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RESUMO

No ultimo ano foram estimados 212 milhdes de casos de malaria no mundo. Plasmodium vivax
é responsavel por 41% dos casos da doenca fora do continente africano. Ao contrario do
Plasmodium falciparum, as infec¢des causadas por P. vivax sdo raramente letais. No entanto,
P. vivax tem um impacto significativo sobre a produtividade das populacGes locais. O
surgimento de cepas resistentes as drogas agrava ainda mais a situacéo, desta forma intensifica-
se a necessidade de investigacdes para obtencdo de métodos de controle alternativos, como o
desenvolvimento de vacinas. Diversas proteinas vém sendo estudadas a fim de encontrar um
bom candidato vacinal. MAEBL é uma molécula quimérica expressa em eritrocitos infectados.
Possui dois dominios (M1 e M2) envolvidos no processo de invasdo ao eritrdcito, sendo o
dominio M2 o principal envolvido na invasdo do merozoito, além de exibir alta capacidade
adesiva. MAEBL também é expresso em esporozoitas das glandulas salivares e em hepatdcitos
infectados. Além disso, 0 gene maebl foi identificado em diferentes espécies de plasmaodios.
RON2 é uma proteina conservada no filo Apicomplexa, expressa em esquizontes tardios,
secretada por organelas denominadas roptrias no merozoito e também estd envolvida no
processo de invasdo do eritrécito, quando AMAL junto com proteinas RON estabelecem a
estrutura “moving junction” que faz uma conexdo entre 0 merozoito e o eritrocito. As
caracteristicas de MAEBL e RON2 abrem perspectivas para o desenvolvimento de uma vacina
experimental. Visando um bom candidato vacinal, torna-se importante caracterizar o padréo de
diversidade genética das proteinas em estudo, bem como avaliar a imunogenicidade das
mesmas. Para isso, a partir de amostras de sangue de individuos infectados por maléria, foi
realizado PCR de regides dos genes maebl e ron2 de Plasmodium vivax. Posteriormente foram
sequenciados e avaliados quanto a sua diversidade. As proteinas MAEBL e RON2 foram
expressas e testadas por ELISA, a fim de avaliar a sua imunogenicidade frente ao plasma de
individuos infectados. Foi evidenciado, para ambos 0s genes, uma baixa diversidade genética.
Pvron2 ndo apresentou mutagdes ndo-sinbnimas e Pvmaebl teve sete muta¢Bes ndo sinbnimas.
A prevaléncia de anticorpos IgM e 1gG naturalmente adquiridos contra MAEBL foi de 4,54%
para IgM e 55,6% para IgG total. Anticorpos IgG naturalmente adquiridos contra RON2
estiveram presentes em 8,33% dos individuos analisados. Portanto, as proteinas MAEBL e
RONZ2 se mostraram conservadas e imunogénicas, reafirmando estas proteinas como potenciais
candidatos vacinais

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium vivax, MAEBL, RON2, diversidade antigénica.




ABSTRACT

Last year, 212 million malaria cases were estimated worldwide. Plasmodium vivax accounts for
41% of the cases of the disease outside the African continent. Infections caused by P. vivax are
rarely lethal. However, P. vivax has a significant impact on the productivity of local
populations. The emergence of drug-resistant strains and complications on P. vivax infection
make it extremely necessary to intensify research on definitive control methods such as the
development of vaccines. Several proteins have been studied aiming to find a good vaccine
candidate. MAEBL is a chimeric molecule expressed on infected erythrocytes that presents two
domains involved in the erythrocyte invasion process (M1 and M2). M2 domain is the most
important one for merozoite invasion, and it exhibits higher adhesiveness. Recently, it has been
shown that MAEBL is also expressed in the salivary sporozoite gland and infected hepatocytes.
Moreover, the gene that codifies MAEBL was identified in different Plasmodium species,
including P. vivax. RON2 is a conserved protein that belongs to Apicomplexa phylum. It is
expressed in late schizonts, secreted by organelles called roptries in the merozoite and it is also
involved in the erythrocyte invasion process. In this process AMA-1 together with RON
proteins establish the moving junction structure, which makes a connection between the
merozoite and the erythrocyte. The characteristics of MAEBL and RON2 open perspectives for
the development of an experimental vaccine. It is important to characterize the pattern of
genetic diversity of these proteins, as well as to evaluate the immunogenicity of them in order
to find a good vaccine candidate. For it to be possible, PCR and sequence analysis were
performed. The MAEBL and RON2 proteins were expressed and tested by ELISA to evaluate
their immunogenicity against the plasma of infected individuals. A low genetic diversity was
evidenced for both genes. Pvron2 did not present non-synonymous mutations and Pvmaebl
presented 7 non-synonymous mutations. The reactivity indices of naturally acquired IgM and
IgG antibodies against MAEBL were 4.54% for IgM and 55.6% for total 1gG. 1gG antibodies
naturally acquired against RON2 were present in 8.33% of the individuals analyzed. Therefore,
MAEBL and RONZ2 proteins are conserved and immunogenic, thus reaffirming them as
potential vaccine candidates.

Key words: Malaria, Plasmodium vivax, MAEBL, RON2, antigenic diversity.
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1- INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre a malaria

A malaria é transmitida por mosquitos fémea pertencentes ao género Anopheles, ordem
Diptera, familia Culicidae. Existem mais de 400 espécies de Anopheles e dessas 70 sdo vetores
da maléria. No Brasil, a espécie mais prevalente € o A. darlingi (PAHO and WHO, 2014; WHO,
2014), seguida por A. aquasalis e A. albitarsis (WHO, 2014). No continente africano, onde
ocorre 0 maior numero de casos, as espécies prevalentes sdo A. gambiae, seguido por A.
funestus e A. arabiensis (Coetzee et al., 2000; WHO, 2014).

O agente causador da malaria € um protozoério pertencente ao filo Apicomplexa, ordem
Coccidia, familia Plasmodiidae e género Plasmodium. Cinco espécies sdo responsaveis por
causar malaria em humanos. Quatro delas, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, e Plasmodium ovale, s&o transmitidas pelo mosquito para os humanos
durante o repasto sanguineo. Porém, no sudeste asiatico foram reportados casos de malaria em
humanos causada por P. knowlesi, que geralmente infecta macacos (Kantele and Jokiranta,
2011). Informac6es recentes, relataram que neste caso de infeccdo por P. knowlesi, a doenca se
propaga quando um mosquito Anopheles infectado por um macaco pica um ser humano
(transmissao zoonotica) (WHO, 2015). Entre as espécies infectam humanos, P. falciparum e P.
vivax sdo as que causam doenga com maior frequéncia, sendo P.falciparum o principal
responsavel por causar doenca grave (Murray et al., 2012).

Os sintomas clinicos da doenca ocorrem com a ruptura dos esquizontes e destruicdo dos
eritrécitos. Inicialmente é observado cefaleia, fadiga, desconforto abdominal, dores musculares
e nas articulacdes, febre, calafrios, transpiracdo e nauseas. Estes sintomas sao inespecificos e
assemelham-se aos de uma infec¢do viral comum, o que pode dificultar o diagndstico (WHO,
2010). Criangas pequenas podem apresentar diminuicdo do apetite, tosse e letargia. Se o
tratamento da doenga for inadequado, a doenca pode evoluir para a forma grave, que se
manifesta com a apresentacdo de uma ou mais das seguintes manifestacdes clinicas: coma
(malaria cerebral), acidose metabdlica, anemia severa, hipoglicemia, insuficiéncia renal aguda,
edema pulmonar. A malaria grave é causada, principalmente, por P. falciparum (WHO, 2010).
Os casos graves de malaria causadas por P. vivax sdo raros e se apresentam com maior
frequéncia como anemia grave e insuficiéncia respiratdria (Naing et al., 2014).

Entre as doencas transmitidas por insetos, a malaria permanece entre uma das principais

parasitoses humanas, tanto em termos de mortalidade quanto de morbidade. Em 2015 foram
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reportados mundialmente 212 milhdes de casos de malaria e 429 mil mortes. A maioria dos
casos relatados ocorreram na Africa (90%), bem como a maior parte dos casos de morte (92%)
(WHO, 2016). Populacbes em desenvolvimento e situadas em regides tropicais e subtropicais
do globo séo as principais afetadas (Figura 1). Nestas areas as condi¢cdes ambientais favorecem
o0 desenvolvimento do agente causador da doenga bem como do seu transmissor, 0 mosquito

anophelino (Snow et al., 2005).

Casos confirmados de matdra por 1000 habtantes

Figura 1. Areas de transmissdo da malaria no mundo. No mapa é visto as areas de maior
incidéncia de maléria de acordo com os nimeros de casos reportados por 1000 habitantes.

Fonte: WHO, 2014 adaptado.

A maléria é endémica em 21 paises das Américas. Em 2015, 132 milhGes de pessoas
estiveram sob risco de infeccdo e 21 milhdes sob alto risco (WHO, 2016), sendo 452.512 casos
confirmados e 98 mortes por malaria na regido das américas. Destes, 126.211 foram casos de
infeccédo por P. vivax e 16.793 por P. falciparum relatados no Brasil sendo confirmadas ao total
37 mortes no pais (WHO, 2016).

No Brasil, a transmissdo da malaria ocorre com maior prevaléncia na regido amazonica
(99,8%) (Oliveira-Ferreira et al., 2010).Grandes avancos e conquistas foram obtidos na ultima
década para o controle da malaria, tendo sido observado uma diminuigéo de 76,6% nos casos
entre 0s anos 2000 e 2014. Porém, o pais ainda é responsavel por 24% dos casos de malaria
reportados nas Américas (WHO, 2015, 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de Risco de infec¢do por maléria por municipios no Brasil. Fonte:
Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS (http://portalsaude.saude.gov.br).

1.2 Maléria vivax

Atualmente o Plasmodium vivax € a espécie predominante em paises fora do continente
Africano. Esta predominancia ocorre devido a alguns aspectos da biologia do parasito: 1) a sua
capacidade de gerar formas dormentes (hipnozoitos), que podem permanecer em laténcia
durante meses ou até mesmo anos; 2) seu alto potencial de transmissdo, devido a formacéao de
gametocitos logo no inicio da infeccdo; 3) a alta infectividade em mosquitos; 4) o ciclo de vida
mais curto no hospedeiro invertebrado quando comparado a outras espécies; e 5) uma
capacidade maior de sobrevivéncia em temperaturas mais baixas (WHO, 2014). Embora exista
P. vivax no continente africano, o risco de infeccdo por esta espécie € muito baixo devido a
auséncia do gene Duffy na populacéo local. Este gene codifica uma proteina necessaria para
que o parasito possa invadir as hemécias nos seres humanos.

Nas Américas, infeccOes causadas por P. vivax sdo mais comuns do que por P.
falciparum e causam alta morbidade trazendo prejuizos significativos ao desenvolvimento
socioeconémico da regido (WHO, 2015). Atualmente, no Brasil, a transmissdo da maléria
ocorre quase exclusivamente na regido amazonica (99,8%) e responde por pouco mais da

metade do total de casos notificados nas Americas, onde o principal agente causador € o
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Plasmodium vivax (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Em 2015 foram relatados no Brasil 126.211
casos de malaria vivax (WHO, 2016).

A reincidéncia da doenca devido a emergéncia de hipnozoitos contribui para cerca de
80% de todos os casos de infec¢des causadas por P. vivax em estagio sanguineo (Mueller et al.,
2015). Nao existem testes que diagnosticam hipnozoitos e a Unica droga disponivel atualmente
contra os esta forma é a primaquina, que pode causar hemdlise severa em pessoas com
deficiéncia na glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (Baird et al., 2012). A droga contra
hipnozoitos que estd em desenvolvimento clinico é a tafenoquina, mas assim como a
primaquina, oferece risco de hemdlise (Llanos-Cuentas et al., 2014). Hoje em dia, o tratamento
de primeira linha para P. vivax € a cloroquina combinada com a primaquina.

Embora a mortalidade por P. vivax seja considerada baixa quando comparada a infec¢do
por P. falciparum, sua morbidade é significativa e crescente principalmente devido ao
desenvolvimento de resisténcia do parasito a cloroquina. Recentemente, vem sendo relatado em
varios paises 0 aumento do numero de casos de complicacdes graves em infec¢fes causadas
por P. vivax, que incluem anemia, sindrome respiratdria, desnutricdo, malaria cerebral e até
mesmo morte (Alexandre et al., 2010; Costa et al., 2012; Genton et al., 2008). No caso
especifico do Brasil, existem relatos de formas graves e letais por P. vivax, sendo que as
principais complicacdes relatadas foram alteracdes hematoldgicas, ruptura esplénica, alteracoes
renais e pulmonares (Lacerda et al., 2012; Siqueira et al., 2010). Observacdes globais de
complicacBes clinicas, que normalmente sdo associadas as infeccBes por P. falciparum,
desafiam a visdo pré-estabelecida de que P. vivax € um parasito "benigno™ (Anstey et al., 2009;
Mendis et al., 2001; Mueller et al., 2009). Este fato tem renovado o interesse do entendimento
da imunopatogénese e da infectividade de P. vivax. No entanto, devido a inexisténcia de um
sistema de cultivo de longa duracéo in vitro que seja confiavel e reprodutivel (Mueller et al.,
2009) o estudo da biologia de P. vivax, por meio da realizacdo de ensaios funcionais permanece

restrito, o que configura a dificuldade do desenvolvimento de novas drogas e vacinas.

1.3 Ciclo de vida do parasito

O ciclo de vida do Plasmodium é bastante complexo e envolve varios estagios de
desenvolvimento no hospedeiro humano e no mosquito vetor (Figura 3). A fase assexuada

ocorre no hospedeiro humano, em células parenquimatosas do figado (esquizogonia hepatica)
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Ou nos eritrocitos (esquizogonia eritrocitéria). A fase sexuada, ocorre nos mosquitos fémea do
género Anopheles.

O ciclo no hospedeiro mamifero se inicia quando um mosquito do género Anopheles
injeta no hospedeiro, durante o repasto sanguineo, os parasitos na forma de esporozoito, que se
movem para a derme, atingem a corrente sanguinea e migram até o figado. Uma vez na corrente
sanguinea, 0s esporozoitos alcangcam 0s sinusoides hepaticos. Moléculas envolvidas no
processo de captura do parasito vem sendo estudadas. A principal proteina de superficie do
esporozoito, a proteina circunsporozoita (CSP), tem papel essencial neste processo ao interagir
com as proteoglicanas de heparan sulfato (HSPGs) das células do figado, que sdo os principais
receptores para Plasmodium nos sinusoides. Posteriormente, observou-se que CSP e a proteina
anonima relacionada a trombospondina (TRAP) reconhecem néo apenas proteogliocanos nos
hepatocitos, mas também nas células de Kupffer e células estreladas (Prudéncio et al., 2006).
Ap0s 0 sequestro do parasito, 0s esporozoitos invadem os hepatdcitos, onde permanecem por 9
a 16 dias (Tuteja, 2007) e entdo se diferenciam e se dividem assexuadamente por esquizogonia
em milhares de merozoitos que invadirdo os eritrécitos (Cowman and Crabb, 2006; Prudéncio
et al., 2006). Na fase hepatica, P. vivax e P. ovale podem desenvolver uma forma dormente
chamada hipnozoito, que pode causar infeccbes apds semanas, meses ou até mesmo anos
inativo (Mueller et al., 2009).

Os merozoitos entram nas células sanguineas por um processo complexo de invasao que
envolve diversas proteinas. Dentro do eritrocito, ocorre reproducdo assexuada e o parasito se
desenvolve em diferentes estagios. Os trofozoitos jovens sdo visualizados, morfologicamente,
em forma de anel, neste estagio o parasito tem o metabolismo muito ativo, ocorrendo glicélise
de grande quantidade da glicose importada, ingestdo do citoplasma do hospedeiro e protedlise
da hemoglobina em aminoacidos. O parasito ndo tem capacidade de degradar o heme, que é
toxico ao parasito. Desta forma, durante a degradacdo da hemoglobina, parte do heme é
polimerizado em hemozoina (pigmento malarico) que é estocado em vacuolos. No fim deste
estagio, ocorrem mdltiplas divisdes nucleares resultando na formacédo de esquizontes. Cada
esquizonte contém cerca de 20 merozoitos, que apos a lise do eritrocito, irdo infectar novos
eritrocitos (Tuteja, 2007). No caso do P. vivax, apenas 0s eritrocitos jovens (reticuldcitos) sdo
infectados. Alguns merozoitos, apos invasdo dos eritrocitos, ndo evoluem para esquizontes, mas
diferenciam-se nas formas sexuadas do parasito, os gametdcitos feminino e masculino.

Os micro e macrogametocitos (masculino e feminino, respectivamente), sdo essenciais
na transmissao do parasito do mosquito fémea para o hospedeiro mamifero. Os gametdcitos

podem ser visualizados entre 0 10° e 12° dia em P.falciparum, ap6s o 5° dia em P. vivax e P.
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ovale e entre 0 5° a 23° dia em P. malariae, contando a partir do primeiro contato do parasito
com o hospedeiro. Na fase sexual, 0s mosquitos fémeas, durante o repasto sanguineo, ingerem
0s gametocitos e no intestino médio os macrogametocitos se transformam em macrogametas e
0s microgametocitos em microgametas. Os gametas se fundem e, através da fertilizacéo,
formam um zigoto. Este se transforma em um oocineto que penetra na parede das células do
intestino médio, desenvolvendo-se em oocisto. A etapa subsequente se chama esporogonia, nela
0s oocistos produzem esporozoitos que sdo liberados na hemolinfa do inseto, e alcangcam as
glandulas salivares, e com a picada do mosquito, outro hospedeiro sera infectado e o ciclo do

parasito reiniciara (Tuteja, 2007).
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Figura 3. Ciclo de vida do Plasmodium sp. O parasito é transmitido para 0 humano quando
uma fémea do género Anopheles infectada injeta esporozoitas na pele do hospedeiro durante o
repasto sanguineo. Os esporozoitas invadem o0s hepatocitos onde desenvolvem-se e
reproduzem-se assexuadamente. Apos sete dias, aproximadamente, cada hepatocito infectado
gera cerca de 40000 merozoitos que entram na corrente sanguinea e rapidamente invadem
eritrocitos e comegam repetidos ciclos de reproducéo assexuada. Durante 48h, o parasito passa
pelos estagios de anel e trofozoito e por fim se replica em merozoitos no estagio de esquizonte
(esquizogonia). O eritrocito infectado se rompe e libera merozoitos na circulagdo, comegando
um novo ciclo de reproducdo assexuada. Durante cada ciclo, um pequeno subconjunto de
parasitos desvia-se da replicacdo assexuada e, em vez disso, produz progénie sexual que
diferencia o ciclo seguinte em formas sexuais masculinas e femininas. Os parasitos saem da
circulacdo periferica e entram no espacgo extravascular da medula 6ssea, onde os gametocitos
amadurecem e progridem nos estadios I-V ao longo de oito a dez dias (gametocitogénese). No
estagio V, os gametdcitos masculinos e femininos retornam a circulacdo periférica, onde se
tornam competentes para a infeccdo de mosquitos. Uma vez ingerido por um mosquito, 0s
gametdcitos femininos e masculinos rapidamente se tornam gametas (gametogénese). Dentro
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do intestino médio, 0 gametdcito masculino divide-se em microgametas flagelados, enquanto o
gametdcito feminino desenvolve-se em um Unico macrogameta. A fertilizacdo de um
macrogameta por um microgameta resulta na formacdo de um zigoto, que sofre meiose e se
desenvolve em um oocineto, que penetra na parede do intestino do mosquito. O oocineto forma
um oocisto dentro do qual o parasito se reproduz assexuadamente, formando varios milhares de
esporozoitos (esporogonia). O oocisto se rompe e 0s esporozoitos migram para as glandulas
salivares, onde podem ser transmitidos de volta para o hospedeiro humano. Adaptado de
(Nilsson et al., 2015).

