P. falciparum imunorreativas para soro de paciente assintomatico, que, apos
processo de identificacdo poderdo ser Uteis para o entendimento da aquisicdo da
protecdo humoral em pacientes assintomaticos. Em eletroforese 2D, observou-se um
grande numero de spots, mostrando que este método é util e sera utilizado para
separacdo destas proteinas de interesse para identificacdo futura. Além disso, a
técnica de western blot associada a separacdo em 2D, revelou um numero de
proteinas imunorreativas maior, quando comparado com aquele proveniente da
eletroforese unidimensional. A importancia do reconhecimento por anticorpos das
proteinas e sua relacdo a protecdo/suscetibilidade de doadores de plasma é
discutida.

Palavras-chaves: Maléaria falcipara, assintomética, sintomética, resposta humoral,

imunoquimica, eletroforese uni e bidimensional.



ABSTRACT

Even 130 years after the discovery of the causative agent of malaria, about 250
million people are infected by Plasmodium sp. every year, resulting in approximately
1 million deaths. In this study, we tried to identify possible targets of the protective
immune response against the P. falciparum infected red blood cell. This was done by
one and two-dimensional electrophoresis followed by Western blot using plasmas
from individuals with symptomatic or asymptomatic P. falciparum infection During the
study, we standardized the method of separation by one- and two-dimensional
electrophoresis, as well as the method of identification of immunoreactivity proteins
by western blot. The results showed a significant difference in the number of
recognized proteins between symptomatic and asymptomatic individuals. The
identification of proteins which were recognized exclusively by asymptomatic patients
may indicate novel targets of the humoral response against blood stage parasites.
We also discuss the impact of this response and its possible relation of the course of
infection observed in patients.

Keywords: falciparum malaria, asymptomatic, symptomatic, humoral response,

immunochemical, one and two dimensional electrophoresis.
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1 - INTRODUCAO

1.1- Malaria

A malaria é uma doenca causada por protozoarios intracelulares do filo
Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia Plasmodiidae e género Plasmodium.
Neste género sdo identificadas cerca de 120 espécies, incluindo parasitos de
roedores, aves, répteis, primatas ndo humanos e humanos. Entre estas espécies
apenas quatro podem infectar humanos: Plasmodium falciparum (WELCH, 1897),
Plasmodium vivax (GRASSI & FELETTI, 1890), Plasmodium malarie (LAVERAN,
1881) e Plasmodium ovale (STEPHENS, 1922). Os parasitos que causam a malaria
séo transmitidos ao homem através da picada de mosquitos do género Anopheles
(BRUCE-CHWATT, 1985; NEVES, 2005).

Trata-se de uma das doencas parasitarias mais comum, causadora de
mortalidade e morbidade em paises localizados em regides tropicais e subtropicais,
e continua sendo o maior desafio em saude publica em todo o mundo (DOOLAN et
al., 2003; GOOD et al., 2005; WHO, 2011). Embora tenha sido descrita ha cerca de
cento e vinte anos, a doenca tem resistido a todas as formas de controle
empregadas até hoje (GOOD et al., 2005; WHO, 2008). Dados da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) mostraram um total de 106 paises endémicos para a
doenca no ano de 2011, dentre os quais 45 pertencem ao continente africano (WHO,
2011).

Estimativas indicam que a populacdo sob risco de malaria € 3,3 bilhdes de
pessoas (WHO, 2011). Embora a grande maioria das mortes causadas por malaria
ocorra na Africa, a doenca encontra-se amplamente distribuida na América Latina,

Sudeste Asiatico e Oceania (Figura 1). Enquanto P. falciparum prevalece no
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continente africano, o P. vivax é a espécie prevalente na Asia e América Latina

(PALMER et al., 1998; SHARMA, 1999; SAN SEBASTIAN et al., 2000).

I Countries or areas where malaria transmission occurs
Countries or areas with limited risk of malaria transmission

This map is intended as a visual aid only and not as a definitive source of information about malaria endemicity. Source: @ WHO 201 1. All rights reserved.

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da maléria no mundo (2011). Fonte: WHO, 2011.

No Brasil, a malaria continua sendo um importante problema de saude
publica, sendo uma das doencas parasitarias mais importantes da regido tropical,
onde 99% das notificacbes anuais de casos de malaria provém da regido que
compreende os estados do Amazonas, Para, Acre, Roraima, Rondbnia, Amapa,

Mato Grosso, Tocantins e Maranh&o (Figura 2).
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IPA
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EPIDEMIOLOGIA

Figura 2: Mapa das é&reas de risco de transmissdo da maléria no Brasil, em 2010, baseado na
incidéncia parasitaria anual. Fonte de dados: SIVEP-Malaria. Fonte da imagem: Laboratério de
Epidemiologia IPEPATRO-CEPEM-FIOCRUZ Rondbnia.

Apesar do alto numero de casos registrados anualmente até 2005, observa-se
na Figura 3, uma diminuicdo gradativa do niumero de infec¢cées. Em 2006, segundos
dados do Ministério da Saude, foram registrados 540.000 casos de malaria (99,7%
na regido Norte), um pouco menos que os 580.000 casos registrados em 2005. Ja
em 2009 o numero de infeccBes foi de 303.000 (SIVEP-MALARIA, 2010), 43,8%
menor que em 2006. Outro fator interessante € que, 85% destas infecgbes estédo
atribuidas a P. vivax, apontando que houve uma reducdo no numero de casos por P.
falciparum, que evolui mais rapidamente para as formas graves da doenca. Em 2006
a malaria por P. falciparum correspondeu a 26% dos casos de malaria no pais,

enquanto que em 2008 essa proporc¢éo correspondeu a 15% (OPAS, 2009). Apesar
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dessa diminuicdo no numero de casos, o perfil historico epidemiolégico da doenca

demonstra que seu controle efetivo requer intervencdes focais, mas permanentes.

Casos de Malaria no Brasil, 1960-2008

Casos x 1.000
T00 -

€00 -
500
400
300 -
200

100

L e L B e e e e e e B e B e B B LI e e B e e B e B S S L s e e
1860 1863 1966 1868 1972 1875 1078 1981 1884 1987 1990 1992 1886 1999 2002 2005 2008
Ano

‘ —Total —P. falciparum ——P. vivax ‘

Figura 3: Casos de malaria no Brasil de 1960 a 2008. Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS - atualizado
em set/2009.

No contexto nacional, a incidéncia de maléria no estado de Rondbnia esta
intimamente relacionada aos fenbmenos migratérios. Dentre estes, podemos
destacar aqueles oriundos do 1° ciclo da borracha no final do século XIX, com a
construcdo da Estrada de Ferro Madeira Mamoré que acabou trazendo milhares de
trabalhadores de diversas partes do Brasil e do mundo para o estado e o ocorrido na
segunda metade do século XX, causado pelo projeto de integracdo nacional do
governo militar, que abriu estradas para a regido e criou projetos de colonizacgéo,
além da descoberta de grandes aluvides de ouro nos leitos de seus rios. Os
emigrantes dessa onda vieram, sobretudo da Regido Sul, que sofria as
consequéncias do processo de modernizacdo e mecanizagdo da agricultura, e da
Regido Nordeste, com o desemprego cronico. Este fato culminou na elevacéo da
populacdo de 491.069, na década de 80, para 1.453.756 habitantes em 2007

(KATSURAGAWA et al., 2008).
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Ao final da década de 1980, a incidéncia parasitaria anual (IPA), que
corresponde ao numero de casos de malaria por mil habitantes, em Rondonia era de
128/1.000 (BARATA, 1995). Este estado registrava quase a metade dos casos do
pais. Essa crise levou o governo federal a fortalecer a campanha de controle,
criando centenas de unidades para diagndéstico, tratamento e combate ao vetor nas
areas endémicas (KATSURAGAWA et al., 2008). O resultado obtido foi muito
positivo. A figura 4 ilustra a queda progressiva de incidéncia que desceu para 50 mil
casos em 1996. Entretanto, a queda de qualidade das acdes de controle refletiu em
um aumento dos niveis de incidéncia nos primeiros anos da década de 2000,
superando de novo 100 mil casos em 2004, o que mostra a importancia da

continuidade das medidas de controle (KATSURAGAWA et al., 2008).
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© A
‘= 600.000 N,
s AA
g 500.000 /Mxﬂ\\/ \\ /( \
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Figura 4: Evolucdo dos casos de malaria em Ronddnia de 1974 a 2010. Fonte: Geréncia Técnica de
Malaria/ CCDTU/DEOPE/FNS; SIM/CENEPI/FNS; SVS - SIVEP-Malaria; Rey, 2003.

Atualmente, Rondbnia é considerado o terceiro estado com maior risco de
transmissao de malaria na regido Amazobnica, destacando-se em primeiro lugar o

Pard e em segundo o Amazonas. Em 2009, foram notificados 41.298 casos de
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malaria, no estado, o que representa 13,65% do total de casos de malaria na regiao

(SIVEP-MALARIA, 2010).

1.2 - Ciclo de Vida do Parasita

O género Plasmodium foi definido baseando-se no ciclo de vida do parasita
(Figura 5), com uma fase de reproducdo sexuada seguida por trés fases de
reproducdo assexuada. A fase sexuada (fertilizacdo) ocorre no lumen do estdémago
do mosquito Anopheles e a primeira fase assexuada (esporogonia), no epitélio do
estbmago e corpo do mesmo; as outras duas fases ocorrem em um hospedeiro
vertebrado, a segunda fase assexuada ocorre no figado (esquizogonia
exoeritrocitica) e a terceira ocorre na circulagdo sanguinea (esquizogonia

eritrocitica) (KNELL, 1991).

Estagios heEéticos

Estagios no mosquito hEPatOC'tO o ;}-Hepatoclto

r Ciclo esporogonico

Mosquito se
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fm

oocmeto

\
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'.:_ e
., Oocisto : 3‘_‘5'& Ciclo =t infectado
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@ T
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WEE o
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Pvivax™™ 2 &3 "gametocitos
P.ovale
B.malarige

Figura 5: Ciclo de vida das espécies de Plasmodium infectantes ao homem (adaptado de

http://www.dpd.cdc.gov).
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Os esporozoitos séao transmitidos ao hospedeiro vertebrado pela picada da
fémea do género Anopheles e caem rapidamente na circulacdo sanguinea até
chegarem aos hepatocitos. Estudos feitos demonstraram que 0S esporozoitos
passam por varios hepatdcitos antes da invasdo e o subsequente desenvolvimento
hepatico (MOTA et al., 2001).