1.4 Processo de invasao dos eritrdcitos por merozoitos

O processo de invasdo do parasito ao eritrocito € complexo e envolve inumeras
moléculas que interagem com receptores especificos nas células do hospedeiro. Trés organelas
presentes no complexo apical do merozoitos chamadas roptrias, micronemas e granulos densos
(Figura 4) sdo responsaveis pela liberacdo de proteinas que tém papel crucial na invaséo (Preiser
etal., 2000). Este processo é dividido, basicamente, em trés etapas: I- Adesdo inicial do parasito
a superficie do eritrocito, 11- Reorientacdo do merozoito, I1l- Formacdo da juncéo e eventos
relacionados (Mitchell et al., 2004) (Figura 5).

Proteinas do micronema Proteinas das roptrias
P. falciparum P. vivax = P. falciparum P. vivax
EBA-175 DBP —— RH-1 REX-2 RBP-1
EBA-181 AMA-1 RH-2 REX-3 RBP-2
EBA-160 TRAMP RH-2b REX-4 RAP-1
EBL-1 MAEBL RH-4 Etramp-10  RAP-2
AMA-1 RAP-1 Etramp-4 Pv-38
MAEBL RAP-2 STEVOR Pv-34
PTRAMP RAP-3 Pf-38 RhopH1
RhopH 1 Pf-34 RhopH3
RhopH2 RON-1 RON-1
. RhopH3 RON-2 RON-2
Proteinas de superficie CLAG32  RONS
. RAMA RON-4
P. falciparum P. vivax Maurer’s RON-5
MSP-1 - pryp  mMsP-1 Clofts RON-6
MSP2  prg1  MsP3 REX-1 AARP

MSP4 — prgp MSP-7
MSP-5  pf113  MsP-8
MSP6  Hig2  MsP-9

Proteinas dos nulos densos
MSP-7  mcp-1 MSP-10 gra

MSP-8
SERA  Pv-41 P. falciparum
MSP-9 o L
MSP-10
RESA-155

MSP-11
RESA-like

Figura 4. Proteinas presentes no merozoito em P. vivax e P. falciparum. A imagem mostra
a localizagéo das proteinas no merozoito (micronema, superficie, roptrias e granulos densos)
bem como em quais espécies sdo encontradas. Adaptada de (Patarroyo et al., 2012).

A primeira etapa no processo de invasao do eritrocito ocorre quando o merozoito se liga
ao eritrocito atraveés de interacbes moleculares especificas que reconhecem a célula hospedeira.

Esta ligacdo inicial pode ocorrer em qualquer parte da superficie do merozoito, que apresenta
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um revestimento denso de proteinas, como a proteina de superficie do merozoito (MSP)-1, que
é a proteina mais abundante na superficie (O'Donnell et al., 2000). Existem evidéncias que
sugerem MSP-1 ser a responsavel por realizar o primeiro contato com o eritrécito. Trabalhos
demonstraram que anticorpos produzidos contra a proteina MSP-1 conferiram protecédo contra
0 parasito em camundongos (Daly and Long, 1993) e macacos (Kumar et al., 1995). Estes
resultados demonstram o papel crucial desta proteina na invasdo, apesar dos mecanismos de
interacdo exatos ndo estarem bem elucidados.

Em um segundo momento, acontece a reorientacdo do merozoito. Esta etapa é
necessaria para que o polo apical do parasito entre em contato com a membrana do eritrdcito,
possibilitando a invasdo (Gaur et al., 2004). Por mais que as interacdes moleculares, que
ocorrem no momento da reorientacdo ndo sejam ainda bem elucidadas, ja foi comprovado que
AMA-1, possivelmente, é responsavel pela reorientacdo ou que esta molécula inicia o contato
de juncdo (Mitchell et al., 2004).

Na terceira etapa, apds o polo apical estar na orientacdo correta, é formada uma juncao
irreversivel entre 0 merozoito e a membrana do eritrocito. A proteina AMA-1, juntamente com
as proteinas RONSs (do inglés rhoptry neck protein) participam da formacdo da do complexo
que permite a invasdo do merozoito. RON-2, RON-4 e RON-5 séo inseridas junto a membrana
do eritrdcito, e ap6s a ligacdo de AMA-1 com a RON-2, forma-se uma estrutura em forma de
anel (Gaur and Chitnis, 2011). Apés a formacdo da juncdo, o motor de actina-miosina é
estimulado, movendo-se da extremidade anterior a posterior do merozoito, levando este para
dentro do eritrdcito, no vacuolo parasitéforo. A etapa final da invasdo consiste na selagem do
vacuolo e da membrana do eritrdcito (Miller et al., 2002).

Existem diferencas no processo de invasao entre as espécies de Plasmodium. P. vivax
invade apenas reticuldcitos Duffy positivos, enquanto P. falciparum pode invadir qualquer
eritrocito. Uma diferenca similar é vista em P. yoelii virulento e ndo-virulento. Ambos invadem
preferencialmente reticuldcitos, porém, quando ndo ha mais reticuldcitos disponiveis, P. yoelii
virulentos podem invadir qualquer eritrocito, causando um grande aumento na parasitemia e
podendo levar a morte.

Existem duas familias de receptores presentes durante a invasao por P. vivax (Miller et
al., 2002). Séo elas a superfamilia DBL (do inglés, Duffy-binding-like) e a RBL (do inglés,
Reticulocyte binding like).

A superfamilia DBP recebe este nome, devido ao fato das proteinas desta familia
apresentarem um motivo de ligacdo ao antigeno Duffy. Em P. vivax, esta familia é constituida

pela proteina DBP, a qual interage com o receptor DARC (do inglés Duffy antigen receptor for
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chemokines), presente na superficie dos reticulocitos. Em P. falciparum, esta familia é formada
pelas proteinas EBA-175, BAEBL/EBA-140, JESEBL/EBA-181 e EBL-1.

A familia RBP contém as proteinas RBPs em P. vivax e proteinas homélogas em P,
falciparum (PfRh1, PfRh2a, Pfrh2b, PfRh4) (Gaur et al., 2004). Os varios membros das familias
DBL e RBL podem reconhecer diferentes receptores nos eritrocitos, além dos do grupo
sanguineo Duffy. Cabe salientar, que estas proteinas que participam do processo de invasdo e
desenvolvimento do P. vivax sdo potenciais alvos do sistema imune do hospedeiro.

Até o momento, acredita-se que nem todos os receptores localizados nos eritrocitos
foram identificados. No entanto, duas vias principais de invasdo foram caracterizadas. Ligantes
da familia EBL, em sua maioria, se ligam a receptores que contém residuos de acido siéalico,
fazendo parte da via de invasdo acido sialico dependente. A familia RH, com exce¢do da RH1,
sdo acido sialico independente, portanto ligam-se a receptores do eritrécito que ndo possuem
residuos de &cido siélico. P. falciparum utiliza principalmente &cido sialico e glicoforina-A,

mas também consegue utilizar vias alternativas para invadir os eritrocitos (Ord et al., 2015).

LIBERAGAO MEROZOITOS NA
CORRENTE SANGU/NEA

L REORIENTAGAO FORMAGAO DA
l MEROZOITO JUNCAO
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Figura 5. Esquema da invasdo do parasito ao eritrocito. O eritrocito infectado se rompe
liberando os merozoitos. Na sequéncia, ocorre a ligagcdo do merozoito na membrana de um novo
eritrocito pelo reconhecimento dos receptores de superficie. O evento é continuado por um
processo de reorientacdo para permitir o contado da porgdo apical do merozoito com o
eritrocito. Apos este contato, uma jungdo denominada moving junction é formada através de
interacdes de alta afinidade com receptores. Esta juncdo faz com que o parasito, movido pela
acdo do motor de actina-miosina invada o eritrécito. Neste processo ocorre a formagéo de um
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vacuolo parasitéforo que engloba o parasito no interior da heméacia. FONTE: Adaptado de:
(Miller et al., 2013)

1.5 Diversidade Genética

Em estudos de vacinas de subunidades, uma explicacdo frequente para a eficacia
variavel da formulacdo vacinal é a diversidade genética do parasito, que leva a uma resposta
imune cepa-especifica contra os antigenos parasitarios (Figura 6).

Teoricamente, uma cepa de Plasmodium pode ser definida como uma variante do
parasito que é geneticamente distinta e induz resposta imune especifica contra um ou mais
antigenos. Porém, no contexto de vacinas de subunidade, o termo cepa refere-se ao isolado a
partir do qual o antigeno da vacina é derivado, enquanto a variante genética desse antigeno é
conhecida como o alelo ou hapl6tipo. A inclusdo de um unico alelo na formulagdo de uma
vacina de subunidade provoca respostas apenas contra alelos semelhantes podendo gerar uma
selecdo para cepas nao vacinais na populacao vacinada (Mueller et al., 2015).

A expressdo de proteinas de P. vivax com um alto grau de polimorfismo e as respostas
imunes cepa-especificas induzidas por elas, representam um grande obstaculo para o
desenvolvimento de uma vacina contra a malaria. VVarios estudos tém mostrado uma grande
variabilidade genética em proteinas como DBP (Nobrega de Sousa et al., 2011), MSP-1
(Gutierrez et al., 2000), MSP-5 (Gomez et al., 2006), AMA-1 (Moon et al., 2010). Isto é
atribuido, principalmente, a pressdo seletiva exercida pelo sistema imune do hospedeiro, que
conduz a fixacdo de variantes na populacdo de parasitos (Moon et al., 2010).

A grande diversidade genética do parasito explica o desenvolvimento lento da
imunidade naturalmente adquirida (Bull et al., 1998). Sendo assim, existe a necessidade de
exposicao repetida ao antigeno, ao longo de vérios anos, a fim de gerar um repertorio de
anticorpos para os diferentes sorotipos que circulam em uma &rea endémica (Marsh and
Kinyanjui, 2006).

Por outro lado, alguns antigenos de Plasmodium sp. sdo relativamente conservados, tais
como RH5 (Hayton et al., 2008), ou tém regides funcionais altamente conservadas, tais como
a regido de ligacdo ao receptor de AMA-1 (Bai et al., 2005; Collins et al., 2009). Dada a alta
diversidade dos candidatos vacinais, para obter-se uma vacina eficaz contra a maléria,
estratégias como uma formulagdo multivalente e o estudo da diversidade genética, na busca por

candidatos pouco polimorficos, tornam-se necessarias.
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Figura 6. Efeitos da diversidade genética em casos de maléria e na eficiéncia de vacinas.
A imagem mostra o impacto da diversidade na infeccdo natural e na eficicia de vacinas. Os
picos de parasitemia correspondem a episadios clinicos diferentes e as cores indicam sorotipos
diferentes. Anticorpos cepa-especificos adquiridos séo vistos na cor correspondente ao episodio
clinico no qual foram adquiridos. As linhas solidas representam uma reposta imune forte
enguanto as linhas tracejadas indicam resposta de anticorpos limitada. (A) Infec¢do natural com
episodios recorrentes de malédria em um individuo que adquire apenas anticorpos cepa-
especificos apds a infeccdo. A medida que os individuos entram em contato com cepas
diferentes através de infeccdo natural (ou vacinacao), eles adquirem anticorpos cepa-especificos
e tém um menor risco de ter um episodio clinico causado pela mesma cepa. (B) Baixa eficacia
de uma vacina em um individuo devido a diversidade antigénica. A seringa indica vacinagao
com um unico sorotipo (vermelho). Se for administrada uma vacina de cepa Unica no inicio, €
mais provavel que os individuos apresentem episédios clinicos devido a outras cepas (azul,
amarelo, verde) do que a cepa da vacina, até que as respostas de anticorpos diminuam. Fonte:
Adaptado de (Barry and Arnott, 2014).

1.6 Imunidade naturalmente adquirida

A imunidade naturalmente adquirida é a capacidade adquirida pelo hospedeiro de
responder de maneira mais eficiente durante uma segunda exposicdo, ou exposicoes
subsequentes, a um patogeno. Essa resposta possui qualidade e longevidade variaveis. Alguns
individuos adquirem uma protecdo a longo prazo, ap6s um numero limitado de exposi¢des,
enquanto em outros casos, Sao necessarias exposi¢des continuas para a resposta imune protetora
ser mantida. Essas duas situa¢es ocorrem em infec¢fes por maléria, variando de acordo com
0 hospedeiro, idade, parasito, tipo de exposicdo prévia e intensidade de transmissao, sendo esta

ultima relacionada a diversidade genética do parasito (Mueller et al., 2013)
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Nas areas onde a maléria € endémica, os individuos sdo expostos naturalmente a
infeccdo malarica repetidamente, produzindo respostas imunes especificas contra diversas
cepas e desenvolvem uma imunidade que permanecera enquanto se mantiverem na regido de
transmissdo. A imunidade adquirida geralmente é de curta duracdo e cepa-especifica;
gradualmente desenvolvida ap6s repetidas infec¢bes (Marsh and Howard, 1986; Marsh and
Kinyanjui, 2006; Mueller et al., 2013). Esta imunidade gera a habilidade de conter a
parasitemia, oferecendo protecdo contra o agravamento dos sintomas e diminuindo a
mortalidade. Criancas mais velhas e adultos, quando expostos a infec¢bes frequentes, tornam-
se resistentes a morbidade, gravidade e a morte, embora permanegam suscetiveis a infeccao
(Marsh and Kinyanjui, 2006)

Embora o sistema imunoldgico humano ataque quase sempre em qualquer fase do ciclo
de vida do parasito, no hospedeiro humano (Hollingdale et al., 1984), a resposta imune
naturalmente adquirida é gerada principalmente na fase sanguinea (Mueller et al., 2013).

Na ilha da Nova Guiné, onde P.falciparum e P. vivax sdo altamente endémicos (Muller
et al., 2003), P. vivax é a fonte predominante de infeccGes por malaria em criangcas menores de
2 anos (Senn et al., 2012). Em estudos de coorte em criancas de um a quatro anos de idade (Lin
etal., 2010) e 5-14 anos (Michon et al., 2007) foi visto que a incidéncia de malaria por P. vivax
comecou a diminuir a partir do segundo ano de vida, enquanto a incidéncia de P. falciparum
continuou a aumentar até o quarto ano (Lin et al., 2010) e aos cinco anos de idade, a maioria
das criancas ja havia adquirido uma imunidade quase completa para o0 a doenca causada por
P.vivax, mas permaneceu o risco de doenca por P. falciparum.

A idade do individuo durante a primeira exposicao a malaria pode refletir na aquisicéo
de resposta imune naturalmente adquirida. Estudos envolvendo imigrantes ndo imunes a Nova
Guiné, que foram expostos pela primeira vez a uma transmissdo intensa indicaram que 0S
adultos adquiriram imunidade clinica a malaria ap6s poucas infec¢gdes por P. falciparum, ao
contrario das criangas que permaneceram suscetiveis ap0s uma exposi¢cdo comparavel (Baird et
al. Al., 1991, 2003). Esta relag@o nédo foi observada com infec¢des por P. vivax. Isto sugere que
pode haver diferencas fundamentais na forma como a imunidade € desenvolvida.

Existem diferengas na aquisicdo de imunidade contra P. vivax e P. falciparum.
Individuos adquirem imunidade ao P. vivax mais facilmente do que ao P. falciparum (Lin et
al., 2010; Michon et al., 2007). Isto ocorre devido a biologia do P. vivax. Algumas das
caracteristicas que influenciam diretamente sdo: 1) Recaidas. Devido a formacdo de
hipnozoitos, a imunidade a fase sanguinea de P. vivax pode ser aumentada mesmo quando a

transmissdo da malaria é baixa ou ausente 2) Intensidade de infeccGes no estagio sanguineo
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aumentada. Exposicdo mais frequente a novos gendtipos devido a uma populacdo maior de
P.vivax na comunidade. 3) Ligantes essenciais para a invasao dos eritrocitos. De uma maneira
geral. P. vivax invadem reticulGcitos apenas e necessitam do receptor antigeno Duffy para ter
sucesso na invasdo, apenas PvDBP ¢ ligante de Duffy. Individuos podem desenvolver resposta
imune naturalmente adquirida visando essas vias criticas, ao contrario de P. falciparum que

possui vias de invasao mais amplas.

1.7 Vacinas contra a malaria

Esforcos vem sendo realizados a fim de encontrar uma vacina eficiente contra a malaria.
Porém, devido a varios fatores e caracteristicas do parasito, a busca por bons candidatos
vacinais torna-se um desafio.

A principal dificuldade se refere a biologia do parasito. Devido aos diversos estagios do
seu ciclo de vida, o parasito expressa diferentes antigenos estagio-especificos, portanto gera
resposta imune especifica contra cada um deles. Além disso, 0s antigenos de superficie estdo
sob pressao seletiva pela resposta imune do hospedeiro, resultando muitas vezes em diversidade
genética (Escalante et al., 1998; Takala and Plowe, 2009). Para selecionar um bom candidato
vacinal € necessario avaliar a sua diversidade genética. Antigenos altamente polimorficos
podem provocar respostas imunes alelo-especificas, levando a uma protecdo com baixa
eficiéncia apds a vacinacdo. Por outro lado, aqueles que se apresentam conservados, sao
potenciais alvos para serem avaliados como candidatos vacinais (Takala and Plowe, 2009).

As principais caracteristicas necessarias para a obtencdo de uma vacina protetora contra
a malaria sdo: 1) Ser eficaz na prevencao da doenca, na evolucdo em formas clinicas graves e
transmissdo na comunidade; 2) ser completamente segura para criancas, jovens e populacédo de
risco; 3) promover protecdo contra todas as espécies de Plasmodium que infectam o homem; 4)
promover imunidade de longa duracdo; 5) ser administrada nos primeiros meses de vida; 6)ser
de facil fabricacdo, administragdo, armazenamento e manipulacdo; 7) ser acessivel para 0s
governos dos paises de baixa renda (Garcia-Basteiro et al., 2012).

Os candidatos vacinais podem ser classificados de diversas formas, uma delas € baseada
nas fases do ciclo do parasito. Desta forma, classificam-se em candidatos vacinais que atuam
na fase pré-eritrocitica, eritrocitica e no blogueio da transmissao.

Uma vacina pré-eritrocitica efetiva ndo apenas pode reduzir o numero de infeccoes
primarias, mas também impedira a formagao de hipnozoitos, diminuindo o risco de reincidéncia

da doenca, em casos de infecgdo por P. vivax (Mueller et al., 2015). Além disso, também é
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capaz de gerar um forte impacto na transmissao, visto que causaria uma drastica queda na
parasitemia.

As vacinas de estagio sanguineo tém capacidade de bloquear o desenvolvimento do
parasito. Assim, seriam capazes de prevenir a doenca e a morte, diminuindo a parasitemia na
fase sanguinea e o potencial de transmissdo. Por fim, os candidatos que atuam no bloqueio da
transmissdo impedem a infecgdo do mosquito vetor e também o ressurgimento da transmissdo
em areas onde a doenca ja foi eliminada (Mueller et al., 2015).

A viabilidade de uma vacina contra a maldaria é suportada pelo fato de que pessoas que
vivem em areas endémicas desenvolvem imunidade contra os sintomas da doenca. Além disso,
alguns estudos realizados mostraram resultados promissores. A transferéncia passiva de
imunoglobulinas de adultos hiperimunes provenientes da Africa Ocidental para criancas n&o
imunes com maldria grave mostrou ter propriedades curativas, o que demostra que a resposta
de anticorpos é importante na protecdo contra a doenca (COHEN et al., 1961). Alguns estudos
demonstraram que ao vacinar primatas com antigenos recombinantes foi gerado um alto titulo
de anticorpos e também mostrou resposta protetora quando realizado desafio (Darko et al.,
2005; Dutta et al., 2009; Stowers et al., 2002). Além disso, a vacinacdo utilizando esporozoitos
irradiados, seguida do desafio homologo e heter6logo, gerou imunidade naturalmente adquirida
e imunidade estéril em humanos, sugerindo que uma vacina no combate a malaria seja possivel
(Clyde, 1975; Hoffman et al., 2002).

A principal vacina e a mais eficiente contra malaria falciparum, até o momento, é a
RTS,S. ARTS,S, é uma vacina baseada em uma proteina recombinante, que consiste na por¢ao
C-terminal do gene da CSP de P. falciparum fusionada com a porcdo N-terminal do antigeno
de superficie da hepatite B (S). Quando expressa em sistema de Saccharomyses cerevisae 0
produto fusionado (RTS) se liga ao antigeno de superficie do virus da hepatite B (S) nédo
fusionado, formando particulas imunogénicas denominadas RTS,S (Bojang et al., 2001). Esta
formulacdo demonstrou protecdo de 30-50% contra a malaria falciparum em testes de Fase Il e
Fase 1l em criancas (Alonso et al., 2004).

O sucesso de uma vacina contra a malaria deve estar relacionado a intervencao contra o
desenvolvimento do parasito no hospedeiro humano ou no mosquito vetor. Varios estudos tém
sido direcionados para a identificacdo e caracterizacdo de antigenos de Plasmodium sp. que
sejam potenciais candidatos a uma vacina contra malaria. O desenvolvimento de vacinas
antimalaricas tem sido bastante intenso contra a malaria causada por P. falciparum. Atualmente,
37 candidatos vacinais em fase pré-clinica ou clinica estdo sendo testados (Organization, 2016),

Porém, quando comparado a P. falciparum, poucos estudos tém sido realizados para a obtencéo
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de uma vacina para P. vivax. Isso deve-se, principalmente, a dificuldade em realizar testes in

vitro, visto que ndo é possivel cultivar o parasito e aos poucos conhecimentos que se tem sobre

0S Seus antl'genos.

1.8 Vacinas contra a maléaria vivax

Esforgos vem sendo aplicados ao longo das ultimas duas décadas visando o

desenvolvimento de vacinas contra diferentes estagios de P. vivax. A Tabela 1, traz os principais

candidatos vacinais para malaria vivax que estdo sendo estudados, bem como a fase de

desenvolvimento e estagio do ciclo do parasito em que eles atuam.

Tabela 1. Vacinas experimentais contra a malaria vivax em desenvolvimento.

Candidatos vacinais Fase de desenvolvimento ~ Estagio do ciclo de vida  Antigeno Referéncia
VMP001 Fase I/lla Hepético PvCSP (Bennett et al., 2016;
Yadava et al., 2007)
CSV-S,S Pré-clinica Hepético PvCSP (Vanloubbeeck et al.,
2013; Yadava et al.,
2014)
PvCSP-LSP Fase | Hepaético PvCSP (Herrera et al., 2005;
Herrera et al., 2004;
Herrera et al., 2011)
ChAd63-PVTRAP/MVA- Fase | Hepético PVTRAP (Bauzaet al., 2014)
PVTRAP
PvDBPII Pré-clinica Eritrocitico PvDBP (Moreno et al., 2008;
Wiley et al., 2011)
PvDBPII-DEK Pré-clinica Eritrocitico PvDBP (Ntumngia and Adams,
2012)
ChAd63-PvDBPII/MVA- Pré-clinica Eritrocitico PvDBP (de Cassan et al., 2015)
PvDBPII
PvMSP1 Pré-clinica Eritrocitico PVMSP1 (Devi et al., 2007; Rosa
et al., 2006)
ChAd63-PVAMA1/MVA- Pré-clinica Eritrocitico PvAMAL (Bouillet et al., 2011;
PVvAMA Vicentin et al., 2014)
PVAMA1 Pré-clinica Eritrocitico PVAMA1 (Vicentin et al., 2014)
Pvs25H Fase | Blogueio de transissao Pvs25 (Malkin et al., 2005; Wu
et al., 2008)
Pvs28 Pré-clinica Bloqueio de transmisséo Pvs28 (Hisaeda et al., 2000)
AnAPN1 Pré-clinica Bloqueio de transmisséo ~ AnAPN1  (Armistead et al., 2014)

Fonte: Adaptado de (Mueller et al., 2015).
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1.8.1 Vacinas pré-eritrociticas

P. vivax circumsporozoite protein (PvCSP)

Os resultados de protecédo parcial contra P. falciparum obtidos na imunizagao utilizando
a vacina RTS,S que é baseada na proteina circunsporozoita (PfCSP), levaram ao estudo da
utilizacdo do homologo PvCSP de P.vivax. Foi construida uma proteina quimérica chamada
Vivax malaria protein 1 (VMP0O01), que possui as regides amino e carboxi-terminal da CSP e
uma regido repetitiva que contém sequéncias repetidas dos parasitos VK210 (tipo 1) e VK247
(tipo 2). VMP001 em combinacdo com adjuvante ASO1B foi testada na fase I/lla em
voluntarios. A formulacdo mostrou-se segura e induziu um titulo alto de anticorpos. No entanto,
a vacina ndo induziu uma imunidade esterilizante no desafio utilizando esporozoitos de P. vivax
em nenhum dos voluntarios (Bennett et al., 2016).

Outro candidato de fase hepatica, 0 CSV-S,S induziu niveis de anticorpos especificos
maiores que os produzidos na administracdo de VMP0O01 quando ambos foram aplicados com
adjuvante ASO1 (Vanloubbeeck et al., 2013). Uma outra combinagdo contendo VMPOO1 e
CpG10104 + Montanide ISA720 foi testada, foi realizado um desafio utilizando esporozoitos
de P. vivax em macacos da espécie Aotus nancymaae. Foi visto que 66% dos macacos vacinados
tiveram resposta protetora (Yadava et al., 2014).

Com base na identificacdo de epitopos de células B e T no PvCSP, foram desenvolvidos
peptideos sintéticos longos (LSPs), N (N-terminal), R (repetitivo) e C (carboxi-terminal) para
avaliacdo como candidatos vacinais (Herrera et al., 2004). Os trés foram testados em Fase I,
separadamente, com Montanide ISA720 em diferentes doses (10ug/dose, 30ug/dose e
100ug/dose) (Herrera et al., 2005). Além disso, os trés foram testados juntos em concentracoes
de 50ug/dose e 100ug/dose de peptideos com Montanide ISA 720 e Montanide ISA 51. Foram
produzidos anticorpos contra cada peptideo da mistura que reconheceram a proteina PfCSP

nativa na superficie do esporozoito (Herrera et al., 2011).

P. vivax thrombospondin related adhesive protein (PVvTRAP)

Bauza e colaboradores utilizaram a proteina PvTRAP (thromospondin-related adhesive
protein). A proteina foi expressa utilizando o adenovirus de chimpanzé ChAd63 e MVA

(modified vaccinia virus Ankara). Quando administrada uma dose de ChAd63 recombinante
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expressando PVTRAP seguida por um boost com MVA recombinante expressando PvTRAP
foi obtido um titulo alto de anticorpos e resposta de células T em camundongos.

Neste mesmo estudo, foi usado Plasmodium berghei transgénico infeccioso,
expressando TRAP de P. vivax o que permitiu estudos da eficacia da vacina e mecanismos de
protecdo em roedores. Utilizando este modelo, verificou-se que tanto as células T CD8 + como
o0s anticorpos mediam a protecdo contra a malaria utilizando vacinas vectorizadas por virus.

Portanto, ChAd63 e MVA que expressam PVTRAP sdo candidatos a vacinas pré-

eritrociticas com potencial para aplicacao clinica (Bauza et al., 2014).

1.8.2 Vacinas de estagio sanguineo

P. vivax merozoite surface proteins (MSP-1)

Merozoite Surface Protein 1 (MSP-1) é uma proteina expressa na superficie do
merozoito e esta envolvida nas respostas imunes humoral naturalmente adquirida e celular.
Atraveés de processos proteoliticos, sdo produzidos fragmentos menores (83, 30, 38 e 42kDa) a
partir da proteina inteira (~195kDa). O fragmento de 42kDa é posteriormente clivado em dois
outros fragmentos C-terminais (33kDa e 19kDa). Estudos realizados em Macaca sinica
utilizando MSP-142 e MSP-119 de Plasmodium cynomolgi mostraram que estes dois fragmentos
sdo imunogénicos e geraram uma protecdo no desafio utilizando P. cynomolgi (Perera et al.,
1998).

PvVMSP-119 recombinante foi testado em combina¢do com PvDBPII, administrado com
adjuvante Montanide ISA 720. Esta formulacao gerou um titulo alto de anticorpos contra ambos
o0s antigenos em camundongos (Devi et al., 2007). Esta mesma proteina foi fusionada com dois
epitopos de células T auxiliares de MSP-1 e a imunogenicidade foi avaliada em Callithrix
jacchus jacchus. Quando testada com adjuvante completo de Freund foi visualizada uma
resposta imune alta, porém quando administrada com outros adjuvantes os titulos de anticorpos
foram baixos (Rosa et al., 2006).

Um outro estudo avaliou a resposta imune, contra a por¢do N-terminal de Pv-MSP1, de
individuos residentes em Rio Pardo (Amazonas, Brasil). Foi visualizado um alto titulo de
anticorpos contra os blocos conservados 2-5 de PvMSP1 (PvMSP1 ICB2-5). Além disso, 0s
valores de IgG total anti-ICB2-5 foi detectado como um importante fator de protecdo contra

novos surtos de malaria vivax na analise de sobrevivéncia em uma pesquisa prospectiva, o que
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sugere que outras regides de PvMSP1 podem ser consideradas bons candidatos vacinais
(Versiani et al., 2013).

Receptor-binding region Il de P. vivax Duffy binding protein (PvDBPII)

PvDBP é uma proteina, produzida pelo micronema, que se liga aos antigenos do grupo
Duffy em reticul6citos humanos no processo de invasao do eritrécito por merozoitos de P. vivax
(Chitnis and Sharma, 2008). A proteina de ligacdo de Duffy é considerada um dos principais
candidatos vacinais do estagio sanguineo de P. vivax. Uma vez que possui uma funcdo vital
para o parasito no processo de invasdo do eritrdcito.

Uma regido conservada, de 330 residuos de aminodcidos, rica em cisteina denominada
como regido Il (PvDBPII), dentro da PvDBP, medeia a ligagdo com o antigeno Duffy (Chitnis
and Miller, 1994). O bloqueio desta interacao receptor-ligante com anticorpos induzidos contra
PvDBPII oferece um potencial mecanismo para bloqueio da invaséo (Grimberg et al., 2007) e
prevencdo contra a malaria vivax.

Em um estudo realizado com criancas, em uma regido endémica na Papua Nova Guiné,
foi visto que os titulos de anticorpos naturalmente adquiridos anti-PvDBPII estdo associados
com protecdo contra infecgdes por P. vivax (King et al., 2008).

Foi avaliada a imunogenicidade da proteina recombinante PvDBPII. Para isso, macacos
rhesus foram imunizados com PvDBPII com adjuvantes Alhydrogel, Montanide ISA720 e
ASO02A e foi visualizado um alto titulo de anticorpos (Moreno et al., 2008).

O dominio ligante da DBP (DBPII) é polimdrfico, mostrando uma diversidade que gera
pressdo imunoldgica seletiva, o que tende a comprometer a eficacia da vacina. Estudos
mostraram que uma regido polimérfica de DBPII é um epitopo de célula B, alvo de anticorpos
humanos anti-DBP, este epitopo é chamado DEK. Existe a hipotese que os residuos
polimorficos, que ndo sdo funcionalmente importantes para a ligacdo de eritrocitos, mas
flanqueiam o motivo de ligacdo ao receptor de DBPII, compreendem epitopos variantes que
tendem a desviar a resposta imunitaria para longe de epitopos mais conservados.

Um alelo artificial de DBPII (nomeado DEKnull) foi expresso e avaliado quanto a sua
imunogenicidade O antigeno DEKnull impediu a atividade de ligacdo ao eritrocito e gerou um
titulo alto de anticorpos em ratos imunizados com a proteina a recombinante DEKnull.
(Ntumngia and Adams, 2012).
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P. vivax apical merozoite antigen 1 (PvAMA1)

Recentemente foi realizado um estudo utilizando adenovirus e proteina recombinante
em diferentes regimes de prime-boost para estudar a imunogenicidade de AMAL. O grupo que
combinava a proteina com adjuvante Montanide ISA 720 seguido de Ad5PVAMAL resultou na
producdo de anticorpos especificos contra PvAMAL assim como resposta de célula T de
memoria (Bouillet et al., 2011).

Em outro estudo PvAMAL foi expresso em Pichia pastoris onde imunizacgdes utilizando
adjuvantes QuilA e adjuvante incompleto de Freund geraram titulos altos de anticorpos quando
comparado a utilizacdo de monophoshoryl lipid A (MPLA) ou Alum plus MPLA. Além disso,
PVAMA-1 gerou anticorpos inibidores da invasdo contra diversas cepas de P. vivax (Vicentin
etal., 2014).

1.8.3 Vacinas de bloqueio da transmissao

Pvs25 e Pvs28

Pvs25 e Pvs28 sdo proteinas expressas na superficie do zigoto e oocineto. Estas foram
expressas recombinantes em Saccharomyces cerevisiae e com a adicdo de adjuvante
Alhydrogel provocou a produgdo de anticorpos em camundongos e inibiu o desenvolvimento
do parasito no mosquito (Hisaeda et al., 2000).

A imunogenicidade da proteina Pv25 foi testada utilizando aos adjuvantes Montanide
ISA720 e Alhydrogel em macaco rhesus. A formulacdo contendo adjuvante Montanide ISA720
provocou producdo de anticorpos com titulo 10 vezes maior e com uma alta atividade de
blogqueio de transmissdo em comparag¢ao com o grupo Alhydrogel (Saul et al., 2007). Pvs25H,
uma formulacdo contendo Pvs25 com Alhydrogel foi testada com doses contendo 5, 20 e 80ug
em testes de fase | em voluntérios saudaveis (Malkin et al., 2005). Essa formulagdo mostrou-se
segura e induziu um alto titulo de anticorpos. No entanto, apresentou apenas 20-30% de reducéo
no nimero de mosquitos infectados, em ensaios experimentais utilizando membrana sintética
com soros de individuos imunizados.

Apesar dos resultados obtidos, sdo necessarios niveis mais elevados na atividade de

blogqueio de transmissao para comprovar a eficacia da vacina.
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AnAPN1

Alanil aminopeptidase 1 (AnAPN1) é um antigeno de superficie conservado presente
na membrana do intestino médio de Anopheles. Este € essencial para a invasdo e
desenvolvimento do oocineto. Foi observado que anticorpos contra AnAPN1 tem atividade de
blogueio na transmisséo contra P.vivax e P.falciparum em espécies divergentes de anofelinos,
0 que da suporte ao desenvolvimento a uma vacina baseada neste antigeno (Armistead et al.,
2014).

1.9 O antigeno MAEBL

Kappe e seus colaboradores (Kappe et al., 1998) foram capazes de isolar e identificar
um antigeno de aproximadamente 200 kDa de Plasmodium yoelii e P. berghei como parte
integrante da familia de proteinas de ligacdo do parasito ao eritrocito (EBP). Este antigeno
denominado MAEBL possui dominios de duas familias proteicas presentes em organelas
situadas na regido apical de merozoitos e relacionadas com a infectividade do parasito
(Blackman and Bannister, 2001; Noe and Adams, 1998; Preiser et al., 2000). A sua regido
carboxi-terminal possui homologia estrutural com as proteinas Duffy Binding Like (DBL),
enquanto sua por¢do amino-terminal, rica em cisteinas, apresenta similaridade com o dominio
de 44 kDa do antigeno apical de membrana 1 (AMA-1). A similaridade de cada regido deste
antigeno a duas proteinas distintas confere um carater quimérico a esta molécula (Figura 7).

O gene maebl de P. yoelii e P. berghei é composto de uma Unica cdpia e possui uma
estrutura de vérios éxons, cada um representando um dominio funcional. Tal qual o antigeno
MAEBL expresso em P. yoelii e P. berghei, 0 seu correspondente expresso em P. falciparum
também apresenta atividade adesiva mediada principalmente pela regido M2 (Ghai et al., 2002).
Mais ainda, soro de pacientes provenientes de regides endémicas foi capaz de reconhecer uma
proteina recombinante baseada na por¢cdo M2 de P. falciparum.

Os dominios M1 e M2 do antigeno MAEBL de P. yoelii sdo responsaveis pela ligacao
desta molécula a eritrocitos, esta propriedade adesiva € similar aquela observada pelos
antigenos DBL de P. vivax, P. knowlesi e P. falciparum (Adams et al., 2001). Os motivos
presentes no antigeno MAEBL de P. falciparum que apresentam esta capacidade adesiva foram
recentemente descobertos utilizando peptideos correspondentes a diferentes porcgdes dos

dominios M1 e M2 (Ocampo et al., 2004). Neste trabalho, foi demonstrada a capacidade de
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alguns destes peptideos em inibir a invasdo de merozoitos de P. falciparum, e a existéncia de
dois motivos de adesdo no dominio M1 e cinco no dominio M2. Estes resultados sugerem o
dominio M2 como o principal responsavel pela capacidade adesiva da molécula.