O processo de invasdo envolve proteinas de superficie do esporozoito, como
dominios de ligacdo de trombospondina na proteina circumsporozoita (CSP), a
prépria proteina relacionada a adesdo a trombospondina (TRAP) e moléculas de
superficie do hospedeiro vertebrado (FUJIOKA & AIKAWA, 2002; WEATHERALL et
al., 2002). Estes dominios ligam-se especificamente a sulfato de proteoglicanos nos
hepatdcitos no endotélio sinusoidal e nas células de Kuppfer (MILLER et al., 2002).
ApoOs a invasao, 0s esporozoitos se alojam dentro de um vacuolo parasitéforo e se
transformam em trofozoitos hepaticos que amadurecem e formam milhares de
merozoitos, 0s quais sdo liberados na circulagdo sanguinea mediante o0s
merossomos (STURM et al.,2006) e invadem os eritrécitos, iniciando a fase
eritrocitica. No caso de P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos ndo se desenvolvem
e podem formar um estdgio dormente, chamado hipnozoito, que pode permanecer
no figado por semanas a anos, e quando reativado provoca recidivas da doenca
(REY, 2008).

No ciclo eritrocitico, 0s merozoitos passam por um processo de
amadurecimento para formacao de trofozoitos, que realizam varias divisbes para
formacdo de esquizontes. Os esquizontes rompem os eritrocitos, liberando 16-32
merozoitas e assim recomega uma nova invasdo nos  eritrOcitos.
Concomitantemente, uma pequena propor¢cdo de merozoitos diferencia-se em

gametocitos macho e fémea. Estes, ao serem ingeridos pelo mosquito se
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transformam em gametas e ocorre a fertilizagdo no limen do estdbmago do mosquito
com a formacdo dos oocinetos. Os oocinetos atravessam duas barreiras, a matriz
peritréfica (PM) e o epitélio do estbmago, para a formacéo dos oocistos, que passam
por um processo complexo de desenvolvimento, incluindo meiose, para a producao
de milhares de esporozoitos e chegam a glandula salivar do mosquito (BRUCE-
CHWATT, 1985; FUJIOKA et al.,, 2002). Quando o mosquito fémea do género
Anopheles, carregando esporozoitos nas glandulas salivares, se alimentar

novamente, ira infectar outro hospedeiro e desta maneira iniciara um novo ciclo.

1.3 - RESPOSTA IMUNE

A imunidade a malaria envolve tanto a resposta celular como a humoral. As
células T sdo essenciais na regulacdo da producdo de anticorpos e na inducédo da
imunidade celular (GOOD et al., 2005; GONCALVES, 2010).

Contrariamente, a situacao da maioria das infec¢bes virais e bacterianas na
malaria, a resposta imune protetora ndo é particularmente efetiva. Varias parecem
ser as causas como: (i) a estrutura dos antigenos parasitarios e sua consideravel
diversidade que dificulta a resposta imune, influenciando a sobrevivéncia do parasita
e a transmissdo ao vetor; (i) a liberacdo de exo-antigenos e/ou de mediadores
celulares produzidos em resposta ao parasita modulam a resposta imune tornando-a
menos eficiente (imunodepressédo, ativacdo policlonal, producdo de auto e
heteroanticorpos, hipergamaglobulinemia); (iii) a localizacdo intracelular do parasita;
e (iv) a auséncia de moléculas de MHC (Complexo principal de histocompatibilidade)
no eritrocito concorre para que estes proporcionem um meio relativamente favoravel
ao crescimento do plasmaédio (revisado em KORBEL et al.,, 2004; STEVENSON &

RILEY 2004; DOOLAN et al., 2009).



21

Com isso, a resposta imune contra Plasmodium pode ser desenvolvida
especificamente contra cada um dos estéagios do parasito (GOOD et al., 2005). Tem
sido demonstrado em modelos experimentais que a sobrevivéncia a malaria é ligada
a habilidade de controlar a reproducdo dos estagios sanguineos do parasito nas
primeiras semanas apos a infeccdo (STEVENSON & RILEY 2004). De fato, as
formas sanguineas dos plasmoédios sdo as responsaveis pelas manifestacdes
patolégicas da doenca, uma vez que o0s sintomas clinicos sdo decorrentes do
desenvolvimento parasitario durante o ciclo assexuado sanguineo. A imunidade
frente a esses estagios sanguineos poderia contribuir para a reducdo ou a
eliminacdo dos parasitos e, consequentemente, diminuicdo das manifestacdes
clinicas da doenca (BUENO, 2011).

Diversas evidéncias sugerem que uma imunidade protetora naturalmente
adquirida contra a malaria seja obtida apds infeccbes sucessivas e depende de
moléculas IgG (COHEN et al.,, 1961; MCGREGOR, 1974; BAIRD et al.,, 1991).
Criancas intensamente expostas a transmissdo apresentam sucessivos episodios
clinicos de maléria. Com o passar da idade, os sintomas clinicos da doenca séo
menos pronunciados, embora os individuos possam apresentar altas parasitemias
sanguineas (EGAN et al., 1996). Em adultos, observa-se parasitemia baixa,
refletindo um equilibrio da relacao parasito-hospedeiro e também um estado de
premunicdo que pode ser bem observado em areas onde a malaria é
holohiperendémica (DRUILHE & KHUSMITH, 1987). De uma maneira geral, a
imunidade naturalmente adquirida € parcialmente cepa-especifica e leva
primeiramente a uma redugcdo da taxa de mortalidade e da incidéncia de
complicacbes e, mais tarde, a um decréscimo da incidéncia da doenca. Por ultimo,

essa imunidade naturalmente adquirida leva a uma queda da parasitemia a niveis
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baixos ou mesmo niveis indetectaveis por métodos convencionais de deteccdo do
parasito (WEBSTER & HILL, 2003).

Em regides de transmissao intensa e estavel, onde o P. falciparum é espécie
predominante, os recém-nascidos sdo protegidos da morbidade, provavelmente
devido a transferéncia de anticorpos maternos (EDOZIEN et al., 1962; MCGREGOR,
1964; CHIZZOLINI et al., 1991; HOGH et al., 1995) e a persisténcia da hemoglobina
fetal (PASVOL et al.,, 1977). De fato, experimentos de transferéncia passiva de
anticorpos, realizados nas décadas de 60 e 70, demonstraram claramente que
anticorpos contra as formas sanguineas estdo envolvidos na imunidade protetora
(COHEN & BUTCHER., 1971). Estes experimentos foram posteriormente repetidos,
confirmando que anticorpos IgG purificados de soros de adultos imunes, residentes
em areas hiperendémicas, sao capazes de controlar a infec¢édo por P. falciparum em
criancas, reduzindo a parasitemia e protegendo-as de doenca grave (Sabchareon et
al., 1991).

Na resposta contra os estagios sanguineos, a eliminacdo do parasito parece
ocorrer apos desenvolvimento de uma resposta especifica de anticorpos a antigenos
variantes de superficie (VSA - variant surface antigens) (GUPTA & DAY, 1994;
GOOD et al., 2005). Evidéncias obtidas na ultima década mostraram que pelo
menos dois mecanismos estdo envolvidos, tais como, a participacdo de anticorpos
opsonizantes que promovem a fagocitose de eritrécitos infectados (GARRAUD et al.,
1989; GARRAUD et al., 1994) e a presenca de anticorpos citofilicos (subclasses
IgG1 e 1gG3, em humanos) que promovem a inibicdo do crescimento do parasito
intra-eritrocitico em associacdo com monocitos (DRUILHE & KHUSMITH, 1987,

LUNEL & DRUILHE, 1989). Entretanto, apesar dos anticorpos contra as formas
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sanguineas ser um importante fator na eliminacédo do parasito, a imunidade mediada
por células contribui nesse processo (GOOD et al., 2005).

Pombo e colaboradores (2002) descreveram a resposta celular obtida em
voluntarios ndo-imunes apoés indculo de doses ultrabaixas de formas sanguineas do
parasito, observando resposta proliferativa de células T envolvendo células CD4+ e
CD8+ e, ainda, uma producéo de citocinas, primariamente de IFN-y, porém nao de
IL-4 e IL-10, consistindo em uma resposta imunoldgica do tipo Thl. De fato, IFN-y e
células CD4+ sdo capazes de ativar macrofagos que fagocitariam eritrécitos
infectados e merozoitos livres (STEVENSON & RILEY, 2004). Além disso, foi
observada também uma alta concentracdo da atividade da enzima Oxido nitrico
sintase em células mononucleares do sangue periférico em individuos
subsequentemente desafiados com o parasito (POMBO et al., 2002).

Em todos 0s casos, 0s anticorpos sao importantes mediadores da imunidade
adquirida contra a malaria, pois promovem a inibi¢cdo da invasdo das hemacias pelos
merozoitos, promovem a fagocitose de hemacias, bloqueiam a invasao dos
parasitas intraeritrociticos, e ajudam na inibicdo celular dependente de anticorpos
(GOOD et al., 2005).

Nesse contexto, é importante a identificacdo de antigenos que séo alvos de
anticorpos e que possam ser utilizados em estudos imunoepidemioldgicos visando

melhora na compreenséo da imunidade naturalmente adquirida a malaria.

1.4 — INFECCAO ASSINTOMATICA
Apo6s multiplas infeccdes o individuo morador da area endémica pode adquirir
imunidade e ndo mais manifestar os sintomas clinicos da doenca, mesmo na

presenca do parasita. Acredita-se que a diminuicdo dos sintomas clinicos possa ser
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devido a anticorpos contra os estagios eritrocitarios do parasita, uma vez que €
nesta fase que os sintomas clinicos se manifestam (GUPTA et al., 1999).

Individuos infectados, mas sem manifestacdes de sintomas clinicos, possuem
um vasto repertorio anti-VSA (variant surface antigens), existindo uma correlacéo
positiva entre positividade para o parasita e reconhecimento de VSAs, embora
apenas a presenca do parasita ndo possa ser associada a protecao contra sintomas
de malérias subsequentes (BULL et al., 2002).

As criancas que tiveram malaria grave adquirem imunidade logo ap0s poucas
infeccbes, tornando-se parcialmente imune logo nos primeiros anos de vida. Ao
contrario, criancas que apenas tiveram malaria moderada (ndo-complicada) levam
mais tempo para adquirir 0 mesmo grau de imunidade (BAIRD, 1995; BAIRD 1998).
Os jovens e adultos moradores de area endémica, mesmo em constante contato
com o agente infectante raramente ficam doentes devido a infeccdo por maléaria
(HVIID, 2005). Isto ndo significa dizer que a imunidade é esterilizante, ela é apenas
parcial, onde os sintomas observados vao aos poucos diminuindo, e por vezes até
mesmo desaparecendo por completo. Em alguns casos, apenas testes mais
sensiveis, como o PCR, podem confirmar a presenca do parasita (ALVES et al.,
2002).