Também foi mostrado que o gene maebl de P. falciparum possui maior similaridade
com seu correspondente em P. yoelii e P. berghei, do que com os genes pfamal ou ebal75
também de P. falciparum (Ghai et al., 2002). Além disto, este estudo mostrou que; tal qual no
antigeno MAEBL expresso em P. yoelii e P. berghei, 0 seu correspondente expresso em P.
falciparum também apresenta atividade adesiva, mediada principalmente pela regido M2,
Ainda neste trabalho, foi observado que o soro de pacientes provenientes de regiées endémicas
foi capaz de reconhecer uma proteina recombinante (r-PfM2), baseada na por¢cdo M2 do
MAEBL, de P. falciparum e inibir a adesao da r-PfM2 a eritrocitos.

Apesar do antigeno MAEBL ter sido descrito primeiramente em merozoitos sanguineos,
a producdo desta molécula também foi observada em esporozoitas de P. yoelii, P. berghei e P.
falciparum coletados a partir de glandulas salivares de mosquitos infectados (Ghai et al., 2002;
Kappe et al., 2001; Kariu et al., 2002). Em experimentos de deplecao génica foi mostrado que
MAEBL ¢ essencial para a infeccao dos esporozoitos nas glandulas salivares do mosquito vetor,
mas ndo é essencial para a invasdo do merozoito nos eritrocitos. O que leva a concluséo que
MAEBL é produzido pelos esporozoitos nos oocistos e que esta proteina estd implicada na
migracdo do esporozoito na glandula salivar (Kariu et al., 2002).

Preiser e colaboradores (Preiser et al., 2004) mostraram que MAEBL é expresso de
maneira diferenciada em esporozoitos da glandula salivar e esporozoitos presentes no intestino
do inseto. Além disto, estes autores demonstram que anticorpos capazes de reconhecer o
antigeno MAEBL de P. yoelii, também inibem o desenvolvimento do parasito em culturas
primarias de hepatdcitos infectados por esporozoitos. Estes dados sugerem fortemente a
participacdo desta proteina no desenvolvimento do estagio hepatico no hospedeiro vertebrado
e abrem perspectivas para sua utilizacdo como alvo de uma resposta imune mais abrangente e

eficaz.

Gene Produto Espécies

maebl MAEBL P. vivax, P. falciparum, P. knowlesi, P.
voelii, P. berghei, P. cynomolgi

Figura 7. Estrutura do gene maebl, produto e espécies que possuem o gene. Na por¢do N-
terminal estdo presentes os dominios ricos em cisteina M1 e M2 homologos a dominios de
AMAL e na porcdo C-terminal um dominio rico em cisteina homélogo ao encontrado nas
proteinas DBL. Adaptado de (Michon et al., 2002).
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1.10 O antigeno RON2

O antigeno RON2 (Rhoptry Neck Protein) de Plasmodium vivax foi identificado pela
primeira vez por Arévalo-Pinzon e colaboradores. PYRON2 possui uma estrutura de 2204
residuos de aminoacidos, codificada por um Unico éxon de 6.615pb. Possui uma sequéncia sinal
hidrofobica putativa na por¢do N-terminal e um dominio transmembrana na regido C-terminal
entre os residuos de aminoacido 2,087-2,109. E conservada no filo Apicomplexa, expressa em
esquizontes tardios e secretada por organelas denominadas roptrias nos merozoitos (Arévalo-
Pinzén et al., 2011). Foi comprovado em Toxoplasma gondii que a proteina TQAMAL forma
um complexo com as proteinas TJRON2, TJRON4 e TJRONS durante a invasdo do eritrocito
(Alexander et al., 2005; Boothroyd and Dubremetz, 2008; Lebrun et al., 2005) (Figura 8). Além
disso, em P. falciparum foi visto que PFRON4 esta associado a PFAMA-1 (Alexander et al.,
2006). PvRON2 é homdloga a RON2 presente em P. falciparum, que interage com PFAMA-1
no processo de invasao ao eritrdcito. Portanto, sugere-se que em P. vivax, PvRON2 exerce a
mesma interacao (Cao et al., 2009).

AMAL se liga a RON2 e a outras proteinas RON, estabelecendo a estrutura “moving
junction” que faz uma conexdo entre 0 merozoito e o eritrocito. O merozoito se move da regiao
anterior para a posterior atraves desta estrutura, este movimento que proporciona a entrada do
parasito no eritrdcito é impulsionado pelo motor de actina e miosina. Essa interacdo ndo esta
completamente elucidada e ainda existem divergéncias a respeito do papel de cada molécula
durante a invasdo. No entanto, foi comprovado que em P.falciparum, a inibi¢do na interacdo do
complexo AMA1-RON2 desfaz a ligagdo, interrompendo a invasdo do eritrcito (Giovannini
et al., 2011; Srinivasan et al., 2013; Tonkin et al., 2011). Além disso, foi visto que dois
peptideos, R1 e F1 atuam bloqueando a interacdo entre PFAMAL e o complexo de RONSs,
inibindo o processo de invasdo o que também foi visualizado com a a¢do do anticorpo 4G2
(Collins et al., 2009).

Devido a conservacdo da proteina RON2 em diferentes especies de Plasmodium e ao
papel fundamental do complexo RON2-AMA1 na invasdo da célula hospedeira, o antigeno
RON2 mostra-se essencial neste processo, sendo um possivel alvo do sistema imune do
hospedeiro, portanto, torna-se importante o estudo da diversidade e imunogenicidade deste

antigeno, visando e o seu potencial como candidato vacinal.
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CITOPLASMA DA
CELULA DO PARASITO
CITOPLASMA DA
CELULA DO
HOSPEDEIRO

Figura 8. Formag&o do complexo das proteinas AMAL com RON2, RON4, RON5 e
RONS8 durante o processo de invasao do eritrdcito. A proteina AMAL forma um complexo
com as proteinas RON, que se inserem no citoplasma da célula hospedeira, possibilitando a

invasdo do eritrocito. Adaptado de (Tonkin et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Analisar a diversidade genética e a imunogenicidade dos candidatos vacinais MAEBL

e RONZ2 de isolados de Plasmodium vivax provenientes do Brasil

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a diversidade genética dos genes codificadores de MAEBL e de RON2 de
isolados de P, vivax coletados em Manaus, Mancio Lima e Acrelandia;

e Determinar a distribuicdo dos SNPs e dos residuos de aminoacidos sob presséo seletiva
na estrutura tridimensional de PvMAEBL e PvRON2;

e Comparar os polimorfismos das sequéncias dos isolados brasileiros com sequéncias
publicas;

e Clonar e expressar MAEBL e RON2 recombinantes em sistema de expressao heterélogo
bacteriano;

e Avaliar a capacidade de interacdo das proteinas recombinantes de MAEBL e RON2 ao
eritrocito;

e Avaliar a imunogenicidade dos antigenos MAEBL e RON2 utilizando um painel de

plasmas de pacientes infectados com P. vivax na Amazodnia Brasileira.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de Coleta das Amostras de Plasmodium vivax

Os isolados de P. vivax foram coletados no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de
2014 na cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas, e no estado do Acre nos municipios

de Mancio Lima e Acrelandia, no periodo entre 2013 e 2014.

3.2 Amostras

As amostras provenientes de Manaus, foram coletadas na Fundagdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Todas estas amostras foram coletadas de
individuos diagnosticos por gota espessa com malaria vivax, tendo estes individuos idade entre
18 e 60 anos. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), sendo este aprovado pelo comité de ética sob o nimero CAAE-0044.0.114.000-11. O
sangue coletado foi centrifugado para a obtencao do plasma, que foi estocado em microtubo e
mantido a -20°C.

As amostras de Mancio Lima e Acrelancia foram coletadas e processadas pelo grupo de
pesquisa do Professor Dr. Marcelo Urbano Ferreira, do Laboratério de Parasitologia
Experimental e Aplicada na Universidade de Sdo Paulo (USP) que, gentilmente, cedeu as

amostras de DNA para serem realizadas as analises de diversidade genética.

3.3 Extracdo de DNA

O DNA gendmico dos isolados de Acrelandia e Mancio Lima foram extraidos utilizando
0 kit QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook (Qiagen) segundo instrugdes do
fabricante.

Para os isolados de Manaus, a extracdo de DNA foi realizada seguindo o seguinte
protocolo: Foi adicionado a um pellet de aproximadamente 200ul de sangue 10-20 volumes (V)
de PBS 1x e em seguida foi adicionado saponina 0,1%. O pellet foi homogeneizado e apds 10
minutos de incubagdo a 37°C, foi realizada uma centrifugagdo a 4000rpm por 5 min a
temperatura ambiente (TA). O precipitado foi ressuspendido em 250ul de TE e 200ul de tampéo
de lise 2x (contendo 10 mg/ml de Proteinase K). A incubacéo foi realizada a 37 C por 3 horas

ou overnight. Apos, foram adicionados 1v de fenol, sendo o tubo mantido sob agitagdo branda
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por 5 min a TA e depois centrifugado por 5 min a 6000rpm, a TA. A fase aquosa foi transferida
para um tubo novo e a esta foram adicionados 1v de fenol/cloroférmio. Apds nova agitacéo e
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado. Foi aplicado RNase seguido de uma incubacéo a
TA por 30 min, posteriormente foi adicionado cloroférmio. Outra centrifugacéo foi realizada,
fase aquosa foi transferida para outro tubo e foi adicionado 1/10 do volume de acetato de sodio
3M pH 5,2 e 2,5v de etanol 100%. Os tubos foram mantidos a 4°C por overnight para a
precipitacdo do DNA. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 30 minutos a
4 °C. O precipitado de DNA foi lavado com 500ul de etanol 70% e centrifugado (5000 x g, 5
minutos, TA). Na sequéncia, o pellet de DNA foi ressuspendido em 50ul de TE.

3.4 Diagnostico molecular por Nested-PCR

A partir do DNA genémico foi realizado o diagndstico molecular por Nested-PCR
(Snounou and Singh, 2002), a fim de eliminar amostras com infec¢do mista. Este protocolo
utiliza oligonucleotideos especificos da regido da subunidade menor do RNA ribossomal, cuja
primeira reacdo de PCR (Reagdo em cadeia da polimerase) é utilizada para a identificacdo do
género Plasmodium. A segunda reacdo € realizada para a identificacdo das espécies P. vivax,
P. falciparum, P. malarie e P. ovale, neste caso foram realizadas apenas as reacGes para
identificacdo de P. vivax e P. falciparum, visto que as outras espécies ndo sdao comuns das
regides onde foram realizadas as coletas. A tabela 2 mostra os oligonucleotideos utilizados na
reacdo, bem como a espécie alvo na amplificacdo e o tamanho do fragmento gerado. As

amostras que mostraram ser positivas, apenas para P. vivax, foram utilizadas.

Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos e tamanhos dos fragmentos amplificados na reacédo
de Nested-PCR.

Oligonucleotideo Sequéncia (5°- 3°) Alvo Tamanho do

fragmento (pb)

PLUS (F) CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC Plasmodium sp. 1.200
PLUG (R) TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG
VIV1 (F) CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC P. vivax 120

VIV2 (R) ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA




42

FAL1 (F) TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT  P. falciparum 205

FAL2 (R) ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC

Fonte: Adaptado de (Snounou and Singh, 2002).

3.5 Amplificagdo dos genes de interesse

3.5.1 Amplificacéo do gene maebl (2.011-3.264nt) de P. vivax

A sequéncia referente ao dominio M2 de maebl (2.011-3.264nt) tem como caracteristica
uma grande quantidade de bases adenina e timina. Devido a essa caracteristica, houve uma
grande dificuldade de obtencéo do produto da amplificacdo da sequéncia. Vérias estratégias de
amplificagdo foram utilizadas a fim de contornar este problema.

Para a obtencdo de um fragmento de 1254pb, correspondente a este dominio,
inicialmente utilizou-se o protocolo descrito por (Michon et al., 2002) (Tabela 3), além desta
foram desenhadas outras duas estratégias (Tabelas 4 e 5).

Além disso, foram testadas variadas temperaturas de anelamento, bem como dois tipos
de enzimas DNA polimerase: Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen) e Phusion DNA

Polymerases (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados no teste de amplificacdo de Pvmaebl (2.011-3.264nt).

Oligos M2-MAEBL Sequéncia de nucleotideos (5™ - 3")

(Michon et al.. 2002)

M2 MAEBLF AATCCTCAAGCCGAATATATGGATAGGTTTGATAT
M2 MAEBL R CTTTTTATTTATAAGACTTTTIGCATTTTCC

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados no teste de expressdo de Pvmaebl (2.011-3.264nt) por
Nested-PCR.

Oligos Nested-PCR Sequeéncia de nucleotideos (5" -3")

M2 MAEBL 1F GACAAATCCTCAAGCTAAATTTATG
M2 MAEBL 1R TGTCATTTGTCGTGA GAGATGTG

M2 MAEBL 2F TCCAAGAAATCACATTTTTATCGATTG

M2 MAEBL 2R AATGGTCCTCTTTGTGGATGAC
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O protocolo que obteve sucesso na amplificacdo do dominio m2, visando o
sequenciamento completo desta regido, foi obtido através do desenho de trés pares de
oligunucleotideos a fim de realizar trés amplificacbes por PCR de cada amostra, dividindo o
gene em trés fragmentos que se sobrepdem. Na Tabela 5, encontram-se as sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados nestas rea¢fes. A reacdo utilizada para amplificar os fragmentos 1
e 3 foram realizadas utilizando Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condi¢Oes de
temperatura utilizadas foram as seguintes: 1 ciclo de 5min a 95°C e 35 ciclos de 30s a 95°C,
45s a 58°C, 1min a 72°C e um ciclo final de 5min a 72°C. O fragmento 2 foi amplificado
utilizando Phusion DNA Polymerases (Thermo Fisher Scientific) nas seguintes condiges: 1
ciclo de 5min a 98°C e 35 ciclos de 15s a 98°C, 30s a 59°C, 1min a 72°C e um ciclo final de
10min a 72°C. A observacdo do resultado da amplificacdo foi realizada pela visualizacdo da
banda correspondente em transiluminador ultravioleta. Os produtos de PCR foram submetidos
a eletroforese (80V) em gel de agarose 1% corado com SybrSafe (Invitrogen) na diluicdo de
10.000x

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene Pvmaebl
(2.011-3.264nt) de P. vivax.

Fragmento Posicao(nt)* Oligonucleotideo Sequéncia (5-3”)
1 1.778 - 2.350 PvM2-F1 CCATGCAAAAGAGTGACGAG
PvM2-R1 GTTCGATACTGCGTCCGTTT
5 2 011 - 3.264 PvM2-R1 AGATCTAATCCTCAAGCTAAATTTATG
PvM2-R2 ATTTGTCGTGAGAGATGTGAA
3 3.106 - 3.457 PVM2-F3 GTGATGCTGGCAAATACTGG
A PvM2-R3 CCTCTGTTGCACTACCGTCA

*As posicoes dos oligonucleotideos sdo baseadas na sequéncia de maebl de Plasmodium vivax,
cepa Sal-1 (PVX092975) disponivel no PlasmoDB.

3.5.2 Amplificagdo de Pvron2

A proteina RON2 ¢ codificada por 6,6kb. Por ser uma sequéncia extensa, optou-se por
selecionar uma regido para ser analisada. A partir da sequéncia completa foi escolhido um
fragmento de 759pb. Para isso, utilizou-se a sequéncia Sal-1 (PVX117880) para analise, a fim
de escolher uma regido da sequéncia a ser estudada. Utilizou-se o programa Immune Epitope
database and Analysis Resource (IEDB Analysis Resource) para predicdo de determinantes
antigénicos. Foi levado em consideragdo, o trecho da sequéncia que apresentou os melhores

resultados, segundo o método de Kolaskar and Tongaonkar (Kolaskar and Tongaonkar, 1990).
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Para tornar possivel o sequenciamento completo desta regido, foram realizadas trés PCR
a fim de amplificar trés fragmentos que se sobrepdem, utilizando os oligonucleotideos listados
na Tabela 6. As condicdes de temperatura utilizadas nas amplificacdes dos fragmentos 1 e 3
foram as seguintes: 1 ciclo de 5min a 95°C e 35 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 60°C, 1mina 72°C
e um ciclo final de 5min a 72°C e as seguintes condic¢des para a amplificagdo do fragmento 2:
1 ciclo de 5min a 94°C e 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 60°C, 45s a 72°C e um ciclo final de
5min a 72°C.

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo da sequéncia do gene ron2(5482-
6240nt) de P. vivax

Fragmento Posicdo (nt)*  Oligonucleotideo  Sequéncia (5-3°)

1 6 2615855  PVRONZFL CAGAACGGTCAAGCCAAC
PVRON2-R1 CGATTTGGGTAGCAGCACAT
) 6 480.6040  PVRON2-F2 GCCTTCATCGAAATTGTAGACC
PVRON2-R2 CATGCAAGCTTGTGTGGAG
3 s aea.caog  PVRONZF3 GAAGGCCATGAAAAATGGAG
T PVRON2-R3 GGACAAAAATTTCCTCCACATG

*As posicdes dos oligonucleotideos sdo baseadas na sequéncia de ron2 de Plasmodium vivax,
cepa Sal-1 (PVX117880) disponivel no PlasmoDB.

3.6 Purificacéo dos Produtos de PCR

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit GeneJET Gel Extraction e DNA
Cleanup Micro Kit (Thermo Scientific), conforme as instrugdes do fabricante.

3.7 Sequenciamento Automatizado

Os fragmentos de PCR obtidos foram sequenciados por meio do sequenciamento das
duas fitas de DNA utilizando BigDye 3.1 Terminator Cycle Sequencing Kit (PerkinElmer, MA,
USA), em um volume final de 6pul, contendo 200-300ng de DNA, 5 pmol de oligonucleotideo
sense e/ou antisense, 4 ul de Big Dye Mix. As reagdes foram submetidas a 25 ciclos de: 10s a
96°C, 5s a 50°C e 4 min a 60°C. Apos a reagdo de Cycle Sequencing, as amostras foram
precipitadas com isopropanol 75%, lavadas com etanol 70%, ressuspendidas em formamida e
aplicadas em um sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, CA, USA) na
plataforma LACTAD, na UNICAMP.
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3.8 Andlise dos Eletroferogramas

Apos a obtencao dos eletroferogramas, cada um destes foi submetido a andlise de base-
calling pelo programa Phred (Ewing et al., 1998). Os arquivos contendo as sequéncias e suas
respectivas medidas de qualidade foram analisadas no programa pregap4 presente no Staden
Package (Staden et al., 2000). Foram construidos os clusters, alinhamentos de sequéncias com
alta similaridade, agrupadas e representadas por uma unica sequéncia consenso (também
representada pelo contig). A leitura dos eletroferogramas sob as condig¢des citadas acima gerou
um banco de dados, com arquivos ZTR, EXP (experiment files) e SCF (relativos aos
eletroferogramas) para a posterior interpretacdo dos resultados obtidos no sofiware gap4,
também constituinte do Staden Package. Ap6s a analise das sequéncias com o programa gap4,
através da ferramenta View > Find Internal Joins, é possivel verificar e corrigir possiveis erros
no alinhamento das sequéncias, fundindo dois clusters formados por sequéncias muito similares
(méximo de 10% de Mismatch). As sequéncias foram entdo editadas manualmente por
comparac¢do de complementaridade dos contigs. Parte das sequéncias foi montada utilizando o
programa CodonCode Aligner v. 6.0.2., que gerou uma sequéncia consensus a partir das 6
sequéncias originais de cada amostra.

Todas as sequéncias geradas através da edicdo manual no programa Staden Package e
CodonCode Aligner foram submetidas a analises de controle de qualidade. Esta andlise foi
realizada através da ferramenta BLAST que testa as sequéncias para possivel existéncia de

contaminagdes com um banco de dados publico no GenBank.

3.9 Alinhamento e identificacdo de polimorfismos

Os polimorfismos de base Unica (SNPs) foram identificados a partir do alinhamento das
sequéncias de MAEBL-M2 utilizando o programa ClustalX. Também foi utilizado o programa
CodonCode Aligner v. 6.0.2 e MEGAT.0 para a anélise dos polimorfismos.

As sequéncias do dominio M2 de MAEBL foram submetidas ao Genbank e estdo
depositadas sob 0s numeros de acesso: KX061004.1; KX061005.1; KX061006.1; KX061007.1;
KX061008.1; KX061009.1; KX061010.1; KX061011.1; KX061012.1. Estas sequéncias foram
alinhadas com 72 sequéncias depositadas no PlasmoDB, provenientes de isolados da Tailandia,
Peru, China, México, Coréia do Norte, Brasil e Coléombia (Tabela S1) e comparadas a sequéncia
de referéncia PvMAEBL Sal-1 (PVX092975).
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As 36 sequéncias de RON2(1828-2080aa) do Brasil estdo em processo de submisséo ao
Genbank. Estas foram alinhadas a 104 sequéncias de isolados Tailandia, Peru, China, México,
Coréia do Norte, Brasil e Colémbia (Tabela S2) e comparadas a sequéncia de referéncia Pv-
RON?2 Sal-1 (Acesso PlasmoDB: PV X117880).

3.10 Clonagem e Transformagéo de pvmaebl e pvron2

Foi realizada a otimizacdo dos codons referentes as sequéncias dos genes maebl-m2
(2.011-3.264nt) e ron2 (5482-6240nt). Os genes foram sintetizados pela empresa GenScript
(Nova Jersey-EUA), clonados em pGEX 4T-1 e foram adicionadas sequéncias referentes aos
sitios de restricdo para as enzimas BamHI-EcoRI e Notl na sequéncia de ron2 e BamHI e Notl
foram adicionados a sequéncia do dominio M2 de maebl, ambos foram sintetizados e foi enviado
4ug de cada plasmideo liofilizado.

Os plasmideos foram ressuspendidos em 20ul de &gua deionizada estéril. Estes foram
transformadas quatro cepas distintas de E.coli calcio-competentes, sendo estas Arctic Express
(DE3), BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3) PlysS e Rosetta-gami. Para isso, foi utilizado 0,5uL de
plasmideo contendo cada um dos genes de interesse e a transformacéo foi realizada por choque
térmico. Foi adicionado 0,5uL da ligacdo em uma aliquota de 50uL da bactéria. O tubo foi
mantido no gelo por 30min. Para a realizacdo do choque térmico, o tubo foi transferido
rapidamente para o banho-maria, a 42°C, onde permaneceu por 1min. Apos esse tempo, foi
novamente transferido, rapidamente, para o gelo, onde permaneceu por 2min. ApoOs esses
procedimentos, foi adicionado 1ml de LB aquecido a 37°C a cada tubo e incubado por 1h a 37°C.
Ap0s o periodo de incubacdo, os tubos foram centrifugados a 3000xg por 5min e foram semeados
100uL do cultivo de bactérias em uma placa de LB solido acrescido dos antibidticos necessarios

para cada cepa.

3.11 Expressao das proteinas recombinantes

3.11.1 Teste de expressao em sistemas de expressao heterologos bacterianos

Inicialmente foi realizado um teste de expressdo para as proteinas recombinantes
MAEBL-M2 e RON2 utilizando-se diferentes cepas de E. coli (Arctic Express (DE3), BL21
(DEJ) Star, BL21 (DE3) PlysS e Rosetta-gami). Para isso, foram feitos pré-inoculos de 2ml



47

incubados a 37°C overnight. No dia seguinte, foram feitos indculos de 20ml a partir de cada pré-
indculo. Cada gene foi expresso em quatro cepas diferentes e foram testadas 3 temperaturas de
inducdo diferentes para cada uma das cepas durante 4h, exceto para Arctic Express (DE3) que
foi testada apenas com a temperatura de 12°C com inducdo overnight, segundo o manual do
fabricante. Para cada temperatura, o cultivo foi induzido a uma D.O. especifica (Tabela 7). Todas
foram induzidas com 1mM de IPTG. Apos o tempo de indugdo, cada cultivo foi centrifugado por
10min a 6.000xg. O sobrenadante foi descartado e o pellet de bactéria foi congelado a -20°C. No
dia seguinte, o pellet foi ressuspendido utilizando 5ml de Tampdo de Lise acrescido de coquetel
inibidor de protease 1x (inibidor de serina, cisteina, metaloproteases, calpainas) e incubado por
30min no gelo. Apos este tempo, as células foram lisadas por sonicacao (2 pulsos de 15seg cada
com intervalos de 30seg entre eles). O lisado foi centrifugado por 30min a 10000 x g e 0
sobrenadante (fracdo soluvel) foi coletado e o pellet (fracdo insoltvel) foi ressuspendido em
solucgéo de lise. Estas duas fragdes foram submetidas a uma corrida em gel de SDS-PAGE em
dois géis de poliacrilamida. Um deles foi corado com Coomassie blue e outro foi transferido para
uma membrana de nitrocelulose. Foi realizado um Western blotting (WB) para confirmacao da

expressao das proteinas desejadas.

Tabela 7. Condigdes testadas na expressao de proteinas recombinantes.

D.O Temperatura de indugéo Tempo de indu¢do Cepa
0,7-0,8 25°C 4 horas BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3) PlysS e
Rosetta-Gami
0,8-0,9 30°C 4 horas BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3) PlysS e
Rosetta-Gami
0,9-1 37°C 4 horas BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3) PlysS e
Rosetta-Gami
0,6 12°C overnight Arctic Express (DE3)

3.11.2 Western Blot para confirmacéo da expressado das proteinas recombinantes

As proteinas expressas foram aplicadas em um gel SDS PAGE. Foi adicionado Tampé&o
de amostra 1X a cada 5ul da fragdo insoltvel e 15ul da porgéo soluvel, todas as proteinas foram
colocadas durante 5min no banho seco a 95°C e por fim aplicadas no gel. As proteinas foram
submetidas a uma poténcia 30 watts por 50min. Foi realizada a transferéncia para uma

membrana de nitrocelulose em cuba de transferéncia Semi-Dry por 45min a 20v.
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Apos a transferéncia, a membrana foi corada com PONCEAU S (2mg/ml de Ponceau e
1% de &cido acético). Para isso, a membrana foi submersa no PONCEAU S por 1min e,
posteriormente, lavada com agua destilada. Em seguida, a membrana foi incubada em uma
solucdo de leite em pd desnatado diluido em PBS-T na concentracdo de 5% para realizar o
bloqueio, durante 1h. Apds o tempo de incubacdo foram realizadas 2 lavagens com PBS-T entéo
foi adicionado o anticorpo primario anti-GST diluido em uma solucéo de leite em p6 1% em
uma diluicdo de 1:2000. Apds 1h de incubacdo a TA sob agitacdo, a membrana foi lavada
novamente 3 vezes e incubada com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado a fosfatase
em uma dilui¢do de 1:10000 por 1h a TA sob agita¢cdo. A membrana foi lavada novamente 3
vezes e foi adicionada uma solugdo de revelacdo constituida por 5ml de AP buffer (100mM
Tris-Cl pH 9.5; 5mM MgCI2; 100mM NaCl; 33ul de NBT, 16,5ul de BCIP). Apds alguns

minutos no escuro a reacdo foi parada com agua destilada.

3.11.3 Expressdo de RON2 em E.coli STAR BL21 (DE3)

A partir de uma unica col6nia de bactéria E.coli STAR BL21 (DE3) competente
transformada com o plasmideo pGEX contendo o gene Pvron2, foi feito um pré-inéculo de 50ml
contendo LB liquido acrescido de Ampicilina (100ug/ml) incubado overnight a 37°C sob
agitacdo de 2000 rpm. No dia seguinte foi feito um indculo de 3L contendo LB e ampicilina. Foi
incubado a 37°C até atingir a densidade optica (D.O) de 0,6 a 600nm de comprimento de onda.
Quando atingiu este valor, o cultivo foi induzido utilizando IPTG 0,8mM, durante 4h a 37°C sob
agitacdo de 200rpm. Apds o periodo de inducéo, o cultivo foi centrifugado por 10min a 6.000xg
a4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de bactéria foi congelado a -20°C. No dia seguinte,
0 pellet foi ressuspenso utilizando 25ml de tampé&o de lise (10 mM Tris HCI pH 8.0, 150 mM
Nacl, 1 mM EDTA) acrescido de coquetel inibidor de protease 1X e incubado por 30min no gelo.
Apbs este tempo, as células foram lisadas no microfluidificador. O lisado foi centrifugado por
30min a 10.000xg e o sobrenadante (fracdo soltvel) foi separado do pellet (fracdo insoltvel) que
foi ressuspendido em solucéo de lise. Estas duas fracBes foram submetidas a uma corrida em gel
de SDS-PAGE e quando confirmada a presenca da banda respectiva a proteina (56kDa) por WB
utilizando anticorpo primario anti-GST e também utilizando plasmas de individuos infectados e
ndo-infectados por malaria e anticorpo secundario anti-mouse 1gG e anti-humano 1gG conjugado

a peroxidase (1:5000). A revelacdo foi realizada utilizando o Kit SuperSignal West Pico
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Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), segundo instru¢fes do fabricante. O lisado
soluvel foi purificado.

3.11.4 Expressdo de MAEBL-M2 em E.coli Arctic Express (DE3)

A partir de uma Unica coldnia de E.coli Arctic Express (DE3) competente transformada
com o plasmideo pGEX contendo maebl-m2, foi feito um pre-indculo de 50ml contendo LB
liquido acrescido de Ampicilina (100ug/ml) e Gentamicina (34pg/mL) incubado overnight a
37°C sob agitacdo de 2000 RPM. No dia seguinte, foi realizado o in6culo principal de 3L
contendo LB e ampicilina. O restante do procedimento de expressdo, lise e confirmacdo da

expressao foi realizado conforme descrito no tépico acima.

3.11.5 Purificagdo da proteina recombinante

Para a purificacdo das proteinas expressas foi utilizado o método de purificacdo por
afinidade por GST utilizando Glutatione Sepharose 4B. Um volume de 1,5ml da resina foi
utilizada para purificar os 25ml do lisado. A resina foi lavada 3 vezes com PBS 1X. O lisado foi
adicionado e incubado por 1h a 4°C sob agitacdo. Quatro lavagens com PBS 1X foram realizadas
e posteriormente foi adicionado 0,5v de tampao de elui¢do (50mM Tris-HCI; 10mM de glutationa
reduzida pH 8,0) a resina ligada a proteina e incubada por 15min. A solu¢do contendo a resina e
o tampdo de eluicdo foi centrifugada a 500xg por 5min e o sobrenadante foi coletado. O mesmo
procedimento de eluicdo foi repetido mais 3 vezes. Ap06s expressao e purificacdo, cada proteina
foi concentrada e dialisada em PBS utilizando-se filtros Amicon Ultra-15 (Merck Millipore).

Foi realizada uma corrida em gel de poliacrilamida com cada uma das eluicdes da
purificacdo a 30mA durante 60min. Um gel foi corado com Coomassie-blue e outro gel foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose submetido a 20v por 1h. Foi realizado um WB
para reconhecimento das bandas das proteinas expressas utilizando anticorpo anti-GST e

revelado por quimioluminescéncia.
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3.11.6 Western blot

Apos ser feita a purificacdo das proteinas, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida e posteriormente um WB conforme descrito no item 3.10.1 para ambas as
proteinas. Além do WB utilizando anti-GST, para a proteina MAEBL-M2, foi realizado um
segundo WB utilizando anticorpo primario anti-maebl de P. yoelii produzido em camundongo

e também utilizando plasmas de individuos infectados e ndo-infectados por maléria.

3.11.7 Tratamento com Uréia e MgCI2

Apos a purificacdo da proteina MAEBL-M2 foram visualizadas duas bandas, uma de
~70kda, referente ao dominio M2 e outra banda de ~60kda, possivelmente, correspondente a
chaperonina Cpn60, que é uma chaperonina de Oleispira antarthica co-expressada pela bactéria
ARCTIC. A fim de retirar esta chaperona associada, foram realizados dois protocolos utilizando
ATP e MgCl e um utilizando diferentes concentragdes de ureia.

No primeiro experimento, foi realizada a expressdo e purificacdo da proteina. A este
produto purificado foi adicionado 2,5Mm de MgCl2 e 2mM de ATP e entdo incubado overnight
a 12°C. No dia seguinte foi feita uma nova purificacdo seguida de uma corrida em gel de
poliacrilamida. O segundo experimento foi realizado utilizando ATP+MgCl> de duas formas.
A segunda baseou-se em expressar a proteina, seguindo o protocolo previamente citado. No
momento da inducdo, foram adicionados 2,5mM de MgCl, ao meio. A expressao ocorreu
overnight a 12°C. No dia seguinte, foram realizados todos os passos até a purificacdo da proteina
e corrida em gel de poliacrilamida para visualizar a eficacia do tratamento.

Para o tratamento com ureia, foram realizadas lavagens durante o processo de
purificacdo com ureia em trés concentracdes diferentes (0,5M, 1M e 2M) e posteriormente foi
realizada a eluicdo e eletroforese em gel de poliacrilamida para verificar a eficiéncia do

tratamento.

3.12 Sequenciamento por espectrometria de massas

Apos a realizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida, a banda de ~60kDa foi
cortada do gel e enviada para analise por espectrometria de massas no Laboratério de

Neuroprotedmica (LNP) da UNICAMP a fim de sequenciar e identificar a proteina. As amostras
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foram processadas no espectrometro de massas Waters SYNAPT G2-Si HDMS com
nanoACQUITY UPLC.

3.13 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para deteccdo de anticorpos contra os
antigenos MAEBL-M2 e RON2

Este ensaio foi realizado a fim de detectar anticorpos naturalmente adquiridos contra o0s
antigenos MAEBL-M2 e RON2 recombinantes em individuos infectados com P. vivax. Um total
de 90 amostras de plasma de individuos sintomaticos, coletadas em Manaus foram utilizadas.

Essencialmente, microplacas foram sensibilizadas com cada uma das proteinas
recombinantes em uma concentracdo de 5ug/mL diluida em tampdo Carbonato-Bicarbonato
0,05M e incubadas overnight a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e bloqueadas
com uma solucéo de leite em p6 desnatado 5% diluido em PBS-T. Apos lavagem com PBS-T,
foram incubadas com os plasmas humanos em diluigdes 1:100 e 1:200. Apo6s incubacdo por 1 h
a TA, anticorpos nédo aderidos foram retirados por lavagens com PBS-T. Anticorpos aderidos
foram detectados por aplicacdo de um anticorpo anti-lgG humano ou anti-lgM humano
conjugado a peroxidase. Apos as lavagens, foi adicionado a solu¢éo citrato-fostato acrescida de
OPD/H202. A leitura da densidade otica (D.O.) foi realizada a 490 nm. O experimento foi
realizado em duplicata para cada uma das dilui¢des, utilizando anticorpo anti-1gG e anti-IgM. O
mesmo foi realizado utilizando a proteina GST. O valor das absorbancias encontrado para a
proteina GST foi subtraido dos valores encontrados para as proteinas MAEBL-M2 e RON2.
Além disso, foram utilizadas 21 amostras de plasmas de individuos nao infectados como controle
negativo. Os valores do cut off foram determinados pela média de reconhecimento dos plasmas
negativos (individuos nunca expostos a malaria) somado de trés desvios padrdo. O indice de
reatividade (IR) foi dado pela D.O. da amostra dividida pelo valor do cut off.

As sequéncias proteicas de cada uma das proteinas foram avaliadas quanto a sua

imunogenicidade  utilizando o  programa  VaxiJen  v.2.0  (http://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html). Este preditor realiza uma classificagdo do

antigeno baseada nas suas propriedades fisico-quimicas.


http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
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3.14 Ensaios de ligacéo in vitro

Para testar a capacidade adesiva de cada proteina, 50ug de cada proteina expressa foi
adicionada a solugdo de RPMI acrescido de 2% SFB e 2% de hematocrito, utilizando sangue A+.
Foram feitas duplicatas de cada proteina (MAEBL-M2, RON2 e GST), além de duplicatas do
controle sem proteinas (sem proteina e sem anticorpos), um controle usando apenas o anticorpo
primario e outro controle usando apenas o anticorpo secundario. Foram incubadas por 1h sob
agitacdo a temperatura ambiente. Foi adicionado, ap6s 3 lavagens, o anticorpo anti-GST (dilui¢do
1:100) produzido em coelho e incubado por 40min. A ligagcdo da proteina recombinante ao
eritrocito foi detectada com anticorpo secundario anti-coelho (diluicdo 1:100) comercial,
conjugado Alexa488 (Molecular Probes). Os eritrécitos foram lavados com PBS 1X,
ressuspendido em PBS 1X e 100.000 eventos foram analisados em citbmetro de fluxo BD
FACSCAria. Os resultados de citometria foram analisados utilizando o software FlowJo®.

3.15 Analise estatistica
A analise estatistica deste trabalho foi efetuada com o auxilio do software Prism™ versio

5.0 (Graphpad,USA). Os testes realizados para cada dado sdo apresentados juntos aos resultados.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4—- RESULTADOS

4.1 Amplificacao das sequéncias maebl e ron2 de isolados de P. vivax

4.1.1 Amplificacéo do gene Pvmaebl (2.011-3.264nt)

As sequéncias gendmicas de Plasmodium sp. sdo conhecidas por sua alta porcentagem
de nucleotideos Adenina e Timina em seu genoma. Essa caracteristica dificulta as reacfes de
amplificagdo por PCR. Neste trabalho, diversas tentativas visando a amplificagdo da sequéncia
referente ao dominio m2 de maebl foram realizadas.