Embora com o passar do tempo, moradores de area endémica tendem a
apresentar um menor numero de sintomas relacionados a esta patologia, um caso
muito particular acontece durante a gravidez. As mulheres nas primeiras gestacoes
podem desenvolver um quadro grave denominado malaria gestacional. Embora a
gestante possa ter passado anos sem sentir os sintomas da doenca por sucessivas
infeccbes malaricas, durante a gravidez, e em particular na primeira e segunda

gestacdo, € comum o desenvolvimento de quadro clinico. Contudo durante
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gestacdes subsequentes, a mulher ja possui anticorpos contra estes variantes, e no
caso de nova infec¢cdo com P. falciparum ndo sofrera mais problemas graves com
malaria gestacional (ROGERSON et al., 2007).

Com base nisso, a imunidade contra os sintomas da malaria parece
depender da idade e do tempo de exposi¢do dos individuos infectados e dos niveis
de transmissdo da regido (GUPTA et al., 1999). Foi proposto que em regides
hiperendémicas, uma reducdo na transmissao provocaria inicialmente uma reducao
na maldria grave e na mortalidade, mas que uma maior reducdo aumentaria a
mortalidade relativa, o0 que ndo seria necessariamente um problema uma vez que o
namero de infec¢cdes seria muito mais baixo, assim como o numero absoluto de
mortes (REYBURN et al., 2005).

E interessante notar que a malaria grave é rara na Amazonia brasileira e a
malaria cerebral quase inexistente. Por um lado, a imunidade contra maléaria parece
ser adquirida no mesmo prazo de tempo que na Africa, apesar de estudos
quantitativos faltarem neste sentido. Porém, em muitas areas endémicas prevalece
uma baixa transmissdo, e a mais intensa comeca apenas na adolescéncia ao
contrario do que se encontra na Africa, onde ha transmiss&o ativa desde o inicio da
vida (CAMARGO et al.,1994; DA SILVA-NUNES, M. & FERREIRA, 2007).

Uma grande diferenca da Africa para a Amazobnia, porém, reside na
diversidade antigénica observada dos parasitas que pode levar a um
reconhecimento acelerado de repertérios globais de parasitas circulantes numa
area. De fato ja foi demonstrado que o repertério de genes “var” dos isolados da
Amazobnia € mais limitado do que o de outras regides (ALBRECHT et al., 2006). Por
outro lado, ao contrario do que ocorre na Africa, parece ndo haver um

reconhecimento diferencial de dominios DBL (Duff Binding-Like) entre soros de
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pacientes sintomaticos e assintomaticos e no total a reatividade de muitos soros da
area endémica brasileira parece muito mais baixa que na Africa (FRATUS, 2008).
Isto coloca em duvida se PfEMP1 é realmente um alvo decisivo na aquisicdo de uma
imunidade protetora contra sintomas da malaria, sugerindo que a resposta anti-
PfEMP1 ndo deve ser o Unico fator determinante.

Apesar de existirem muitos artigos descrevendo a resposta humoral contra
um numero de antigenos do parasita, predominantemente da forma merozoita, a
definicdo contra qual antigeno a resposta seria protetora é pouco clara (revisado por
WIPASA et al., 2002). Por exemplo, existem antigenos que sdo mais reconhecidos
por individuos protegidos contra malaria sintomaticos que por individuos suscetiveis.
Um bom exemplo é a proteina MSP1 contra qual indiviuos assintomaticos muitas
vezes desenvolvem uma resposta forte (POLLEY, 2003) (KONING-WARD et al.,
2003) e que quando imunizado em macacos, confere protecdo contra infeccao
(SIDDIQUI et al., 1987). Entretanto ensaios em seres humanos utilizando a proteina
recombinante alcangcaram apenas sucesso parcial (OGUTU et al., 2009).

Além de dados sobre o reconhecimento do principal antigeno variante da
superficie da heméacia infectada (PfEMP1), existem poucas informacfes sobre quais
proteinas da superficie de heméacias infectadas, sao diferencialmente reconhecidas
por individuos protegidos ou suscetiveis (HVIID & STAALSOE, 2004).

Na Amazbnia existe uma situacéo especial caracterizada pela escassez de
cepas com repertorio de antigenos variantes profundamente diferentes (ALBRECHT
et al.,, 2010, GRIFFING et al., 2011). A situacdo de baixa variabilidade de cepas
circulantes na Amazoénia facilita a possivel identificacdo de estruturas alvos que na
Africa seriam extremamente polimérficos, além de auxiliar em estudos a respeito do

papel da resposta humoral contra a hemacia infectada na protecdo de evolucdes
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sintomaticas ou mesmo graves da malaria direcionada ou nado, contra proteinas
variantes.

Ainda ndo foram realizados estudos que visem a identificacdo em larga escala
de antigenos da hemacia infectada relacionados com protecdo aos sintomas da
malaria. Portanto, propusemos a seguir a utilizacdo de uma abordagem proteémica
de alta sensibilidade para a identificacdo de proteinas de P. falciparum que sejam
reconhecidas diferencialmente por anticorpos presentes nos soros de individuos

sintomaticos e assintomaticos oriundos da Amazonia.

1.5 - ELETROFORESE

A eletroforese é extremamente usada em estudos proteémicos pelo fato de
ser capaz de separar centenas ou milhares de proteinas simultaneamente e por
apresentar elevada resolucdo. Além disso, ela é compativel com varias técnicas de
determinacdo das proteinas capazes de efetuar o sequenciamento e identificacao.
Por estas razfes, as principais caracteristicas da eletroforese seréo citadas.

Esta técnica foi introduzida por Tiselius em 1933, tendo como principal
interesse a separacao de fragBes protéicas do soro humano em um meio liquido
(formado por uma solugéo-tampéo na auséncia de sistema estabilizante). Para isso,
foi usado um recipiente na forma de "U" contendo na parte superior de cada um dos
compartimentos um eletrodo (anodo e catodo). Neste aparato, as proteinas
migravam a partir da parte central de cada um destes compartimentos. O perfil
eletroforético ao longo do tubo era determinado pelo gradiente do indice de refragéo,
visto que o mesmo variava de forma diretamente proporcional a concentracdo das
proteinas. Este sistema apresentava falta de resolucéo e auséncia de estabilizacéao

das proteinas separadas devido a rapida difusdo (GOMEZ-ARIZA, et al., 2005).
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A partir do sistema proposto por Tiselius, no final da década de 1940, surgiu a
eletroforese em papel e no inicio de 1950, a eletroforese em gel de amido e de
acetato de celulose. J4 no comeco dos anos 1960 foi criada a eletroforese em gel de
poliacrilamida (esta Ultima sera enfatizada posteriormente). Os avancos desta
técnica continuaram e nos anos 1990 ocorreu a implementacdo definitiva da
eletroforese capilar (SZPUNAR, 2004; GOMEZ-ARIZA, et al., 2005).

A eletroforese, independente do tipo, € um método relacionado a migracédo de
particulas carregadas em um meio sob a influéncia de um campo elétrico continuo
(GOMEZ-ARIZA, et al., 2005). Do ponto de vista eletroforético, as propriedades mais
importantes das proteinas sdo a massa molar, a carga e a conformacéo. Estes
fatores sdo os que influenciam diretamente na velocidade de migragcdo (v) e na
mobilidade (u) das mesmas ao longo da corrida eletroforética, podendo ser citados,
ainda, o campo elétrico aplicado e a viscosidade do meio (SZPUNAR, 2004). As
proteinas que possuem velocidades de migracdo diferentes sdo separadas uma das
outras. A velocidade de migracédo é definida de acordo com a equagdo matematica

que se segue:

v=uXxE,ondey=zel6anr.

sendo E o campo elétrico aplicado, z a carga da molécula, e a carga elementar

(1,602 x 10 ), n a viscosidade eletroforética do meio e r o raio da molécula

(SZPUNAR, 2004).
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1.5.1 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Estdo disponiveis varios suportes pelos quais a eletroforese pode ser
realizada, tais como: papel ou acetato de celulose, silica, alumina ou celulose, além
de gel de agarose e poliacrilamida. Dentre eles, destaca-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE, do inglés, Polyacrylamide Gel Electrophoresis) por ser um
material quimicamente inerte, transparente e estavel sobre uma ampla faixa de pH,
temperatura e forca-ibnica (SZPUNAR, 2004; GOMEZ-ARIZA, et al.,2005). Este gel
é formado pela copolimerizacdo entre acrilamida e N,N’-metilenobisacrilamida, na
presenca de persulfato de amonio e tetrametiletilienodiamina (TEMED). O tamanho
dos poros do gel depende da concentracdo de bisacrilamida. Quanto maior a
proporcdo de bisacrilamida, menor o tamanho dos poros (SOUZA et al.,2001;
BUTCHER et al.,2003; SZPUNAR, 2004). A concentracdo de bisacrilamida no gel é
um fator importante para otimizar a separacao das proteinas. Géis com poros largos
sdo adequados para a separacdo de proteinas grandes, porém, sdo inapropriados
para resolver pequenos peptideos.

As primeiras corridas eletroforéticas conduzidas em géis de poliacrilamida
polimerizados em placas usavam o gel denominado fracionador ou de separagéo.
Depois, foi inserido no sistema, o gel denominado concentrador ou empilhador que
possuia poro mais largo. Aproveitando estas caracteristicas, foi introduzido o
sistema descontinuo, que varia a porosidade dos géis, bem como a composicéo
quimica e o pH das solugdes tampao constituintes de cada gel. No sistema
descontinuo, os ions tamponantes do gel (Tris-HCI) sdo diferentes daqueles do
reservatorio do eletrodo (Tris-Glicina). Dependendo das proteinas, a escolha da
solucédo-tampéao e do pH deve ser feita experimentalmente. Esta técnica descontinua

possui elevado grau de resolucdo, apresentando bandas bastante estreitas
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(BUTCHER et al.,2003; SOUZA et al., 2001). Estas bandas surgem por causa das
diferencas nas velocidades pelas quais as proteinas migram ao longo do gel devido
a sua relacdo carga/massa e sua forma. As bandas sdo reveladas por meio de
processos de coloracdo especificos. Sabendo-se a distancia entre as bandas pode-
se estimar as suas massas molares por meio de padrées empregados nas mesmas
condicOes eletroforéticas da amostra em questao.

A eletroforese em gel de poliacrilamida pode ser classificada como sendo em

uma (1D) ou em duas (2D) dimensdes.

1.5.2 - ELETROFORESE EM UMA DIMENSAO (1D-PAGE)

Na eletroforese em gel de poliacrilamida em uma dimenséao, pode-se analisar
a proteina na forma nativa ou desnaturada, dependendo das condicbes empregadas
durante a extracdo das proteinas. No primeiro caso, ndo ha alteracbes na
conformacao, atividade biol6gica e entre as subunidades das proteinas. Este
sistema é denominado ndo dissociante ou nativo e as proteinas sdo separadas com
base na sua carga, usando o método de focalizacdo isoelétrica (IEF, do inglés
Isoeletric Focusing), ou entdo, em gel vertical sem SDS. Durante a IEF é formado
um gradiente de pH e as espécies carregadas movem-se pelo gel até alcancar um
pH especifico. Neste pH as proteinas apresentam carga efetiva nula (conhecido
como pl da proteina). A IEF apresenta elevada resolucdo, capaz de separar
macromoléculas com diferencas de pl de apenas 0,001 unidade de pH (SZPUNAR,
2004; GAO et al., 2003).

Em sistemas dissociantes ou desnaturantes, as proteinas sao solubilizadas
em tampéao contendo reagente usado para promover a desnaturacédo das proteinas,

sendo geralmente empregado o SDS. Este detergente interage com as proteinas
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fornecendo Ihes cargas negativas. A magnitude da carga negativa esta relacionada
com a massa molar da proteina. Para um grande niumero de proteinas, a quantidade
de SDS que interage com as cadeias polipeptidicas é da ordem de 1,4 g de SDS por
grama de proteina. Nestas condi¢des, todas as proteinas migram em direcdo ao
eletrodo positivo e sdo separadas somente pelas diferengas relacionadas a massa
molar. Além disso, a adicdo de reagentes redutores como o0 b-mercaptoetanol e o
DTT rompem as pontes de dissulfeto presentes, facilitando o acesso do SDS as
partes mais internas das proteinas (BUTCHER et al., 2003; SZPUNAR, 2004,
GOMEZ-ARIZA, et al 2005). Este tipo de eletroforese é conhecido como SDS-PAGE
devido & combinacado entre o tratamento da proteina com SDS e a eletroforese com
gel de poliacrilamida. A SDS-PAGE foi originalmente descrita por Laemmli, em 1970.
Esta técnica é extensamente empregada para a determinacdo da massa molar de

polipeptideos presentes em amostras protéicas (LAKOWICZ, 1999).

1.5.3 - ELETROFORESE EM DUAS DIMENSOES (2D-PAGE)

A eletroforese bidimensional (2D) foi inicialmente desenvolvida por O'Farrel e
Klose em 1975. A metodologia original consistia na preparacao de géis cilindricos de
poliacrilamida, em que um gradiente de pH era estabelecido por meio de uma pré-
corrida com anféteros especificos (também chamados de anfdlitos), que apresentam
alta capacidade tamponante em pHs proximos aos seus pontos isoelétricos (pls). As
proteinas eram, entdo, submetidas a uma focalizacdo isoelétrica (IEF — Isoelectric
Focusing) e, posteriormente, a uma eletroforese na presenca de SDS, por meio de
um sistema convencional descrito por Laemmli (1970). Dessa forma, as proteinas
eram separadas na primeira dimensao de acordo com seus pls (IEF) e na segunda

dimenséo em fungéo de sua massa molecular (SDS-PAGE).
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Apesar de engenhosa, a metodologia era muito trabalhosa, demorada, dificil
de ser reproduzida em diferentes laboratérios e dependia da habilidade do
pesquisador para obtencdo de resultados consistentes (PANDEY & MANN, 2000).
Atualmente, muitos desses problemas foram resolvidos com o desenvolvimento de
novas tecnologias. Um avanco importante que contribuiu para o aumento da
reprodutibilidade da eletroforese 2D foi o desenvolvimento dos géis em forma de
tiras com gradiente de pH imobilizado (IPG - immobilized pH gel) (GORG et al.,
1985).

As tiras sado feitas pela copolimerizacdo da acrilamida com o reagente
Immobiline™ (Amershan Biosciences/GE Heathcare), que contém grupos
tamponantes acidos e basicos. Outro avanco importante foi o aperfeicoamento dos
métodos de preparacdo de amostras protéicas, 0s quais consistem das seguintes
etapas: (1) a extracdo, usando-se diferentes tampdes para amostras especificas; (2)
a precipitacdo, para concentrar as proteinas e eliminar as substancias interferentes,
e (3) a solubilizacdo destas proteinas. No que se refere as duas Ultimas etapas, a
precipitacdo das proteinas a -20°C com &cido tricloroacético (TCA) a 10% em
acetona (DAMERVAL et al., 1986), seguida pela solubilizacdo das proteinas em um
meio com altas concentracdes de uréia (8,0 - 9,5M) ou uma combinac¢éo de uréia 5 -
7M com tiouréia 2M (RABILLOUD et al., 1997), tem sido amplamente utilizada para
obtencdo de extratos protéicos totais, principalmente em tecidos vegetais e
microorganismos. Na presenca de altas concentracdes de uréia, a tiouréia adquire
uma eficiente acdo caotropica, aumentando, portanto, a solubilidade das proteinas
de membranas. Além disso, a descoberta de novos detergentes nao iénicos, tais
como os surfactantes CHAPS e SB 3-10, usados juntamente com agentes redutores

adequados para a IEF, como ditiotreitol (DTT) e tributilfosfina (TBP) tém fortemente
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contribuido para a solubilizagdo de um maior nimero de proteinas a serem
separadas na eletroforese 2D (HERBERT, 1999). A partir dai, a eletroforese 2D
(Figura 6) passou a ser a principal técnica de separacéo de proteinas utilizada antes
da aplicacdo da amostra no espectrometro de massa. Sua vantagem em relacao a
outras tecnologias é a capacidade de separar com alta resolugcdo um grande numero
de proteinas de uma amostra complexa e a possibilidade de se fazer anélises de

expressao génica por meio da comparacao dos padrdes protéicos.

Two Dimensional Electrophoresis

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr

Figura 6: Esquema representativo de uma eletroforese bidimensional. FONTE: GALDOS, 2009.

7

Entretanto, € importante ressaltar que devem ser tomados alguns cuidados
adicionais no preparo da amostra ao se tratar da eletroforese 2D-PAGE. Os
problemas que podem ocorrer estdo relacionados a presenca de componentes que
afetem a migracdo das proteinas. Um exemplo € a alta concentracéo de sais (acima
de 100 mM) que podem interferir na IEF. A adicdo de DTT em quantidade

inapropriada na amostra também pode atrapalhar a IEF pelo fato do mesmo também
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migrar pelo gradiente de pH, provocando a reoxidacdo dos grupos sulfidrilas e
ocasionando a precipitacdo de algumas proteinas. Ja as amostras contendo uréia
nao devem ser aguecidas acima de 37°C para evitar a formacéo de isocianato, que
induz a carbamilacdo das proteinas. Na carbamilacdo, os residuos de lisina
modificam-se induzindo alteracdes no pl das proteinas (GAO et al., 2003).

Apesar de a eletroforese bidimensional ser amplamente utilizada, ela
apresenta algumas limitacdes para proteinas hidrofobicas, proteinas basicas e que
possuam massas molares muito elevadas ou muito baixas (SZPUNAR, 2004). Com
base nestas dificuldades, algumas estratégias para se identificar um maior nimero
de proteinas foram propostas: o pré-fracionamento das amostras por meio de
extracfes sequenciais, o estudo do protedbma organelar em fracdes subcelulares, a
utilizacdo de tiras com faixas estreitas de pH e a sobreposi¢cdo destes, além de
técnicas de coloracdes especificas utilizando reagentes fluorescentes, radioativos ou

imunoquimicos (GORG et al., 2000; HERBERT et al., 2001).

1.6 — A TECNICA DE WESTERN BLOT

Western blot, ou “imunoblot protéico”, € uma técnica analitica usada para
detectar proteinas especificas numa amostra de homogenato (células trituradas) ou
extrato de tecido biologico.

Primeiramente é executado um gel de eletroforese sobre a amostra, que
separa ou desnatura as proteinas de acordo com o tamanho do seu polipeptideo
(condicdes de desnaturacédo) ou pela estrutura 3D da proteina (condicbes de néo-

desnaturacdo). Depois as proteinas sao transferidas para uma membrana,

tipicamente de nitrocelulose ou fluoreto de polivinilideno (PVDF), onde elas séo
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detectadas usando anticorpos especificos referentes as proteinas que se pretendam
identificar (TOWBIN et al., 1979; RENART et al., 1979).

O método teve origem no laboratério de George Stark em Stanford e o nome
de Western Blot foi dado por W. Neal Burnette (BURNETTE, 1981) e é um trocadilho
com o nome do método Southern Blot, uma técnica usada para a deteccdo de DNA
desenvolvida por Edwin Southern. Existem também outros 2 métodos similares, o
Northern Blot (deteccdo de RNA) e o Eastern Blot (detec¢cdo de modificacdes pos-
translacionais na proteina).

O método de Western Blot é usado nas éareas da biologia molecular,
bioquimica, genética, entre outros onde se pretendam correlacionar quantificacdes

de proteinas.
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2-0OBJETIVO

Implantar metodologia através da protebmica e imunoquimica para identificar
proteinas relevantes na membrana de hemécias infectadas com P. falciparum

responsaveis pelo desenvolvimento de imunoprotecdo em individuos assintomaticos.
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3 - METODOLOGIA
3.1 - OBTENCAO DOS SOROS

Os soros utilizados no presente estudo foram obtidos do Laboratério de
Epidemiologia do IPEPATRO-CEPEM-FIOCRUZ Rondbnia, coletadas em areas
rurais e ribeirinhas do municipio de Porto Velho (KATSURAGAWA, 2010). Estudo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CEPEM (Centro de Pesquisa em

Medicina Tropical) sob Processo N°. (CEP/CEPEM 070/08).

3.2 - CULTIVO DO PARASITA Plasmodium falciparum CEPA 3D7

A cepa padrao, 3D7 de P. falciparum foi cultivada in vitro e mantida em cultura,
apos o descongelamento, com hematécrito 4% de acordo com a técnica de Trager e
Jensen (1976), modificada por Trager (1990). Realizou-se o cultivo em meio
completo composto por RPMI 1640 suplementado com 10% de plasma humano
desfibrinado A+ ou AB+; Hepes 22,8 mM; glicose 11,1 mM; hipoxantina 0,36 mM (50
ug/mL); NaHCO3; 23,8 mM, e gentamicina 40 ug/mL.

As culturas de parasitas foram mantidas em estufa a 37°C, condicionadas em
garrafas plasticas de 25 cm® sob uma tensdo de gases (5% de O, + 5% de CO, + N,
balanceado) ou no dissecador a vela segundo a técnica de Trager (“candlejar”).

O acompanhamento do desenvolvimento do plasmaodio foi realizado por meio

da preparacdo de esfregaco delgado em laminas para analise em microscopio
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optico. Os esfregacos foram corados com Giemsa (LUZ & FERNANDEZ-RAMIREZ,
1990; LIMA, et al., 2001), e observados em aumento de 1000X sob imerséo.

A sincronizacdo dos parasitas foi realizada utilizando-se intermitentemente
flotacdo de hemacias com formas maduras seguido de exposicdo a 5% Sorbitol

(LJUNGSTROM et al., 2008).