Inicialmente foi testado o protocolo descrito por (Michon et al., 2002) seguido de um
teste de gradiente de temperaturas de anelamento. N&o foi possivel obter o produto desejado a
partir desta amplificagdo. Portanto, outras tentativas foram realizadas a fim de obter o
fragmento. Foram realizados trés testes utilizando: primers degenerados, Nested-PCR e, por
ualtimo, primers que amplificavam o gene em trés regides que se sobrepunham, variando as
temperaturas de anelamento e utilizando as enzimas Platinum Tag DNA polimerasee Phusion
DNA Polymerases. Os ultimos 6ligos desenhados foram os Unicos eficientes na amplificacéo,
quando utilizados com a enzima Phusion DNA Polymerases (Thermo Fisher Scientific) que é
utilizada para sequéncias de dificil amplificacdo, tendo como caracteristicas alta precisao e
velocidade, além de ser tolerante a inibidores da PCR. Mesmo com essa otimizacdo do
protocolo, as trés amplificacGes necessarias para obter a sequéncia desejada foram obtidas em
poucas amostras.

O dominio M2 de Pvmaebl completo foi amplificado a partir do DNA gendmico de 10
amostras provenientes de pacientes infectados com malaria vivax sintomatica. A Figura 9
mostra o resultado de uma eletroforese em gel de agarose 1% corado com Sybr Safe, no qual
foi possivel amplificar um produto de 1254pb, correspondente a sequéncia do dominio m2 do

gene Pvmaebl. Apds a amplificacdo estes produtos de PCR foram purificados e sequenciados.
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Figura 9. Amplificagbes de Pvmaebl (2.011-3.264nt). Isolados provenientes de
Acrelandia: 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 (Isolados 39A, 11A, 46A, 28A, 17A, 20A, 24A, 25A)
e Manaus: 9 e 10 (Isolados 15-22, 12-16) e 11 (controle negativo). Marcador
GeneRuler™ kb DNA Ladder.

4.2.1 Predicéo da antigenicidade de RON2

A escolha da regido do gene Pvron2 (PVX_117880) a ser estudada foi baseada nos
resultados de predicdo de antigenicidade, obtidos a partir da analise da sequéncia de
aminoéacidos atraves do programa IEDB Analysis Resource.

A partir da analise de sitios antigénicos determinados experimentalmente em proteinas,
foi observado que os residuos hidrofobicos cisteina, leucina e valina, se estiverem na superficie
da proteina, sdo mais suscetiveis a fazerem parte destes sitios antigénicos. O método de
Kolaskar e Tongaonkar utiliza propriedades fisico-quimicas dos residuos de aminoacidos e as
suas frequéncias de ocorréncia em epitopos conhecidos para prever determinantes antigénicos
em proteinas (Kolaskar and Tongaonkar, 1990).

Foram escolhidos os trechos da sequéncia que apresentaram os melhores resultados
segundo este método. Observa-se na Figura 10A o resultado da analise referente a sequéncia
completa da proteina RON2 que contém 2.203 residuos de aminoacidos. A regido predita que
mostrou ser mais antigénica esta localizada no centro em direcdo ao C-terminal da proteina
RONZ2, onde os maiores valores para antigenicidade foram encontrados.

Diante deste resultado, foi visto que parte da regido que participa da formacdo do
complexo AMA1-RON?2 esta localizada nesta regido. Baseado neste resultado, foi escolhida a
sequéncia contendo 759pb (5481-6240nt), que além de ser uma regido que participa
parcialmente da formagdo do complexo AMA1-RON2 também obteve os melhores resultados

de scores na predi¢do de determinantes antigénicos, demonstrado na Figura 10B.
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Figura 10. Predicao dos determinante antigénicos da proteina RON2. (A) Resultado gréafico
da predicdo da antigenicidade da proteina RON2 utilizando-se o método Kolaskar &
Tongaonkar (B). Resultado grafico da predicdo da antigenicidade gerado para a regido
escolhida, entre os aminoacidos 1828-2080aa.

4.2.2 Amplificacdo do gene Pvron2 (5481-6240nt)

O fragmento correspondente a sequéncia entre os nucleotideos 5481 e 6240 do gene Pvron2
foi amplificado e sequenciado em 36 amostras de isolados brasileiros provenientes de Manaus,
Mancio Lima e Acrelandia. Na Figura 11 pode ser observado o produto da amplificacdo de
Pvron2, onde o fragmento de 759pb pode ser visualizado. Nesta imagem é apresentada a
amplificacdo de Pvron2 paraisolados provenientes de Acrelandia (1,4,5 3 9), Méancio Lima (2,6
e 7) e Manaus (3,8 e 10).

Figura 11. Amplificagdo de Pvron2 (5481-6240nt). A imagem mostra o produto de
PCR submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1%, corado com SybrSafe, onde
é possivel observar um produto de 759pb referente a um fragmento de Pvron2. Isolados
provenientes de Acrelandia: 1, 4, 5, 9 (Isolados 32A, 04A, 829A, 11A); Mancio Lima:
2, 6, 7 (Isolados 12, 10, 13) e Manaus: 3, 8, 10 (Isolados 12-48, 13-60, 13-04) e 11
(controle negativo). Marcador GeneRuler™ 1kb DNA Ladder.



4.3 Anédlise das sequéncias

4.3.1 Andlise das sequéncias correspondentes ao dominio M2 de MAEBL de
isolados de P. vivax

A partir da analise correspondente ao gene Pvmaebl (2.011-3.264nt) de 10
isolados brasileiros foi identificado apenas uma mutagao sindnima e uma néo-sindénima
(isolado PvBA_02A) (Figura 12).

A sequéncia correspondente ao dominio m2 de Pvmaebl também foi analisada
globalmente. As sequéncias brasileiras obtidas neste estudo foram analisadas em
conjunto com outras 72 sequéncias publicas, disponiveis no PlasmoDB. Estas
sequéncias publicas sdo provenientes de isolados da Tailandia, Peru, China, México,
india, Coldmbia, Mauritania, Coréia do Norte e Brasil. A partir desta anélise, foram
identificados 9 sitios polimorficos, sendo 7 muta¢Ges ndo-sindnimas, usando como
referéncia de comparacéo a cepa Sal-1 (PVX_092975).

A partir da anélise da sequéncia proteica de MAEBL-M2 (594-1011aa), foram
identificadas 3 mutagdes Unicas (singletons) e 4 que se repetem em mais de um isolado.
Cabe salientar que na posi¢do 270aa foi visto 0 mesmo polimorfismo em sequéncias da
Tailandia, Mauritania, Coréia do Norte, China e México e na posi¢ao 388aa visualizou-
se a presenca de Isoleucina em detrimento de Serina em pelo menos um isolado de cada
pais, com exce¢ao da Coréia do Norte. A Figura 13 traz sequéncias representativas de
uma amostra de cada local evidenciando os polimorfismos.

As sequéncias foram analisadas no programa IEDB Analysis Resource para
predicdo de epitopos lineares de células B. Foi visto que dos 9 sitios polimérficos, 7 se

encontram em regides preditas como epitopos lineares.
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Sall NF GEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAQGSCPNYGKATIVETL NE P TSCF STPFSHKEWDPQSRSIKYYGLYG
PvBA_20R NPQ HKFNERFDIPRHHIFIBHKKEGKLEEENFKVDILSNKTRETH( SLLVDSYNDIEPNHS\'PERH('GSEPNVEKRII\'ETLEDKRRDHHFNFL FLHETHTGYNGKRNGRSIELP TSCF STPFSHKEWDPQSRSIKYYGLYG
PvBHL_6 GEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAOGSCPNYGKALIVE TLEDKRRDHHFNFQFLNEIHTGYHGKRNGRSIELP TSCI IKYYGLYG
PvBA_32R GEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAOGSCPNYGKALIVETLEDKRRDHHFNFQFLNEIHTGYHGKRNGRSIELP TSCP YYGLYG
PvBA_9A GEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAQGSCPNYGKALIVE TLEDKRRDHHFNFQFLNEIHTGYHGKRNGRSIELP TSCP YYGLYG
PvBH_1203 GEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAOGSCPNYGKALIVETLEDKRRDHHFNFQFLNEIHTGYHGKRHGRSIELP TSCP YYGLYG
PvBH_1524 NF GEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAOGSCPNYGKALIVE TLEDKRRDHHFNFQFLNEIHTGYHGKRHGRSIELL TSCP ISRSIKYYGLYG
PvBH_1530 NPQ ﬂKFNERFI]IPRH FIDHKKEGKLGEGNFKYDILSNKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAQGSCPNYGKAIIVETLEDKRRDHHFNFQFLNEIHTGYHGKRNGRSIEL FEKHI][IVNVHHCKSSVFST SHKEMDP"SRSIK\’VELYG
PvBHL_12 HPQAKFHERFDIPRNHIFIDHKKEGKLGEGNFKYDILSHKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAOGSCPNYGKALIVETLEDKRRDHHFNFQ FLNEIHTI‘:VNGKRHERSIELP\’I]KSEIF!HHHGVPTSCP\'NTHEEHLFEKH[II]VNVHHCKSSVFSTPFSHKEMI]P"SRSIK\’VGL\’E
PvBHL_5 HNPOAKFHERFDIPRNHIFIDHKKEGKLGEGNFKYDILSNKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAQGSCPNYGKATIVETLEDKRRDHHFNFOFLNETHTGYHGKRNGRSIELPYDKSGIANHHGYPTSCPYNTHEEHLFEKHDDYNYHHCKSSYFSTPFSHKEHDPOSRSIKYYGLYG
PvBA_02A NPQAKFHERFDIPRNHIFIDHKKEGKLGEGNFKYDILSNKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAOGSCPNYGKALIVETLEDKRRDMHFNFQFLNEIHTGYHGKRNGRSIELPYDKSGIAHHHGYPTSCPYNTHEEHLFEKHDDYNYHHCKSSYFSTPFSHKEHDPQSRSIKYYGLYG
Consensus  NPQAKFHERFDIPRNHIFIDHKKEGKLGEGNFKYDILSNKTAGTAQSLLYDSYNDICPNHSYPGRAQGSCPNYGKATIVETLEDKRRDHHFNFQFLNETHTGYHGKRNGRSIELPYDKSGIAHHHGYPTSCPYNTHEEHLFEKHDDYNYHHCKSSYFSTPFSHKEHDPQSRSIKYYGLYG
181 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
S LGGRLGSHISHYGTYGQTIKRGEKRTSNITLPHKNPGYIKHLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCOKLRKTSDSKDHTYVTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBA_20A LGGRLGSHISHYGTYGATIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKNKCFRHLPAYYNHATNECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCAKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBHL_6 LGGRLGSHISHYGTYGQTIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKHLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCOKLRKTSDSKDHTYVTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBA_32A LGGRLGSHISHYGTYGATIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKNKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCAKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBA_SA LGGRLGSHISHYGTYGOTIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKHLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCOKLRKTSDSKDHTYVTSFIRPDYEEKCPPRFPLHSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNFIGALNFDACLEYLFRTSP
PvBH_1209 LGGRLGSHISHYGTYGOTIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKNKCFRNLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDHCRKEKTDLSKPHCAKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBH_1524 LGGRLGSHISHYGTYGOTIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKNKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDHCRKEKTDLSKPHCAKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALNFDACLEYLFRTSP
'vBH_1530 LGGRLGSHISHYGTYGATIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRNLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDHCRKEKTDLSKPHCAKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKHF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBHL_12 LGGRLGSHISHYGTYGATIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDHCRKEKTDLSKPHCQKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKHF IGALNFDACLEYLFRTSP
PvBHL_5 LGGRLGSHISHYGTYGQTIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKHLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCOKLRKTSDSKDHTYVTSFIRPDYEEKCPPRFPLHSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNF IGALHFDACLEYLFRTSP
PvBA_02A LGGRLGSHISHYGTYGATIKRGEKRTSHITLPHKNPGYIKNLFDCSIFSYCLGPCIENTYKHKCFRNLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDHCRKEKTDLSKPHCQKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKHF IGALNFDACLEYLFRTSP
LGGRL YGAQT. TLPHKNPGYIKHLFDCSIFSYCLGPCIENTYKNKCFRHLPAYYNHATHECYILGTHEQERTDNCRKEKTDLSKPHCOKLRKTSDSKDHTYYTSFIRPDYEEKCPPRFPLNSKSFGIYDERTGKCRSLYKKKNFIGRLNFDACLEYLFRTSP
361 370 380 390 400 410 418
S KDF 'NGECYYYRRKPTCYIHKEDHFSFTSLTTH
PvBA_20R KDF YYYRRKPTCY. TSLTTH
PvBHL_6 KDF YYYRRKPTCY. TSLTTH
PvBA_32A KDF YYVRRKPTCY. TSLTTH
PvBA_SA KDF YYVRRKPTCY. TSLTTH
PvBH_1209 KDF YYVRRKPTCY. TSLTTH
PvBH_1524 KDF YYVRRKPTCY. TSLTTH
PvBH_1530 KDF SYNKDNHF SYNGECYYYRRKPTCYIHKEDHFSFTSLTTH
PvBHL_12 KDF NGECYYYRRKPTC SFTSLTTH
PvBHL_5 KDF NGECYYYRRKPTC SFTSLTTH
PvBA_02A  KDF IWYNGECYYVRRKPTC SFTSLTTH
C KDF NGECYYVRRKPTCYIHKEDHFSFTSLTTH

Figura
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12. Alinhamento das sequéncias de MAEBL-M2 (594-1011aa) de isolados
brasileiros de P. vivax. Sequéncias proteicas do dominio M2 de isolados brasileiros
provenientes dos municipios de Manaus (PvBM 1524,
(PvBML_12, 5, 6), Acrelandia (PvBA_20A, 32A, 02A), comparados com a sequéncia de
P. vivax (Sal-1). O alinhamento foi realizado a partir do software Clustal Multialign Interface
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Figura 13. Alinhamento das sequéncias de MAEBL-M2 (594-1011aa) de isolados de P.
vivax. Sequéncias proteicas do dominio M2 de isolados provenientes da Colémbia, Peru, Brasil,
India, Mauritania, China, México, Tailandia e Coréia do Norte, comparados com a sequéncia
de P. vivax (Sal-1). O alinhamento foi realizado a partir do software Clustal Multialign Interface
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4.3.2 Alinhamento das sequéncias de RON2 de isolados de P. vivax

A anélise dos 759pb correspondentes ao fragmento génico de Pvron2 proveniente dos
isolados brasileiros mostrou que houve apenas uma regido varidvel, na sequéncia de
nucleotideos, entre as 36 sequéncias analisadas. Quando estas foram alinhadas a outras 104
sequéncias de outros paises, foram identificados apenas 2 sitios polimdrfico de mutagédo
sinbnima, portanto, as sequéncias ndo sofreram alteragdes. O alinhamento das sequéncias

proteicas representativas de cada um destes locais pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14. Alinhamento das sequéncias de RON2 de isolados de P. vivax. Sequéncias de
aminoéacidos da proteina RON2 de isolados provenientes do Brasil, China, Tailandia, Peru,
Mauritania, Coréia do Norte, india e Coldmbia, comparadas & sequéncia de P. vivax Sal-1
(PVX_117880). O alinhamento foi realizado a partir do software Clustal Multialign Interface
Page.

4.4 Padronizacdo da expressao das proteinas recombinantes

A partir da padronizacdo da expressdo das proteinas recombinantes em sistema
heter6logo bacteriano, onde foram avaliados pardmetros como cepas bacterianas e temperaturas
de inducéo, foram selecionados os protocolos que tiveram o maior rendimento na expresséo de
proteinas sollveis (Tabela 8).

A Figura 15 mostra os géis com as proteinas expressas nao purificadas e submetidas a
eletroforese SDS-PAGE, corados com Coomassie blue e o resultado obtido apés realizagcdo do
WB utilizando anticorpo anti-GST. Os resultados séo referentes as condi¢des que mostraram
melhores resultados, sdo elas: temperaturas de inducdo a 30°C e 37°C utilizando as cepas
bacterianas E.coli STAR, pLysS e a 12°C em ARCTIC Express, para ambas as proteinas
expressas (MAEBL-M2 e RON2).
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E possivel visualizar que a proteina MAEBL-M2 foi expressa em maior quantidade na
cepa de E.coli ARCTIC, representada nas Figuras 15 A-3 e B-3 enquanto a proteina RON2 néo
teve um nivel de expressdo elevado, quando comparado a proteina MAEBL-M2, porém foi
expressa tanto em E.coli STAR quanto em E. coli pLysS em proporc¢des semelhantes (Figura
15 D-5 e F-2).
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~66kDa

~45kDa
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|

~66kDa
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Figura 15. Otimizacdo da expressdo das proteinas recombinantes MAEBL-M2 e RON2,
As fracBes insollveis das proteinas expressas utilizando as cepas de E.coli Arctic, STAR e
pLysS foram submetidas a uma corrida eletroforética em gel SDS-PAGE 12% e,
posteriormente, corado com Coomassie blue (A, C e E) e o realizado western blot (B,D e F). A
figuras A e B representam (1) MAEBL-M2 expressa em STAR induzida a 30°C; (2) RON2
expressa em STAR induzida a 30°C; (3) MAEBL-M2 expressa em Arctic Express induzida a
12°C, (4) RON2 expressa em Arctic Express induzida a 12°C; (5) RON2 expressa em Arctic
Express ndo induzida; (6) RON2 expressa em STAR néo induzida. C e D (1 e 2) MAEBL-M2
expressa em STAR induzidaa 37°C; (3) MAEBL-M2 expressa em STAR néo induzida (4 e 5)
RON expressa em STAR induzida a 37°C. E e F (1) MAEBL expressa em pLysS e induzida a
37°C; (2) RON2 expressa em pLysS induzida a 37°C; (3) MAEBL expressa em pLysS ndo
induzida; (4) MAEBL expressa em pLysS induzida a 30°C; (5) RON2 expressa em pLysS
induzida a 30°C. As provaveis bandas referentes a cada proteina estdo indicadas por setas.
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Tabela 8. Condigdes otimizadas para a expressao das proteinas MAEBL-M2 e RON2.

Proteina Cepa Concentragdo Temperatura DO 600 Tempo de
de IPTG de inducéo inducdo
MAEBL-M?2 ARCTIC Express 0,8mM 12°C 0,6 Overnight (16h)
RON?2 (1828-2080aa) BL21 STAR 0,8mM 37°C 0,6 4 horas

4.5 Expressao das proteinas recombinantes

4.5.1 Expressao da proteina PvMAEBL-M2 em ARCTIC Express

A proteina MAEBL-M2 foi expressa na cepa bacteriana que obteve maior rendimento
na expressao de proteina soltvel (ARCTIC Express) e posteriormente purificada e submetida a
eletroforese SDS-PAGE e WB. Na Figura 16A € visto a banda de ~74kDa referente ao dominio
M2 da proteina MAEBL. E possivel ver também uma proteina de ~59kDa referente a
chaperonina Cpn60 que é co-expressada pela bactéria e uma pequena quantidade da GST com
~26kDa.