3.3 — EXTRAGAO DE PROTEINAS DE MEMBRANAS DE HEMACIAS NAO-
INFECTADAS E INFECTADAS

As hemacias (3 mL) ndo-infectadas ou infectadas foram lisadas segundo um
protocolo publicado por Rabilloud e colegas (RABILLOUD et al., 1999). Em breve, 12
mL de solucdo de lise hipotonica [RPMI 1640 diluido 5 vezes e 2% de inibidor de
protease (v/v) (Protease inhibitor Cocktail da Roche)]. Ap6s 1 minuto sob leve
agitacéo, a solugao foi centrifugada a 15.294 g por 5 minutos. Feito isso, observou-
se a formacdo de uma substancia branca gelatinosa (ghost) nas duas amostras e
uma substancia escura (pellet do parasita) ao fundo do recipiente, somente para
hemécias infectadas. O sobrenadante foi retirado e acrescentou-se novamente a
mesma solucdo de lise (12 mL), repetindo-se esta etapa até o desaparecimento de
todo pigmento vermelho (hemoglobina). O ghost foi separado em aliquotas. As
proteinas presentes no ghost foram quantificadas pelo método de Bradford e
solubilizadas em detergentes especificos para os métodos nos quais, as mesmas

foram separadas, SDS-PAGE ou Eletroforese 2D (RABILLOUD et al., 1999).
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3.4 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais presentes nos extratos
protéicos das amostras foi realizada utilizando-se o método de Bradford (1976). E
expressa utilizando-se a albumina de soro bovino como padrdo. Para isso, criou-se
uma curva analitica de calibragéo na faixa de concentracdo entre 5 a 50 ug.uL™,
com 0 mesmo tampéao usado nas diluicdes das amostras.

Para as medidas espectrofotométricas, aliquotou-se a amostra em uma
cubeta juntamente com reagente de Bradford na proporcédo de 1:10 (v/v). O reagente
de Bradford consiste em uma mistura de azul de Coomassie G-250 a 0,01% (m/v),
4,75% (v/v) de etanol e 8,5% (v/v) de acido fosférico. Ap6s 5 minutos de reacao,
determinou-se a absorbancia das amostras em 595 nm, usando espectrofotdmetro

UV/Vis.

3.5 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As proteinas presentes nas amostras foram previamente solubilizadas em
uma solucdo detergente [2% de Triton X-100 (v/v), e 1% de SDS (m/v)]. O
solubilizado foi misturado na razéo de 1:1 (v/v) com tampdao de corrida (100 mM de
Tris-HCI pH 6,8 contendo 4% de SDS, 0,2% de azul de bromofenol, DTT e 20% de
glicerol). A mistura foi aguecida em banho-maria a 75°C por 15 minutos para serem
aplicadas em SDS-PAGE a 10%. Para isso, aplicou-se 20 pyL de extrato protéico
contendo 200 pg de proteinas em um gel descontinuo com dimensdes de 10,1 x 7,3
x 1,0 mm.

O sistema foi formado por gel concentrador a 3,5% (m/m) de acrilamida e
tampao de Tris-HCl a 1 mol.L™ (pH=6,8) e gel separador a 10% (m/m) de acrilamida

e tampao de Tris-HCl a 1,5 mol.L™* (pH=8,8). As condicées eletroforéticas como pH,
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forca ibnica e tampao foram as mesmas estabelecidas por Laemmli (1970). A
solucdo de tampao de corrida empregada no preenchimento dos reservatérios da
cuba foi formada por 0,06 mol.L™* de Tris-Base, 0,5 mol.L™ de glicina e 0,15% (m/v)
de SDS (GE, 2004). Na corrida eletroforética foi fixada uma corrente de 15 mA por
gel e poténcia 5 W aplicado no gel até que o fronte houvesse percorrido todo o gel
(GE, 2004).

Realizou-se a corrida eletroforética mantendo-se a temperatura entre 10-15°C
para evitar distor¢cdes das bandas, e, consequentemente, problemas de resolucdo. A
fim de comparacéo, a cada corrida eletroforética foram colocados 5 puL do Padréo de
Peso Molecular — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa)
BioLabs.

Ao término da eletroforese, o gel foi lavado com agua deionizada durante 5
min para a remocao do excesso de SDS. Em seguida, o mesmo foi corado durante 2
h, sob leve agitacdo, usando solucdo de azul de Coomassie G-250 a 1% (m/v)
preparado com 45% (v/v) de metanol, 45% (v/v) de &gua deionizada e 10% (v/v) de
acido acético glacial. O excesso de azul de Comassie G-250 é removido utilizando
solucdo denominada descorante, composta por agua deionizada, metanol e &cido
acético glacial na mesma proporcao citada acima. Esta solucdo foi trocada de hora
em hora, até a possivel visualizacdo apropriada das bandas de proteinas (adaptado
de NEUHOFF et al., 1988). Depois das etapas de coloracdo e descoloragéo, as
imagens dos géis foram capturadas por meio de Image Scanner (Amershan

Bioscience).
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3.6 — OTIMIZACAO DA METODOLOGIA PARA A SEPARACAO POR 2D-PAGE

Para a eletroforese bidimensional usa-se normalmente uma série de
substancias e procedimentos para obter uma separacdo eficiente, que sao,
normalmente, distintos daqueles empregados na eletroforese em uma dimenséo.
Por este motivo, € necessario efetuar uma investigacdo mais detalhada das
condicbes do preparo da amostra a fim de se alcancar um maior numero de
proteinas separadas em um unico gel. Desta forma, busca-se alcancar o melhor
procedimento para remocao de interferentes presentes na amostra.

Neste trabalho, a amostra foi purificada utilizando-se a técnica de precipitacao
de proteinas através de um kit de purificacdo, 2-D Clean-Up kit, da empresa GE. A
concentracdo de proteina presente apds a precipitacao foi determinada utilizando o
método de Bradford e a amostra foi re-suspendida em tampéao de re-hidratacédo pH
3-10 Nao Linear (7M de Uréia, 2M de Tiouréia, 2% de Triton X-100 (v/v), 1% de IPG

Buffer (v/v) e DTT) (GE, 2004).

3.7 - SEPARACAO ELETROFORETICA EM DUAS DIMENSOES (2D-PAGE)

Na presente etapa, as proteinas foram separadas pelo ponto isoelétrico em
fitas de 13 cm com valores de pH variando entre 3 a 10 de forma néo linear. Estas
fitas contém gel de poliacrilamida, onde o gradiente de pH é formado pela presenca
de anfdlitos (GE, 2004). Para a re-hidratacao das fitas, aplicou-se 250 yL de amostra
(400 ug de proteinas mais solugdo de re-hidratacdo) em uma canaleta do aparato
sobre o qual as fitas foram colocadas.

O gel das fitas foi re-hidratado a temperatura ambiente por cerca de 12 horas.
ApOs este periodo, levou-se as fitas ao sistema focalizador nas seguintes condicoes:

(1) passo de 500 V até acumulo de 500 Vh, (2) gradiente de 500 a 1000 V até
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acumulo de 800 Vh, (3) gradiente de 1000 a 8000 V até acumulo de 11300 Vh e (4)
passo de 8000 V até acumulo de 3000 Vh (GE, 2004). Em média, o programa foi
executado durante 5,5 h, porém o tempo da ultima etapa pode ser prolongado, caso,
durante a execucéo do programa inicial, a amostra ndo tenha atingido o final da fita,
este fato foi observado pela linha de azul de bromofenol.

Ao término da focalizacdo, as fitas foram equilibradas em duas etapas. Na
primeira delas, utilizou-se 10 mL da solugéo contendo 6 mol.L™ de uréia, 2% de SDS
(m/v), 30% de glicerol (v/v), 50 mmol.L™ de Tris-HCl a 1,5 mol.L™* (pH=8,8), 0,002%
de azul de bromofenol e 1% de DTT (m/v) para cada fita. Na segunda etapa, utilizou-
se a mesma solucdo, porém, neste caso, substituiu-se o DTT por 2,5% de
iodoacetamida (m/v) (GE, 2004). Cada etapa de equilibrio da fita foi executada por
15 minutos, sob leve agitacao.

Em seguida, aplicou-se as fitas em géis de poliacrilamida a 10% previamente
preparado em placa de 180 x 160 x 1,0 mm. Adicionou-se sob um pequeno pedaco
de papel de filtro, 10 yL de padrédo de massa molar. Apdés ser acomodada
apropriadamente cada fita e o padrao sob o gel de poliacrilamida, foi adicionada uma
solucéo aquecida (ca. 40°C) de 0,5% de agarose (m/v). Desta forma, a agarose, ao
ser polimerizada, proporcionou um contato efetivo entre a fita e o gel, evitando,
assim, o aparecimento de bolhas de ar (ROCHA et al., 2005).

A separagao das proteinas, de acordo com a massa molecular, foi realizada
aplicando-se 25 mA por gel e 100 W durante aproximadamente 5,5 h. Depois deste
periodo, lavou-se o0 gel com agua deionizada. Em seguida, as proteinas foram
fixadas utilizando uma solucdo contendo acido acético a 10% (v/v) e etanol a 40%
(v/v) durante 1 hora. Removeu-se a solucao fixadora e lavou-se o gel novamente

com agua deionizada durante 10 minutos, sob agitacao, por 3 vezes.
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Revelou-se as proteinas presentes em um dos géis utilizando-se coloracao

com solucdo de Nitrato de Prata (BLUM et al., 1987). Por fim, escaneou-se o

mesmo, com equipamento Image Scanner (Amershan Bioscience).

3.8—-WESTERN BLOT

Apés a amostra ser submetida & SDS-PAGE, as proteinas do gel ndo corado,

foram transferidas para uma membrana de PVDF de poro tamanho 0,45 ym, em um

aparato de transferéncia semi-seco. Esse método € indicado por possibilitar uma

rapida e total transferéncia das proteinas. O protocolo de transferéncia foi realizado

de acordo com 0s seguintes passos:

Cortou-se uma membrana de PVDF e 4 folhas de papel absorvente
ligeiramente maiores que o gel de separacdo, sendo o gel concentrador
desprezado;

Sobre o anodo do aparelho de transferéncia semi-seco (Semi-Dry transfer
unit, GE), foram colocadas 2 folhas de papel embebidas em tampao de
transferéncia pH 8.8 [0,06 mol.L™* de Tris-Base, 0,5 mol.L™ de glicina, 0,15%
de SDS (m/v) e 20% de metanol (v/v)] e, sobreposta a estas, a membrana de
PVDF, igualmente embebida em tampé&o de transferéncia,

Sobre a membrana colocou-se o gel e, por fim, duas folhas de papel
absorvente embebidas em tampé&o;

O sistema montado foi cuidadosamente pressionado de modo a retirar bolhas
de ar que eventualmente diminuiriam o contacto entre o gel de acrilamida e a
membrana; o uso de membranas com poro 0,45 ym evitou a perda de

proteinas de baixo peso molecular para as folhas de papel,
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e Colocou-se o catodo; a transferéncia das proteinas iniciou-se quando
aplicada uma corrente constante ao sistema montado. A corrente aplicada foi
de 0,8 mA por cm? de gel, sendo, aplicada por 60 minutos.