A Figura 16B mostra o resultado do WB realizado utilizando anticorpo anti-MAEBL de
P. yoelii. O anticorpo reagiu fortemente & banda da proteina e mostrou um reconhecimento
baixo da banda referente a chaperona Cpn60, indicando uma possivel ligacdo entre ambas as
proteinas. Quando realizado o WB utilizando anticorpo anti-GST a banda correspondente a
MAEBL-M2 foi fortemente reconhecida, porém, pode ser visto o reconhecimento da proteina
degradada, ou possiveis formas truncadas da proteina abaixo bem como a GST, além de um
fraco reconhecimento da Cpn60 (Figura 16C). A Figura 16D mostra o0 reconhecimento da

proteina pelos anticorpos naturalmente adquiridos de um individuo que teve malaria.
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Figura 16. Andlise de gel SDS-PAGE sob condicGes desnaturantes da proteina
recombinante PvM2-MAEBL (594-1.011aa) apés a purificacdo. A. Gel apds coloracdo
utilizando Coomassie blue. (1) Marcador molecular Spectra Multicolor High RangeProtein
Ladder (Thermo Scientific) (2) Proteina MAEBL-MZ2, contendo banda de ~74kDa,
comprovando a obten¢do do recombinante PvMAEBL-M2 e banda de ~26kDa do tag de GST.
B. WB utilizando anticorpo anti-MAEBL C. WB utilizando anticorpo anti-GST D. WB
utilizando plasma de paciente imune

4.5.2 Expressao da proteina RON2 em E.coli STAR

A partir da expressao da proteina PvRON2 realizada pela bactéria da cepa E.coli STAR
foi visualizada uma banda de ~56kDa referente a proteina de interesse. A Figura 17A mostra a
banda referente a proteina. Nota-se uma banda Unica purificada, além da proteina GST na altura
de ~26kDa. A Figura 17B mostra o resultado referente ao WB realizado utilizando plasma de
um individuo que ndo foi exposto a malaria (controle negativo) e plasma de um individuo com
maléria (controle positivo). Nota-se que houve reconhecimento da proteina pelos anticorpos
naturalmente adquiridos (Figura 17B-3). A terceira imagem mostra a proteina sendo
reconhecida pelo anticorpo anti-GST (Figura 17C).
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Figura 17. Analise de gel SDS-PAGE sob condic¢Bes desnaturantes do recombinante
PVRONZ2(1828-2080aa) expresso e purificado e Western blot. A. Gel SDS-PAGE corado por
Coomassie blue. (1) Marcador molecular Spectra Multicolor High RangeProtein Ladder
(Thermo Scientific) (2) Proteina mostrando banda de ~56kDa comprovando a obtengdo do
recombinante PvRON2 e banda de ~26kDa do tag de GST. B. (1) WB utilizando plasmas de
pacientes como anticorpo primario (2) plasma de individuo negativo para malaria C. WB
utilizando anticorpo anti-GST como anticorpo primario.

4.6 Ensaio de ligagéo in vitro

A capacidade de adesdo ao eritrécito das proteinas PvMAEBL-M2 e PvVRON2
recombinantes foram avaliadas atraveés de citometria de fluxo. Entretanto, ndo foi observada
diferenca estatistica significativa na ligacdo aos eritrocitos entre as duas proteinas e a proteina
GST (Figura 18).

A proteina PvDBP, utilizada como controle positivo neste ensaio, apresentou
capacidade de adesdo similar as demais proteinas. Este resultado difere do esperado, ja que
DBP é uma proteina reconhecidamente adesiva de P. vivax. Entretanto, como todas as proteinas
utilizadas neste ensaio foram expressas em bactérias € compreensivel que isso tenha interferido
na capacidade de adesdo das mesmas.

Dessa forma, este resultado € inconclusivo, necessitando ser repetido o experimento
utilizando um controle positivo eficiente, para que seja possivel comparar sua capacidade de

ligagdo com as proteinas recombinantes.
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Figura 18. Resultados do ensaio de ligacdo das proteinas PvMAEBL e PvVRON2
recombinantes aos eritrocitos. Eritrocitos foram incubados com as proteinas PvMAEBL-M2
e PVRON2 recombinantes e foram detectadas através de um anticorpo anti-GST, seguido de
anticorpo secundario conjugado com FITC Alexa488 (Molecular Probes). Nao foram
observadas diferencas significativas na adesdo a eritrocitos entre as duas proteinas
recombinantes e a proteina PvDBP (controle positivo) quando comparadas a proteina GST.
Foram adquiridos 100.000 eventos no citdmetro de fluxo FACSAria. Os resultados obtidos
foram analisados utilizando-se o software FlowJo®.4.4

4.7 Avaliacdo da resposta imune contra as proteinas recombinantes

4.7.1 Resposta imune contra as proteinas PYMAEBL-M2 e PvRON2

As proteinas recombinantes PYMAEBL-M2 e PYRON2 foram avaliadas por ELISA
para a deteccdo de anticorpos 1gG e IgM naturalmente adquiridos presentes no plasma de
individuos que tiveram maléaria vivax, residentes em Manaus. A frequéncia de individuos que
apresentaram anticorpos 1gG contra ao menos uma das proteinas recombinantes foi de 51,60%,
enquanto 42% dos individuos ndo possuiam anticorpos IgG contra nenhuma das duas proteinas
e apenas 6,31% dos individuos reconheceram ambas as proteinas. A prevaléncia de anticorpos
anti-MAEBL foi maior que a prevaléncia de anticorpos anti-RON2 (teste Mann Whitney
p<0.0001).

A resposta especifica de 1gG total e IgM contra a proteina MAEBL-M2 foi avaliada em
97 individuos. Nos ensaios realizados contra a proteina MAEBL-M2, a prevaléncia de
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anticorpos 1gG naturalmente adquiridos foi de 55,6% na populacdo estudada (Figura 19).
Enquanto a prevaléncia para IgM foi de 4,54% de individuos respondedores (Figura 20).

A proteina RON2 foi avaliada da mesma forma, quanto a presenca de anticorpos IgG
total e IgM naturalmente adquiridos. A prevaléncia de respondedores para 1gG foi de 8,33%
(Figura 19) e para IgM ndo foram visualizadas respostas imune positivas para nenhuma das

amostras analisadas.

15+

indice de Reatividade

PVMAEBL-M2 PVRON2

Figura 19. Indice de reatividade de 1gG contra as proteinas PvMAEBL e PVRON2.
Comparacdo dos valores individuais de indice de reatividade (IR) para as duas proteinas
recombinantes avaliadas. Anticorpos IgG contra as proteinas PYMAEBL-M2 e PvRON2 foram
detectados em plasmas de individuos expostos a malaria. Cada simbolo representa a reatividade
do anticorpo IgG individual de cada amostra de plasma testadas por ELISA na diluigdo 1:100
contra as proteinas PvMAEBL-M2 e PvRON2. O IR foi calculado a partir dos valores de
densidade Optica das amostras dividido pelo valor do cut off. Os valores do cut off foram
determinados pela média de reconhecimento dos plasmas negativos (individuos nunca expostos
amalaria) somados a trés desvios padrdo. As linhas horizontais representam a média dos valores
do IR para cada proteina e o desvio padréo.

indice de Reatividade

PVIMAEBL-M2
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Figura 20. Indice de reatividade de IgM contra a proteina PYMAEBL. Comparagéo dos
valores individuais de indice de reatividade (IR) contra a proteina recombinante PvMAEBL-
M2 em plasmas de individuos expostos & malaria. Cada simbolo representa a reatividade
individual de IgM de cada amostra de plasma testada por ELISA na diluicdo 1:100 contra a
proteinas PvMAEBL-M2. O IR foi calculado a partir dos valores de densidade Optica das
amostras dividido pelo valor do cut off. Os valores do cut off foram determinados pela média
de reconhecimento dos plasmas negativos (individuos nunca expostos a malaria) somados a trés
desvios padrédo. As linhas horizontais representam a média dos valores do IR e o desvio padréo.

Cabe salientar que os indices de reatividade gerados por cada individuo contra a proteina
MAEBL-M2 foram correlacionados com dados dos pacientes, previamente coletados, sobre 0s
niveis de plaqueta, hemoglobina, hematdcrito, parasitemia. Porém, ndo houve correlacéo entre

0s parametros analisados e a resposta anti-MAEBL.
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5. DISCUSSAO

Ao longo dos ultimos anos, o panorama global dos casos de malaria tem sofrido grandes
modificagcdes. Houve uma grande reducdo no nimero de casos e mortes nos Ultimos 15 anos.
Porém, entre as doengas transmitidas por insetos, a malaria permanece entre uma das principais
parasitoses humanas. As infecgdes causadas por P. vivax possuem uma alta frequéncia de
portadores assintomaticos. Além disso, numerosos estudos clinicos, em diversas localizagdes
geograficas, ttm demonstrado que a infec¢do por P. vivax pode causar doenca grave e levar a
morte (Tjitra et al., 2008; Tyler and Boothroyd, 2011).

As principais estratégias utilizadas para o controle da malaria sdo baseadas no
diagnostico e tratamento, bem como no combate ao vetor. No entanto, 0 surgimento de cepas
resistentes as drogas é constante. Além disso, o combate ao vetor € dificultado devido a
resisténcia destes aos inseticidas. Portanto, novas estratégias para prevenir a maléria causada
por P. vivax sdo necessarias. Vacinas eficientes contra o P. vivax podem resolver as varias
lacunas existentes nas ferramentas disponiveis atualmente e facilitar a eliminacéo e erradicacéao
da doenca.

Existem diversas proteinas consideradas potenciais candidatos vacinais contra a
malaria. Desta forma, deve-se ressaltar a importancia dos estudos da diversidade destes genes,
da busca por sua origem genética e sua distribuicdo nas diferentes areas endémicas, a fim de
garantir uma vacina eficaz. A analise das sequéncias génicas é de extrema importancia para
garantir uma vacina que ndo tenha resposta alelo-especifica.

Atualmente, existem diversos estudos sobre a diversidade genética de proteinas que sao
potenciais candidatos vacinais. Alguns trabalhos analisaram a diversidade genética das
proteinas RON, que estdo presentes no complexo que forma a moving junction, juntamente com
a proteina AMA-1, durante o processo de invasao do eritrocito. Cao e colaboradores buscaram
compreender a formacdo deste complexo de proteinas. Para isso buscaram caracterizar a
proteina RON2 de P. falciparum. Foram analisados os polimorfismos presentes em ron2 na
regido que compreende os nucleotideos 2459-6570, em cinco cepas de P. falciparum, as quais
foram comparadas a sequéncia da cepa referéncia 3D7. Foram visualizadas 4 substitui¢cGes ndo
sindnimas que resultaram em 4 modifica¢cdes na sequéncia de aminoacidos, mostrando ser alvo
de uma selecéo positiva (Cao et al., 2009).

Outra proteina RON presente neste complexo, conhecida como RON4, situa-se no

interior do eritrécito durante a invasdo e ancora o complexo AMA1-RON2. Em um estudo
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recente, foi visto que Pvron4 possui baixa diversidade em relagdo aos SNPs encontrados, mas
possui uma grande quantidade de haplétipos devido as repeticdes em tandem presentes na
porcdo N-terminal das proteinas, que podem estar associadas a mecanismos de evasdo
imunolodgica. Por outro lado, as regides central e C-terminal sdo altamente conservadas até
mesmo entre espécies, provavelmente devido a uma questdo funcional desta regido que deve
ter sua estrutura mantida. Portanto, as porcdes central e/ou C-terminal s&o candidatos
promissores para uma vacina de subunidade, uma vez que, devido a sua conservacao, evitariam
uma resposta imune alelo-especifica, aumentando a chance de eficacia da vacina (Buitrago et
al., 2016).

Dois dominios C-terminal ricos em cisteina de PfRON2 localizados entre 0s
aminoéacidos 1,857 e 2,062 foram estudados a fim de verificar se estdo envolvidos na ligacédo
com os eritrocitos e com a proteina AMA-1 durante o processo de invasdo. Para isso, estas
sequéncias foram expressas na superficie de células COS-7 a fim de testar a ligacdo destes
fragmentos nos eritrocitos. Foi visto que esta regido C-terminal se liga aos eritrocitos humanos
(Hossain et al., 2012).

Para avaliar a ligacdo da PFRON2 com a proteina AMA-1 e identificar a regido PFRON2
envolvida nessa interagdo, o ectodominio de PFAMAL e diferentes fragmentos de PfRON2
(PFRON2-M, PfRON2-M1, PfRON2-M2 e PfRON2-C) foram clonados em vetores de
expressdo de levedura fusionado com os dominios Gal4 pGBKT7 e pGAD. Células de levedura
co-transformadas com as construcdes pGBKT7-PfAMA e pGAD-PfRON2 foram capazes de
formar colbnias em 3 dias de cultivo. Foi visto que apenas as constru¢fes contendo 0s
fragmentos C-terminal de RON2 tiveram crescimento. Esse resultado mostra que os dois
dominios ricos em cisteina de PFRON2 interagem diretamente com PFAMAL (Hossain et al.,
2012). Vale ressaltar, que esses fragmentos da porcdao C-terminal de PFRON2 sdo homélogos a
sequéncia de PvRONZ2 avaliada aqui nesta dissertacao.

A escolha da regido 1828-2080aa da proteina RONZ2, analisada no presente estudo, teve
sua escolha baseada no melhor resultado obtido na predi¢éo de determinantes antigénicos pelo
método de Kolaskar & Tongaonkar (Kolaskar & Tongaonkar, 1990). Além disso, foram
identificados residuos importantes na ligagdo de TJAMA1-TgRON2 (Tonkin et al., 2011) que
corresponde a regido 2035-2073 de PVvRONZ2. Qutro fato é que a sequéncia escolhida esta
parcialmente localizada na regido que esta em contato com a proteina AMA-1 na juncao
formada no momento da invasao do eritrécito. Um estudo recente demonstrou-se que a regido
entre os dominios transmembrana 1 e 2 esta localizada na superficie do eritrdcito, onde acontece

a ligacdo a AMA-1 em Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum (Tyler and Boothroyd,
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2011). A regido entre os aminoacidos 2033-2099aa de PvRON?2 apresenta um ectodominio que
corresponde a sequéncia de TJRONZ, que foi cristalizada na ligagdo com AMA1 (Tonkin et
al., 2011). Todos estes fatores contribuiram para a escolha da regido analisada.

A partir dos alinhamentos das 36 sequéncias brasileiras obtidas para Pvron2 com outras
sequéncias depositadas em bancos de dados, foram visualizados apenas dois SNPs. Porém,
quando essas sequéncias foram traduzidas para proteinas, nenhuma troca de aminoéacidos foi
visualizada nestes isolados. Tang e colaboradores analisaram 20 sequéncias de isolados da
China. Diferentes regides do gene foram analisadas e foram vistas 10 substituicbes nao
sindnimas entre as 20 sequéncias nas posicoes 1241, 1675, 2146, 2456, 2477, 3182, 4390, 4840,
4988 e 6555 mostrando que nestas regides o gene esta sofrendo selecdo positiva. No entanto,
na mesma regido aqui analisada ndo foram evidenciadas trocas nos aminoacidos, reafirmando
esta é uma regido é conservada (Tang et al., 2012). A partir do fato desta regido ser altamente
conservada, pode-se inferir que é uma regido importante funcionalmente, e interessante de ser
avaliada em uma formulagdo vacinal que ndo seja alelo-especifica.

Outra sequéncia estudada aqui neste trabalho foi o correspondente ao dominio M2 da
proteina MAEBL, sendo este o principal responsavel pela capacidade adesiva de MAEBL
durante a invasdo ao eritrécito (Ocampo et al., 2004). Vale ressaltar, que até o presente
momento ndo existem trabalhos relatando a diversidade deste gene.

Uma das dificuldades encontrados neste trabalho foi a amplificacdo do gene codificador
da proteina MAEBL-M2. As sequéncias gendmicas de Plasmodium sp. sdo conhecidas por sua
alta porcentagem de nucleotideos A/T em seu genoma. Essa caracteristica dificulta tanto nas
reacOes de amplificacdo por PCR quanto no sequenciamento. Isso foi visto nas amplificacfes
do dominio m2 do gene maebl. Regibes desta sequéncia, principalmente no inicio da sequéncia,
possuiam muitas bases AT, o que dificultou o anelamento das sequéncias iniciadoras e
consequentemente os processos de amplificacdo. Posteriormente o mesmo problema foi visto
ao tentar sequenciar este dominio. Devido a isso, obteve-se um numero limitado de sequéncias
na analise da diversidade genética.

Entre os 10 isolados brasileiros estudados, apenas uma alteragdo na sequéncia génica e
proteica de PvMAEBL-M2 foi visualizada. No entanto, quando PvMAEBL-M2 foi avaliada
globalmente, onde 72 isolados provenientes de outros oito paises foram analisados, foram
observadas sete trocas de aminoacidos quando comparado a sequéncia da cepa de P. vivax
Salvador-I. Entre estas trocas, na posi¢do 270aa foi observado o mesmo polimorfismo nas
sequéncias da Tailandia, China e México. Na posi¢do 388aa visualizou-se a presenca de

Isoleucina em detrimento de Serina em pelo menos um isolado de cada pais, com excecao da
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Coréia do Norte. Este resultado se mostra interessante visto que apesar de haver mudancas de
aminoacidos na sequéncia, essas modificacbes se repetem em parasitos de isolados de
localidades distantes, o que indica uma conservacdo nas sequéncias mesmo em amostras de
paises diferentes. Isto sugere que MAEBL-M2, assim como RON2, é um potencial candidato
vacinal.

Foi relatado em P. falciparum que este parasito possui codons raros para E. coli. Com
iSO torna-se comum em seu genoma a presenga de “dominios perturbadores”, que sdo longas
insercOes repetitivas e de baixa complexidade separando blocos proteicos conservados. Isto
pode causar o término precoce do processo de tradugdo, gerando formas truncadas da proteina
que esta sendo expressa no sistema heterélogo (Flick et al., 2004). Além disso, a superproducao
da proteina recombinante por E. coli pode gerar agregados ou corpos de inclusdo apesar da
presenca do sistema nativo de chaperonas da bactéria (Belval et al., 2015).

Apesar de existirem sistemas de expressdo alternativos, por exemplo, em levedura ou
baculovirus, a expressdao em E. coli é mais frequentemente utilizado devido a rapidez na
expressao e grande quantidade de biomassa obtida, baixo custo e por ndo necessitar
equipamentos sofisticados na expressdo. No entanto, a qualidade das proteinas expressas muitas
vezes nao é satisfatoria (Flick et al., 2004). Optou-se por usar o sistema de expressao heterélogo
bacteriano devido a estas vantagens citadas. Para tentar solucionar os problemas provenientes
das caracteristicas do gene do parasito, sintetizou-se o vetor de expressdo com o gene codon-
otimizado. Além disso, varias cepas e condi¢cdes foram testadas a fim de obter-se uma maior
quantidade de proteina soltvel.

Para superar a dificuldade de expressar proteinas solUveis, € indicado a diminuicdo da
temperatura ap6s indugdo. Ou ainda, utilizar cepas que expressam chaperonas exdgenas, coOmo
é visto na cepa ARCTIC Express, que expressa duas chaperonas (Cpn60 e Cpn10) provenientes
da bactéria psicréfila Oleispira antarctica, que auxiliam na dobragem correta das proteinas de
interesse e evitam, ou limitam, a acumulacéo de corpos de incluséo (Belval et al., 2015; Gopal
and Kumar, 2013). Esta cepa foi testada, neste estudo, para expressar ambas as proteinas de
interesse.

A proteina PvRON2 ndo presentou niveis de expressao de proteina solivel aumentado
nesta bactéria, portanto, foram escolhidas as cepas bem como as condi¢des que necessitavam
menor tempo de expressao e maior facilidade na manipulagdo e menor uso de antibioticos. Foi
visto no resultado do WB um reconhecimento especifico da proteina pelos anticorpos

naturalmente adquiridos de um individuo com malaria.



70

Para a proteina PvMAEBL-M2 foi constatado que a cepa ARCTIC era capaz de
expressar maior quantidade da proteina solGvel. Sabe-se que, muitas vezes, as chaperonas co-
purificam com a proteina de interesse, podendo modificar a atividade e/ou estabilidade do
produto (Belval et al., 2015). Para todas as cepas testadas, uma banda de ~60kDa foi
visualizada, mesmo apds a purificacdo por afinidade ao GST. Esta banda de ~60kDa foi
sequenciada por espectrometria de massas para identificar a sua origem. O resultado mostrou
que a banda é correspondente a chaperona Cpn60 da bacteria Oleispira antarctica. Porém,
apesar de varias tentativas para purificar a proteina PvMAEBL-M2 isolada, ndo tivemos éxito
nos protocolos utilizados.

Os ensaios de ELISA e de ligacdo ao eritrdcito in vitro foram realizados para PvRON2
e também para PVMAEBL-M2, a fim de verificar a presenca de anticorpos naturalmente
adquiridos contra a proteina expressa e a capacidade de ligacao das proteinas na hemacia.

O ensaio de ligacdo in vitro ndo apresentou diferenca estatistica significativa na ligagcdo
aos eritrdcitos entre as duas proteinas e a proteina GST. Porém, a proteina PvDBP, utilizada
como controle positivo, apresentou capacidade de adesdo similar as demais proteinas,
invalidando o resultado do experimento. Entretanto, como todas as proteinas utilizadas neste
ensaio foram expressas em bactérias é possivel que isso tenha interferido na capacidade de
adesdo das mesmas. Além disso, o ensaio nao foi realizado com sangue rico em reticuldcitos,
célula alvo na invasdo por P. vivax. Portanto, os resultados obtidos ndo sdo conclusivos,
evidenciando-se a necessidade de repeticdo do experimento.

Para a avaliacdo do potencial imunogénico das duas proteinas aqui estudadas, 97
amostras de plasma de pacientes com sintomas clinicos de malaria foram utilizadas para
deteccdo de anticorpos IgG naturalmente adquiridos.

Os resultados mostraram que a proteina PvMAEBL-M2 foi mais frequentemente
reconhecida que a proteina PvRONZ2, onde 55,6% dos individuos tiveram anticorpos 1gG contra
apenas 8,33% dos individuos tiveram anticorpos contra RON2.

A resposta imunoldgica contra a proteina MAEBL-M2 foi recentemente avaliada por
nosso grupo de pesquisa, no modelo murino de P. yoelii (Leite et al 2015). Neste trabalho
observou-se uma resposta de IgM e IgG contra o dominio M2 e regido repetitiva,
respectivamente. A proteina recombinante rPyM2-MAEBL mostrou-se altamente imunogénica
quando inoculada em camundongo C57BL/6J e apos desafio utilizando a cepa murina letal P.
yoelii, 90% dos animais sobreviveram, além de ter sido observado uma reducdo na parasitemia

(Leite et al., 2015). Estes dados reforcam MAEBL-M2 como potencial candidato vacinal.
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Ensaios de western blot foram realizados utilizando os plasmas de pacientes infectados
com P. vivax. Foi visto que os anticorpos naturalmente adquiridos reconhecem a proteina
PVMAEBL-M2 apds a sua purificacdo. No entanto, ndo é claro se a chaperona co-purificada
também é reconhecida e o quanto estaria influenciando a deteccdo da resposta especifica anti-
MAEBL.

Os ensaios realizados com a proteina RON2 mostraram uma resposta de anticorpos
contra a proteina de 8,33% para IgG. No entanto, ndo foi detectado anticorpos naturalmente
adquiridos da classe IgM. Quando comparado a PvMAEBL-M2, RON2 foi menos reconhecida.
Vale ressaltar, que em ensaios de western blot a proteina PYvRON2 foi reconhecida de maneira
especifica pelo plasma de pacientes infectados com P. vivax.

Na analise de predicdo de imunogenicidade para os dominios proteicos de cada uma das
proteinas, utilizando o programa VaxiJen, PvMAEBL-M2 apresentou o valor 0.5845, sendo um
provavel antigeno e PVRON2 apresentou o resultado 0.466, que € um valor préximo ao
threshold de 0,5, porém, ndo pode ser considerado imunogénico. Estes valores corroboram com
0 resultado visto nos testes de ELISA.

A partir dos resultados deste trabalho elucidou-se as caracteristicas polimérficas dos
genes Pvmaebl e Pvron2 e foi caracterizada a reacdo das proteinas frente aos anticorpos
naturalmente adquiridos de pacientes com maléria. Este foi um passo inicial no estudo destes
potenciais candidatos vacinais. Novos testes devem ser realizados a fim de avangar no
conhecimento destes antigenos e da sua capacidade protetora, visando uma formulacdo vacinal

eficaz.
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6. CONCLUSOES

e As proteinas MAEBL-M2 e RON2 de Plasmodium vivax sdo conservadas entre cepas

de diferentes localizacGes geograficas.

e As proteinas PYMAEBL-M2 e PvRON2 foram reconhecidas por anticorpos

naturalmente adquiridos.

e As duas proteinas apresentam potencial como candidado vacinal devido a baixa

diversidade genética e imunogenicidade.
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Tabela S1. Lista de sequéncias utilizadas na analise de polimorfismos da proteina MAEBL

Localidade

NuUmeros de acesso

Banco de
dados

NUmero de
sequéncias

Brasil

KX061005.1; KX061005.1; KX061006.1; KX061007.1;
KX061008.1; KX061009.1; KX061010.1; KX061011.1;
KX061012.1

Genbank

10

Tailandia

Thailand_VKBT-101; Thailand_VKBT-100;
Thailand_VKTS-39; ThailandVKBT106;
ThailandVKBT71; ThailandVKBT72;
ThailandVKBT94;ThailandVKBT95; ThailandVKBT98;
ThailandVKBT99;ThailandVKTS36;ThailandVKTS37;
ThailandVKTS45; ThailandVKTS52.

PlasmoDB

14

Peru

Peru00692; Peru00699; Peru07; Perul008; Peru2025;
Peru257; Peru259; Peru260; Peru262; Peru3133;
Peru3136; Peru3232; Peru4023; Peru852; Peru99622.

PlasmoDB

15

China

China_LZCH-20; China_LZCH-4; China_NB-15;
China_NB-16; China_NB-17.

PlasmoDB

Coldmbia

Columbia_30102100438-A;Columbia_30101099040;
Columbia_30101099036;Columbia_30102100437;
Columbia_30102100438-B;Columbia_30102100439;
Columbia_30102100446;Columbia_30102100440;
Columbia_30102100441-A;Columbia_30102100441-B;
Columbia_30102100445;Columbia_30102100448;
Columbia_30102100485;Columbia_30102100486;
Columbia_30102100488;Columbia_30111110020;
Columbia_30111110026;Columbia_30111110015;
Columbia_30103103280;Columbia_30102100504;
Columbia_30102100489;Columbia_30102100490;

PlasmoDB

22

india

IndiaNYC; IndiaVII

PlasmoDB

Mauritania

Mauritanial

PlasmoDB

Coréia do
Norte

NorthKorea

PlasmoDB

México

Mexico_1086-A; Mexico_118-A; Mexico161-04;
Mexico_165-A, Mexico_203-04; Mexico_21-A;
Mexico_267-A; Mexico_32-E-03; Mexico_330-A;
Mexico_55-03; Mexico 566-A; Mexico_63-08;
Mexico_760-Al; Mexico_938-A; Mexico_980-A.

PlasmoDB

15
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Tabela S2. Lista de sequéncias utilizadas na analise de polimorfismos da proteina RON2

Localidade

NUmeros de acesso Banco de
dados

NUmero de
sequéncias

Brasil

Isolados de Manaus, Acrelandia e Mancio Lima. Em Genbank
processo de submissao.

36

Brasil

Brazill; Brazil32; Belem PlasmoDB

Tailandia

Thailand_VKBT-100; Thailand_VKBT-101; PlasmoDB
Thailand_VKBT-106; Thailand_VKBT-71,;

Thailand_VKBT-72; Thailand_VKBT-94;

Thailand_VKBT-95; Thailand_VKBT-98;

Thailand_VKBT-99; Thailand_VKTS-36;

Thailand_VKTS-37; Thailand_VKTS-39;

Thailand_VKTS-45; Thailand_VKTS-52.

14

Peru

Peru00692; Peru00699; Peru06; PeruQ7; Peru08; Peru1008; PlasmoDB
Peru2025; Peru257; Peru259; Peru260; Peru262; Peru3133;

Peru3136; Peru3232; Peru4023; Peru852; Peru858;

Peru872; Peru99622.

19

China

BAM13385.1; BAM13384.1, BAM13383.1; GenBank
BAM13382.1; BAM13381.1; BAM13380.1;

BAM13379.1; BAM13378.1, BAM13377.1;

BAM13376.1; BAM13375.1; BAM13374.1;

BAM13373.1; BAM13372.1; BAM13371.1;

BAM13370.1; BAM13369.1; BAM13368.1,

BAM13367.1; BAM13366.1.

20

China

China_NB-17; China_LZCH-13; China_NB-13-1; PlasmoDB
China_NB-15; China_NB-16

Colémbia

Columbia_30102100438-A;Columbia_30101099040; PlasmoDB
Columbia_30101099036;Columbia_30102100437;
Columbia_30102100438-B;Columbia_30102100439;
Columbia_30102100446;Columbia_30102100440;
Columbia_30102100441-A;Columbia_30102100441-B;
Columbia_30102100445;Columbia_30102100448;
Columbia_30102100485;Columbia_30102100486;
Columbia_30102100488;Columbia_30111110020;
Columbia_30111110026;Columbia_30111110015;
Columbia_30103103280;Columbia_30102100504;
Columbia_30102100489;Columbia_30102100490;
Columbia_30102100491

23

india

IndiaNYC; IndiaVII PlasmoDB

Mauritania

Mauritanial PlasmoDB

Coréia do
Norte

NorthKorean PlasmoDB

México

Mexico_118-A; Mexico_161-04; Mexico_165-A; PlasmoDB
Mexico_203-04; Mexico_21-A; Mexico_267-A;
Mexico_32-E-03; Mexico_330-A; Mexico_55-03;
Mexico_566-A; Mexico_63-08; Mexico_760-A;
Mexico_938-A; Mexico_980-A.
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Apresentagdo do Projeto:

O Plasmodium vivax & responsavel por mais de 80 milhdes de casos de malaria por ano no mundo,
apresentando forte impacto social fora do continente africano, principalmente na Asia e nas Américas. O
Brasil responde por 50-60% do total de casos de malaria notificados nas Américas, sendo 85% dessas
infecgdes causadas por P. vivax e com transmissao restrita quase exclusivamente a regiao Amazonica
(99,8%). Achados

anatomopatologicos semelhantes aos que sdo observados nos casos de P. falciparum foram recentemente
constatados em infecgdes por P. vivax, as quais podem também evoluir para formas graves da doenga.
Essas observacdes desafiam a visdo pré-estabelecida de que P. vivax € um parasita "benigno”. No entanto,
a realizagao de ensaios funcionais para o estudo da patogénese e infectividade de P. vivax permanecem
restritos a centros

hospitalares de referéncia regional em areas endémicas. Este fato se deve, principalmente, a
impossibilidade de sistema de cultivo de longa duragéo in vitro que seja confiavel e reprodutivel. Sendo
assim, em parceria com centros hospitalares de referéncia em areas endémicas para malaria, fomos
capazes de desenvolver ensaio de invasao ex vivo, e mostramos que eritrocitos infectados de P. vivax (Ei-
Pv) coletados de pacientes infectados sdo capazes de aderir ex vivo ao endotélio pulmonar, cerebral e na
placenta. Esses achados sugerem a participagao desta capacidade adesiva nos
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processos patologicos de P. vivax nesses 6rgdos. Baseado na capacidade de campo instalada e no
conhecimento ja adquirido pretendemos: (i) ampliar a compreensdo dos mecanismos de patogénese
relacionados a citoadesao e a formagao de rosetas de Ei-Pv (ensaios funcionais), (ii) identificar os potenciais
ligante(s) parasitarios envolvidos (por meio de analises moleculares e geragao de anticorpos monoclonais) e
(iii) avaliar a

participagédo das plaquetas nesse processo adesivo e seu efeito na geragao e amplificagao da ativagao
endotelial na malaria por P. vivax.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo geral deste subprojeto é investigar detalhadamente o papel de ligantes parasitarios e receptores
endoteliais envolvidos no processo de sequestro de P. vivax, via estudos de formacao de rosetas e de
citoadesao no endotélio, bem como a andlise das potenciais consequéncias destes fendmenos no
hospedeiro. Pretende-se ainda, avaliar a participagéo das plaquetas e mediadores soliveis noplasma nesse
processo adesivo e seu efeito na gera¢do e amplificagdo da ativagdo endotelial na maléria por P. vivax.
Objetivo Secundario:

i. Verificar a existéncia de desproporcao entre diferentes estagios parasitarios no sangue periférico de
pacientes infectados com P. vivax por meio da analise cuidadosa de esfregagos sanguineos e citometria de
fluxo; ii. Determinar a participagao no processo citoadesivo e na formagao de rosetas de diferentes estagios
parasitarios (trofozoitas e esquizontes) de Ei-Pv, bem como o grau de envolvimento de células e/ou
moléculas (e.g. plaquetas, microparticulas, citocinas, imunoglobulinas, sistema complemento, ADAMTS13 e
VWF) presentes no plasma de individuos infectados; iii. Verificar a natureza bioquimica (proteica) de
antigenos da superficie de Ei-Pv responsaveis pela formagao de rosetas por meio de tratamento prévio com
enzimas (e.g. condroitinase, hialuronidase, neuroaminidase, tripsina, quimiotripsina, heparinase, etc.), bem
como a participacao de diferentes grupos

sanguineos (ABO); iv. Realizar ensaios de adesao (estatico e fluxo) com Ei-Pv isolados a partir do sangue
periférico de pacientes em células endoteliais apés diferentes tratamentos enzimaticos (e.g. condroitinase,
hialuronidase, etc.) e na presencga de CSA e heparan sulfato; v. Avaliar o papel do endotélio, por meio de
sua ativagao ou ndo, com moléculas imunoestimulatérias (e.g. TNF-, IFN- e LT-), determinando a expressao
de

potenciais receptores e do grau adesivo de Ei-Pv; vi. Analisar a natureza genética, por meio do
sequenciamento do transcrito em plataforma lllumina, de diferentes estagios de Ei-Pv envolvidos,
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ou ndo, na adesdo e na formagao de rosetas. vii. Caracteriza¢do da diversidade genética de diferences
isolados de P. vivax coletados em area endémica da Amazodnia, quer por detecgao de microssatélites, quer
por analise da distribuicdo de

polimorfismos (SNPs). viii. Expressar variantes destas proteinas para avaliagao da sua imunogenicidade
utilizando um painel de soros de pacientes infectados com P. vivax na Amazonia Brasileira.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os Unicos riscos aos participantes deste pesquisa sdo os riscos associados com a coleta de sangue, que
incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou infecgdes no local
de pungédo podem ocorrer. Cuidados devem ser tomados para minimizar esses riscos.

Beneficios:

O participante nao sera beneficiado diretamente pela participagdo neste estudo. Trata-se de um estudo
sobre a biologia do Plasmodium vivax e imunopatogénese da malaria, que gerara resultados a longo prazo.
Porém, os resultados obtidos com este estudo poderao contribuir e impactar futuramente o tratamento e
desenvolvimento de vacinas e drogas para malaria vivax.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A analise do protocolo revelou todos os itens requeridos pela Resolugdo CNS n°® 466 de 2012. Diante do
exposto na justificativa apresentada, considera-se o tema de extrema relevancia para a saude publica. Trata
-se de pesquisa com cooperagéo de pesquisadores da UNICAMP, FIOCRUZ e da FMT-HVD, cujo protocolo
permitiu comprovar a participacdo de cada membro da equipe, de adequada capacidade cientifica. Além
disso, observa-se que 0s

beneficios advindos do processo de investigagao e dos resultados da pesquisa suplantam seu 6nus e
potenciais riscos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

A analise do protocolo revelou todos os itens requeridos pela Resolugdo CNS n° 466 de 2012: 1.
PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO:; 2.Folha de rosto adequadamente preenchida; 3. Projeto
detalhado; 4. Carta de anuéncia da Geréncia de Malaria da FMT-HVD; 5.TCLE adequadamente redigido; 6.
Instrumento de coleta de dados.

Recomendagées:
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante da analise do protocolo, este relator ndo observou nenhuma pendéncia. Voto pela aprovagéo do

mesmo na sua versao atual.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatérios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugdao CNS n° 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatorio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela

CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 558680.pdf 17:58:29
Qutros ANUENCIA.pdf 10/03/2016 |Jodo Conrado Khouri| Aceito

17:49:17 _|dos Santos
Folha de Rosto FOLHADEROSTO.pdf 10/03/2016 |Joao Conrado Khouri| Aceito
17:46:37 |dos Santos
Projeto Detalhado / [COMITEDEETICA.docx 09/03/2016 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
Brochura 14:47:05 |Lopes
Investigador
Outros Questionario.pdf 03/02/2016 |Catarina Baeta da Aceito
13:21:21 | Luz Bourgard
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 03/02/2016 |Catarina Baeta da Aceito
Assentimento / 13:19:47 |Luz Bourgard
Justificativa de
Auséncia
Situagéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
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