Decorrido esse tempo, as proteinas foram transferidas dos géis para a
membrana de PVDF. As membranas foram entdo inseridas em solucdo a 1% de
Caseina, misturado a 100 mL (por gel) de PBST [solucéo fisioldégica tamponada com
0,01 M fosfatos, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (v/v)] para o bloqueio das
proteinas inespecificas. Esta solucdo ficou em contato com a membrana por 12
horas.

Foram entdo realizadas 4 lavagens de 15 minutos com PBST, sob suave
agitacdo. Procedeu-se a incubacgdo overnight com os anticorpos primarios — soro de
paciente nunca infectado, soro de paciente sintomatico infectado, soro de paciente
assintomatico [diluicdo inicial de 1:1000 (v/v)]. Em caso de separagcdo por
eletroforese 2D, utilizou-se soro de paciente assintomatico infectado — sob suave
agitacdo a temperatura ambiente. No dia seguinte, foram realizadas 4 lavagens de
15 minutos e as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios
policlonal, anti-lgG humano conjugado a uma peroxidase [1: 10.000, (v/v)], por 2
horas. Apés mais 4 lavagens de 15 minutos com PBST, as membranas estavam
prontas para deteccgéo.

As proteinas imunorreativas foram visualizadas pela adicdo de 5 mg do
substrato enzimatico 3,3’-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) a cada 15 mL
de PBS com 1% de H,0,. A reacdo foi interrompida por lavagens em &agua
deionizada. Por fim, a membrana foi documentada no equipamento Image Scanner

(Amershan Bioscience).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de padronizar metodologia de separacdo de proteinas de
membrana de hemé&cias infectadas por P. falciparum para posterior identificacéo e,
assim, esclarecer o mecanismo pelo qual individuos assintomaticos para malaria
estdo relativamente protegidos da doenca, este trabalho encontrou proteinas
presentes nas membranas de hemacias infectadas por P. falciparum, que sé&o
imunorreativas aos soros de pacientes assintomaticos e padronizou a metodologia
para suas identificacfes. Para isso, foram realizadas diversas analises.

Como a expressdo e exportacdo de proteinas de membrana de hemacias
infectadas por P. falciparum ocorrem durante o estdgio maduro do parasita
(FLORENS et al., 2004), formas maduras de parasitas nos estagios de trofozoita
tardio e esquizontes foram separadas das hemacias nado infectadas através de
flotacdo e estas utilizadas para a extracdo de proteinas de membranas de hemacias
infectadas.

Inicialmente realizou-se uma eletroforese monodimensional na qual, proteinas
de membranas de heméacias néo infectadas e proteinas de membranas de hemacias
infectadas por P. falciparum foram separadas e coradas com azul de coomassie. O
perfil de separacdo e 0 numero de proteinas presentes nas duas amostras foram

comparados e analisados de forma qualitativa. Sendo assim, foi possivel observar
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(Figura 7) que apesar da pouca diferenca entre o perfil de separacdo das mesmas,
existem algumas proteinas que estdo presentes na amostra de hemacia infectada

(setas) e ausente na amostra de hemacia ndo infectada.

HNI HI PM
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80
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46
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Figura 7: Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana de eritrocito néo
infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrocito infectado com P. falciparum (HI). Peso
molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S). O gel
foi corado com coomassie blue G-250.

A hemacia humana costuma ser referida como uma simples “bolsa” de
hemoglobina, evolutivamente adaptada para realizar as tarefas especializadas de
transporte de O, e CO, (MAIER et al.,, 2009). Devido a auséncia de nucleo e a
incapacidade de sintetizar proteinas, em sua fase madura, quando uma heméacia é
infectada pelo parasita da malaria, o Plasmodium passa a promover a producéo e
exportacdo de proteinas para além da sua propria membrana plasmatica. Estas

proteinas podem ser enderecadas a membrana do vacuolo parasitéforo, ao
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citoplasma da heméacia e, além disso, serem enderecadas a superficie da membrana
do eritrocito (MAIER et al., 2009).

Proteinas exportadas para a membrana do eritrOcito Sdo cruciais para a
patogenicidade do P. falciparum, por exemplo, a KAHRP (knob associated histidine-
rich protein) (POLOGE et al., 1987, TRIGLIA, 1987) é transportada para a
membrana da hemacia infectada onde passa a ser o maior componente dos knobs,
gue ancoram uma das maiores familias polimérficas de proteinas de membrana
integral, conhecida como PfEMP-1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein-1).
Estas proteinas sdo essenciais para o fendmeno de aderéncia de eritrOcitos
infectados ao endotélio vascular, sendo uma das principais causas de mortes
relacionadas a maléaria grave humana (COOKE et al., 2001). Entretanto, PfEMP-1 e
KAHRP sdo apenas duas das diversas proteinas exportadas pelo parasita que
interagem com a membrana da hemécia (COOKE et al., 2004).

Além disso, proteinas associadas a membrana desempenham um papel
importante em muitos processos fisiol6gicos fundamentais, incluindo processos de
troca e reconhecimento. Tais processos sao ativos durante o ciclo celular assexuado
do parasita e governam os principais passos do ciclo de vida do Plasmodium
(MAIER et al., 2009).

O reconhecimento destas proteinas como antigenos pelo sistema
imunologico, teoricamente, conferiria ao hospedeiro, protecédo contra a infec¢éo pelo
parasita. Isto seria possivel, por que a heméacia infectada passaria a ser alvo de
anticorpos e a sobrevivéncia do Plasmodium estaria ameacada.

Com base nisso, preparou-se seis (6) geis iguais ao da Figura 7. As proteinas
presente nos mesmos foram transferidas para membranas de PVDF, a fim de se

realizar a técnica de western blot. Os soros utilizados na técnica de western blot,
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foram selecionados com base em uma triagem realizada pelo Laboratorio de
Epidemiologia do Instituto de Pesquisas em Patologias Tropicais - IPEPATRO. O
Quadro 1 ilustra a relacéo de soros utilizados nos experimentos e 0s parametros que

classificam o paciente como sintomatico ou assintomatico.

Quadro 1: Parametros analisados para classificar um individuo em sintomatico ou assintomatico.

Amostra

PINSN-01

PIPSP-01

PIPSP-02

PIPSN-01

PIPSN-02

PIPSN-03

*PF = Plasmodium falciparum

No primeiro western blot realizado (Figura 8), foi utilizado soro de paciente
que nunca havia sido exposto a infec¢cdo por malaria (naive). Tal soro foi utilizado
para avaliar a possibilidade de alguma proteina da membrana de eritrocito infectado
por P. falciparum (HI) ser imunorreativa aos anticorpos de um individuo, que nunca
fora infectado pelo parasita. As proteinas de membrana de hemécia nao infectada
(HNI) foram utilizadas como controle.

Como pode ser observado na Figura 8, ndo € possivel observar, na amostra
de proteinas de hemacias infectadas com P. falciparum e no controle, proteinas
imunorreativas quando confrontadas com soro de paciente (naive). Estes resultados
corroboram com aqueles obtidos por (FONTAINE et al., 2010) que também
confrontou o0s soros de pacientes nunca antes expostos a infeccdo por maléaria
(n=31) com proteinas de membranas de hemacias infectadas (HI) e proteinas de
membranas de hemacias néo-infectadas (HNI), obtendo muito poucas proteinas

imunorreativas .
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Estudos apontam que a aquisicdo de imunidade naturalmente adquirida no
caso da malaria, é produto de exposi¢cdes multiplas a infec¢des parasitarias ao longo
do tempo (DOOLAN et al.,, 2009). Com isso, a ndo ser que 0 paciente apresente
protecdo por outros mecanismos, este quando exposto a infec¢cdo por Plasmodium,

provavelmente apresentara sintomas da doenca e sera considerado sintomatico.
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Figura 08: Western blot realizado com soro de paciente nunca antes exposto a infeccdo por P.
falciparum (PINSN-01), diluicdo 1:1000. Separagdo em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana
de eritrécito ndo infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrocito infectado com P. falciparum
(HI). Peso molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa)
(P7709S). Proteinas transferidas para uma membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 pm. Proteinas
imunorreativas reveladas com DAB.

AplOs esta analise, realizou-se western blot com o0s soros de pacientes
infectados e sintomaticos. Os resultados obtidos, apresentados nas Figuras 9 e 10,
demonstram a presenca de um pequeno numero de proteinas imunorreativas para o
soro destes pacientes, entretanto, este numero é muito baixo. Na figura 9, é possivel

observar algumas proteinas de membranas de hemacias infectadas imunorreativas
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(apontada pela seta) com perfil de massas compreendido entre 80 e 175 kDa,
porém, nenhuma resposta foi observada no controle (HNI). Apesar da resposta
contra alguns antigenos, esta ndo € suficiente para conferir ao paciente protecao,
contemplando que os mesmos apresentam sintomas em decorréncia da infeccao

(ver Quadro 1). Nenhuma resposta foi observada no western blot da figura 10.
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Figura 9: Western blot realizado com soro de paciente sintomatico e infectado por P. falciparum
(PIPSP-01), diluigdo 1:1000. Separacdo em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana de eritrdcito
ndo infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrocito infectado com P. falciparum (HI). Peso
molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S).
Proteinas transferidas para uma membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 pm. Proteinas
imunorreativas reveladas com DAB.
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Figura 10: Western blot realizado com soro de paciente sintomético e infectado por P. falciparum
(PIPSP-02), diluigdo 1:1000. Separacao em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana de eritrdcito
ndo infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrécito infectado com P. falciparum (HI). Peso
molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S).
Proteinas transferidas para uma membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 pm. Proteinas
imunorreativas reveladas com DAB.

Além disso, estes resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por
OLESEN e colaboradores (2010), que em seus experimentos confrontou proteinas
de membranas de hemacias infectadas por Plasmodium falciparum com as
subclasses IgG de plasma de pacientes com diferentes niveis de exposicdo a
infeccdo pelo mesmo. Neste estudo, € possivel observar que o niumero de proteinas
imunorreativas ao plasma de pessoas que ndo apresentavam imunidade clinica,
portanto sintomaticos para malaria, era baixo.

ApOs estes resultados, decidiu-se analisar a resposta imunolbgica
apresentada por soros de pacientes que relatavam assintomaticidade para malaria.
A imagem do western blot apresentado na Figura 11, mostra o perfil de resposta

imunoldgico para o soro de um paciente assintomatico. Nessa imagem, pode-se
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observar que ha o aparecimento de varias proteinas imunorreativas quando analisa-
se a amostra de HI. O mesmo néo é observado para HNI.

Tal fato permite notar que, o sistema imunolégico humoral de um individuo
assintomatico, reconhece proteinas de membranas de hemécias infectadas por P.
falciparum, porém, ndo reconhece proteinas de membranas de hemacias n&o
infectadas. Além disso, é possivel observar um grande ndmero de proteinas na
amostra de HI imunorreativas, indicando que estas podem estar intimamente

relacionadas ao fator assintomaticidade apresentado por este paciente.
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Figura 11. Western blot realizado com soro de paciente infectado e assintomatico (PIPSN-01),
diluicdo 1:1000. Separacdo em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana de eritrécito néo
infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrécito infectado com P. falciparum (HI). Peso
molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S).
Proteinas transferidas para uma membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 pm. Proteinas
imunorreativas reveladas com DAB.

Além disso, testou-se 0 soro de mais 02 (dois) pacientes

assintomaticos para P. falciparum (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Western blot realizado com soro de paciente infectado e assintomatico (PIPSN-02),
diluicdo 1:1000. Separagdo em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana de eritrocito ndo
infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrcito infectado com P. falciparum (HI). Peso
molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S).
Proteinas transferidas para uma membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 pum. Proteinas
imunorreativas reveladas com DAB.

Com o resultado da Figura 12, é possivel observar que o perfil de proteinas
imunorreativas da membrana de eritrocitos infectados por P. falciparum (HI) é muito
parecido com o perfil de resposta apresentado na figura 11. Isso mostra que a
assintomaticidade pode estar relacionada a capacidade do sistema imunoldgico
reconhecer um determinado grupo de proteinas.

Observando-se a figura 13, pode-se notar, novamente, que o perfil de
resposta € semelhante a aqueles apresentados anteriormente para individuos
assintomaticos, entretanto, com maior intensidade, o que proporciona uma melhor

visualizacdo das proteinas imunorreativas, e com maior nimero.
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Figura 13: Western blot realizado com soro de paciente infectado e assintomatico (PIPSN-03),
diluicdo 1:1000. Separagdo em SDS-PAGE 10% de proteinas de membrana de eritrocito ndo
infectado (HNI) e proteinas de membrana de eritrocito infectado com P. falciparum (HI). Peso
molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S).
Proteinas transferidas para uma membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 pm. Proteinas
imunorreativas reveladas com DAB.

Ao analisar o perfil de resposta para pacientes assintomaticos, € possivel
identificar diversas proteinas imunorreativas com massas semelhantes a massas de
proteinas de P. falciparum exportadas para a membrana do eritrécito. Dentre estas,
podemos citar as bandas encontradas na regido entre 80 e 175 kDa, que apds
identificacéo, talvez sejam proteinas como a RESA (ring-infected erythrocyte surface
antigen), também conhecida como Pf155, uma proteina de 155 kDa sintetizada no
estagio maduro do parasita e liberada para o citosol do eritrcito do hospedeiro onde
¢ fosforilada e encaminhada para a membrana da heméacia (PEIl et al., 2007).
Também podemos citar a MESA (mature-parasite-infected erythrocyte surface
aintigen), uma proteina de 168 kDa, fosforilada e esta presente em uma localizacao
similar a da RESA, porém, difere desta por ser detectada em um estagio posterior de

desenvolvimento do parasita assexuado (COPPEL et al., 1988).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coppel%20RL%22%5BAuthor%5D
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Além dessas, é possivel observar uma banda, com intensidade de resposta
muito forte e com massa em torno de 175 kDa. Varios trabalhos apontam a
importancia de uma proteina com essa massa, a EBA-175. Esta € uma proteina do
P. falciparum que liga-se ao receptor glicoforina A (GpA) durante a invasdao do
eritrocito (CAMUS & HADLEY, 1985; SIM et al., 1990; ADAMS et al., 1992). A via
EBA-175/GpA € dominante na via de invasdo resistente a quimiotripsina
(DURAISINGH et al., 2003). Estudos apontam que anticorpos anti EBA-175 inibem a
ligacdo desta com a GpA e blogueiam a invasdo do merozoito in vivo (SIM et al.,

1990; 2001).

HNI HI PM  HNI HI PM HNI HI PM

Naive Sintomatico Assintomdtico

Figura 14: Comparacgéo entre os resultados de imunorreatividade obtidos através de western blot
para cada um dos trés tipos de soros [Naive (igual Figura 08), Sintomatico (igual Figura 09),
Assintomaético (igual Figura 13)].

Uma comparacdo dos resultados de imunorreatividade obtidos para os trés
tipos de soros (nhaive, sintomatico e assintomatico) empregados neste trabalho
(Figura 14), possibilita uma melhor visualizacdo do perfil de resposta diferencial
apresentado pelo soro de paciente assintomatico, demonstrando sua maior

capacidade de reconhecimento de antigenos perante os demais soros.
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Com os resultados mostrados acima, € sugestivo que a protecao apresentada
por individuos assintomaticos, esteja associada ao reconhecimento de proteinas
presentes na membrana dos eritrécitos infectados. Acredita-se que a classe de
anticorpos IgG tém um papel muito importante no reconhecimento dessas proteinas.
Estudos demonstram que os niveis de IgG Anti-VSA estdo correlacionados com a
protecdo da malaria clinica em Gana (DODOO et al., 2001; OFORI et al., 2002),
Quénia (KINYANJUI et al.,, 2004), Gabdo (YONE et al., 2006) e Tanzania
(MAGISTRADO et al., 2007). E interessante notar que no caso em estudo isso ndo
parecer ser diferente. Sendo assim, a identificacdo dos antigenos envolvidos nesse
processo e o papel que cada um desempenha na protecdo contra a malaria clinica
no caso brasileiro, pode contribuir de grande forma na tentativa de encontrar formas
de propiciar a disseminac¢éo dessa protecao.

Outra questdo importante que pode ser solucionada com a identificacdo
destas proteinas € o fato de que had um ndmero muito grande de proteinas
imunorreativas presentes na membrana das hemécias infectadas. Isso leva as
seguintes perguntas: Qual a origem dessas proteinas? Sao todas exportadas pelo
parasita para a membrana dos eritrocitos? E possivel que proteinas pré-existentes
na membrana das hemacias, passem a ser reconhecidas como estranhas pelo
sistema imune apés a infec¢ao pelo Plasmodium?

Estima-se que o Plasmodium falciparum exporta de 200 a 300 proteinas para
a hemacia do hospedeiro (SARGEANT et al., 2006; VAN et al., 2008). Ao fazé-lo, o
parasita remodela o citoesqueleto e a membrana plasmatica da heméacia, criando os
knobs de citoaderéncia, canais para a entrada de nutrientes e alterando a
estabilidade mecanica do eritrocito (HALDAR & MOHANDAS, 2007; MAIER et al.,

2009). Embora algumas dessas proteinas ja terem sido caracterizadas a nivel
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molecular, grande parte das suas funcbes permanecem desconhecidas ou
incompletamente descritas (Quadro 2).

Apesar do grande numero de proteinas exportadas pelo parasita, apenas uma
pequena parcela destas, sdo exportadas para a membrana da hemécia. A grande
maioria esta localizada em regiées como a membrana do vacuolo parasitéforo e o
citoplasma da hemacia. Comparando as estruturas de uma hemacia néo infectada
com uma hemacia ap0s a infeccdo (Figura 15), € possivel observar a influéncia
dessas proteinas na arquitetura do eritrocito e no arranjo das proteinas pré-
existentes na sua superficie.

Observando o eritrécito ndo infectado € possivel notar a presenca de
heterodimeros de espectrinas compreendendo unidades de repeticdo ligadas por
dobradicas flexiveis, estes podem expandir e dobrar-se em resposta a deformacdes
causadas por estresse. Os dimeros de espectrina sdo ligados cabeca-cabeca para
formar tetrameros e em suas caudas séo ligados por complexos de juncdes,
compreendendo oligdbmeros de actina que sao estabilizados pela proteina 4.1R e
outras moléculas. Interacdes verticais conectando adequadamente a membrana ao
esqueleto adjacente incluem ligagdo entre Banda-3-Anquirina-espectrina e o0

complexo ternéario entre proteina 4.1R, p55 e glicoforina C (MAIER et al., 2009).



Quadro 2: Caracteristicas de algumas proteinas exportadas do P. falciparum.
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Proteina

| kDa |

Localizacdo

Fungao

GBP-130 96
KAHRP 71
MESA e PfEMP-2 168
RESA e Pf155 127
PfEMP-3 274
HRP2 e ShARP 32
Pf332 e Ag332 689
PfAARP2 166
41-2 22

Enzimas e transportadores

Fatty acyl-CoA 95
sintase-1
PfGCN20 95
FEST e Pf255 318
Maquinaria de tréfico
PfSarlp 22
PfSec31p 163
PfSec23p 86
PfNSF 89
Proteinas de Membrana
EXP1 e CRA 17
EXP2 33
PfEMP-1 ~246
MAHRP 29
PfSBP1 36
FIFIN e ESTEVOR 37
PfMC-2TM 35
EXTRAMP e SEP 11
REX 83
PfAARP1 213

ABRA 87
SERA 1-5 81-125
FIRA 190
GLURP 80

S-Antigen 63

Antigenos Sollveis e Proteinas estruturais

Citoplasma Heméacia
Estrutura membrana da hemécia

Estrutura membrana da hemécia
Estrutura membrana da hemécia

Maurer's cleft, Estrutura da
membrana heméacia.
Citoplasma, pode ser secretada
da hemécia

Associada com Maurer’s cleft,
Maurer’s cleft.

Citoplasma e possivel
associagdo com Maurer’s cleft.
Maurer’s cleft

Citoplasma hemacia

Membrana Vacuolo Parasit6foro,
Citoplasma hemacia

Maurer's cleft, Estrutura
membrana da hemaécia.

Maurer’s cleft
Maurer’s cleft
Maurer’s cleft
Citoplasma da heméacia e
Maurer’s cleft.

Membrana Vacuolo Parasitoforo,
Rede Tubovesicular.

Membrana Vacuolo Parasit6foro,
Rede Tubovesicular.

Maurer’s cleft, Estrutura da
membrana hemécia e Superficie
da hemacia

Maurer’s cleft

Maurer's cleft, Estrutura da
membrana da heméacia
Citoplasma e Superficie da
Hemécia

Maurer’s cleft

Membrana Vacuolo Parasit6foro,
Rede Tubovesicular e Maurer’s
cleft

Maurer’s cleft

Estrutura membrana da hemécia.

Proteinas exportadas para o Vacuolo Parasitéforo

Desconhecida

Essencial para formagdo dos knobs, liga-se a espectrina,
actina e a porcéo citoplasmatica da PfEMP-1

Liga-se a proteina 4.1

Liga-se a espectrina e pode estabilizar a membrana do
eritrocito

Parece estar envolvida no trafico da PfEMP-1.

Liga-se ao grupo heme; promove a desintoxicagdo causada
pelo heme.

Desconhecida

Desconhecida

Parecido com Bet3p; pode estar envolvido na fusédo das
vesiculas.

Remodelador de lipideos

Proteina de membrana, transportador de conponentes

Pequena GTPase

Capa protéica

Capa protéica

Componente de fusdo da vesicula

Desconhecida
Desconhecida

Citoaderéncia, envolvido na variagéo antigénica.

Liga-se a heme, pode proteger Maurer’s cleft.
Desconhecida

Possivelmente envolvido na variagéo antigénica.

Sub-familia do STEVOR; possivelmente envolvido na
variagdo antigénica.
Desconhecida

Desconhecida
Dominio Multi-transmembrana. Fungdo desconhecida.

Desconhecida
Proteases envolvidas na invasdo do parasita
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida

Adaptado de COOKE et al., 2004
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Glycophorin C

Maurer’s cleft

MAHRP1

Figura 15: Esqueleto de uma membrana néo infectada (a) e infectada com P. falciparum (b). (MAIER
et al., 2009).

Apés a invasdo do eritrocito pelo Plasmodium falciparum, uma série de
alteracBes ocorre. No estagio de anel o parasita exporta a proteina RESA (ring-
infected erythrocyte surface antigen) que se associa com a espectrina e estabiliza
esqueleto da membrana. Ja na forma madura, moléculas de KAHRP associam-se
para formar uma estrutura cénica que interage com a espectrina. Pf332 e MESA
(mature-parasite-infected erythrocyte surface aintigen) ligam-se a um complexo de
juncdo enquanto que a PfEMP3 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane
protein 3) se liga a espectrina, comprometendo ainda mais a deformabilidade da
membrana da hemécia (MAIER et al., 2009).

A proteina mediadora da citoaderéncia PfEMP1 é concentrada na regido dos
knobs através da interacdo do seu dominio citoplasmético com a KAHRP. O dominio
amino-terminal da PfEMP1 esta exposto na superficie extracelular onde pode
interagir com receptores celulares do hospedeiro e mediar a citoaderécia. As
proteinas derivadas do parasita e ligadas a membrana dos Maurer’s clefts estao

envolvidas no trafico da PFEMP1.
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A formacdo e arquitetura das organelas sado controladas por proteinas
residentes, tais como, REX1 (ring exported protein), MAHRP1 (membrane-
associated Histidine-rich protein 1) e PfSBP1 (P. falciparum skeleton binding protein
1). Estas estdo ligadas a membrana do eritrocito por estruturas semelhantes a
cordas (MAIER et al., 2009).

Com base no exposto acima, acredita-se que, devido as alteracdes causadas
pelo parasita na arquitetura da heméacia infectada, ndo seria surpresa encontrar
proteinas pré-existentes na membrana do eritrécito sendo reconhecidas pelo
sistema imune do hospedeiro apos a infecgcdo, tendo em vista que estas alteracdes
podem causar mudancas na conformacdo espacial dessas proteinas. Estudos
recentes demonstram o reconhecimento de proteinas da membrana do hospedeiro
como imunorreativas e apontam a necessidade de uma melhor compreensdo do
mecanismo pelo qual isso acontece (FONTAINE et al., 2010; 2011). Sendo assim, &
imprescindivel a caracterizacdo dessas proteinas como tentativa de elucidar essa
questéao.

Entretanto, a identificacdo de proteinas é um processo complicado que requer
uma boa purificacdo, ou seja, as proteinas devem ser bem separadas para que nao
haja davida no momento da identificagdo. Nesse sentido, a técnica utilizada neste
trabalho para separar e preparar as proteinas de membrana de eritrcitos infectados
por P. falciparum para uma posterior identificacdo, foi a eletroforese 2D.

A separacdo bidimensional das amostras revelarou um grande numero de
proteinas presentes nas duas amostras, HNI e HI (Figuras 16 e 17). Tal fato
demonstra que o poder de resolucdo desta técnica € muito maior do que aquele

apresentado pela eletroforese unidimensional.
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Figura 16: Perfil eletroforético em 2D-PAGE 10%, fita 13 cm pH 3-10 N&o-Linear de proteinas de
membranas de hemacias nédo infectadas (HNI). Peso molecular (PM) — ColorPlus Prestained Protein

Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S). Gel corado com nitrato de prata.

r 80
" = |58
-
46
30

.23

' 17
3-10 N&o-Linear de proteinas de

Figura 17: Perfil eletroforético em 2D-PAGE 10%, fita 13 cm pH
membranas de hemacias infectadas com P. falciparum (HI). Peso molecular (PM) — ColorPlus

Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S). Gel corado com nitrato de prata.

Observando as figuras acima, percebe-se que 0s resultados obtidos aqui, sdo

bem satisfatorios, tendo em vista que, comparada aos géis unidimensionais, a
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técnica bidimensional demonstra uma capacidade muito maior de separacao,
revelando um numero de proteinas imperceptiveis no gel em uma dimensao. Além
disso, os géis obtidos com a metodologia empregada neste, apresentam uma boa
resolucdo comparada a outros trabalhos, o que demonstra um grande avanco na
capacidade de deteccao de spots.

Tal fato pode ser comprovado analisando-se, de forma qualitativa, a Figura
18, onde comparou-se os resultados obtidos neste trabalho para o perfil de
separacdo de proteinas de membrana de hemacia ndo infectada (HNI) com os
resultados obtidos por Rabilloud e colaboradores (1999) e Fontaine e colaboradores
(2011) para o0 mesmo tipo de amostra, € possivel perceber que houve uma melhor
deteccdo de spots, ou seja, visualizacdo de um maior numero de proteinas. Além
disso, o poder de resolucao apresentado pelo método empregado neste, mostrou-se

bastante satisfatorio.

. RBC

Figura 18: Comparacdo qualitativa dos resultados de separacdo de proteinas de membranas de
hemacias ndo infectadas obtidos em trés diferentes trabalhos (A) Resultados obtidos neste. (B)
Resultados obtidos por Rabilloud e colaboradores (1999). (C) Resultados obtidos por Fontaine e
colaboradores (2011).

A mesma analise feita acima, pode se estender para os diferentes resultados

de separacdo de proteinas de membrana de hemacias infectada por P. falciparum
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(Figura 19). Nesta comparacdo pode-se observar que o0s resultados obtidos neste
trabalho, demonstraram a deteccdo de um maior nimero de proteinas na faixa de
pH 3-10, comparado a outros trabalhos. Além de Rabilloud e colaboradores (1999) e
Fontaine e colaboradores (2011), pode-se citar ainda a titulo de comparacéo,
Panpumthong & Vattanaviboon (2006); Wu & Craig (2006); Fontaine e colaboradores
(2010) e Torrentino-Madamet e colaboradores (2011). Com isso, acredita-se que
apos processo de identificacdo, seja possivel encontrar proteinas que ainda nao

foram identificadas e assim poder contribuir para 0s avancos nessa area.

Figura 19: Comparacgdo qualitativa dos resultados de separacdo de proteinas de membranas de
hemacias infectadas por P. falciparum obtidos em trés diferentes trabalhos (A) Resultados obtidos
neste. (B) Resultados obtidos por Rabilloud e colaboradores (1999). (C) Resultados obtidos por
Fontaine e colaboradores (2011).

Além disso, um bom resultado de western blot s6 € alcancado se houver uma
boa separacdo das proteinas em uma etapa anterior. Por isso, decidiu-se utilizar
agui, a técnica de eletroforese 2D como método de separacéo das proteinas anterior
ao método de deteccao de proteinas imunorreativas, western blot.

Com o objetivo de identificar proteinas de membranas de hemacias infectadas
por P. falciparum imunorreativas para soro de pacientes assintomaticos para

malaria, realizou-se western blot, onde utilizou-se o soro de paciente assintomatico
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(PIPSN-03), tendo em vista que este soro apresentou 0 maior nimero de proteinas

imunorreativas nos testes feitos com a separacéao por eletroforese unidimensional.
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Figura 20: Western blot realizado com soro de paciente infectado e assintomatico (PIPSN-03),
diluicdo 1:1000. Perfil eletroforético em 2D-PAGE 10%, fita 13 cm pH 3-10 N&o-Linear de proteinas
da membrana de eritrcito infectado com P. falciparum (HI). Peso molecular (PM) — ColorPlus
Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S). Proteinas transferidas para uma
membrana de PVDF, poro tamanho 0,45 um. Proteinas imunorreativas reveladas com DAB.

Os resultados apresentados na Figura 20 mostraram, mais uma vez, um
grande namero de proteinas reconhecidas. Além disso, é possivel observar que a
maioria dessas proteinas encontra-se em uma faixa de massa entre 46 e 150 kDa.
Outro detalhe € que estas também se encontram concentradas em uma faixa de pH
entre 4,0 e 5,5. Apesar de grande parte dessas proteinas encontrarem-se proximas
umas das outras, acredita-se que esta técnica podera ajudar bastante no processo
de identificagdo das mesmas e assim, contribuir com a tentativa de elucidar o
mecanismo pelo qual determinados individuos, oriundos da Amazonia, Ssao

protegidos contra os sintomas da malaria.
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Analisando as imagens da Figura 21 é possivel ter uma noc¢éo das vantagens
que a técnica oferece, tendo em vista que, serdo a partir de comparacdes de
imagens como estas, que havera a selecdo de proteinas para o0 processo de

identificacdo em um trabalho posterior.
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Figura 21: Comparacao qualitativa dos resultados de separacgdo de: (A) Perfil eletroforético em 2D-
PAGE (igual figura 17). (B) Western blot (igual Figura 20).

Em virtude de este trabalho ser pioneiro na utilizacdo da técnica de western
blot, a partir de eletroforese 2D, com soro de paciente assintomatico provenientes da
regido amazbnica, uma comparacdo melhor da eficiéncia da técnica fica
relativamente prejudicada. Entretanto, o alto nimero de proteinas imunorreativas e
bem resolvidas, mostradas nas figuras acima, indica que a metodologia empregada

é eficiente e proporcionou resultados satisfatérios.
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5 — CONCLUSAO

« Os meétodos empregados forneceram resultados satisfatorios, tendo em vista
gue foi possivel separar e observar a presenca ou auséncia de proteinas
imunorreativas;

« Houve diferenca de resposta imunoquimica entre pacientes sintomaticos e
assintomaticos;

* A separagdo por eletroforese 2D demonstrou uma maior resolugdo na
separacdo das proteinas, demonstrando que este € um bom método para
este tipo de analise;

« O western blot proveniente da eletroforese 2D ampliou a resolucdo das
proteinas imunorreativas e demonstrou que este € um bom método a ser

utilizado quando pretende-se identificar proteinas posteriormente.
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