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Resumo

A maldria é uma doenca potencialmente fatal provocada por parasitas do género
Plasmodium. Os eritrécitos infetados por Plasmodium exibem antigénios na superficie
membranar que se ligam a receptores do endotélio vascular, permitindo a adesao destes
eritrocitos infectados a 6rgaos especificos. Durante a gravidez, as mulheres revelam
uma maior suscetibilidade a infeccdo pelo parasita da malaria. Esta suscetibilidade
acrescida resulta em consequéncias negativas tanto para a progenitora como para o(s)
neonato(s). Os eritrocitos de mulheres gravidas infectados por Plasmodium falciparum
(o mais agressivo dos parasitas do género Plasmodium que infectam humanos)
apresentam antigénios na sua superficie que permitem a ligacdo a placenta, através de
recetores ai existentes, como o sulfato de condroitina A (CSA). O CSA interage com
VAR2CSA (antigénio presente na superficie de eritrécitos infectados em mulheres
gravidas expostas a Plasmodium falciparum). A aquisicdo natural de anticorpos contra
VAR2CSA estd associada a auséncia de sintomas de maldria placentaria. Os niveis de
anticorpos contra VAR2CSA aumentam ao longo da gravidez e ao longo de sucessivas
gravidezes, sendo que mulheres que estiveram grdvidas pelo menos uma vez
(multigravidas) sdo menos vulnerdveis a maldria placentdria do que as que estdo
gravidas pela primeira vez (primigravidas). Desta forma, VAR2CSA é um potencial
candidato para vacinacdo contra malaria placentdria. O principal objetivo deste trabalho
foi testar a eficacia da imunizagdo com a sequéncia extracelular completa de VAR2CSA
(recDBL1X-6g) em fémeas gravidas de murganho BALB/c infectadas com Plasmodium
berghei transgénico, que expressa VAR2CSA. Para isso, as fémeas foram acompanhadas
durante a gravidez e no p6s parto e foram analisados os titulos de anticorpos IgG anti-
DBL1-6 no seu soro. Os principais resultados deste trabalho mostram que 23% das
fémeas vacinadas com a proteina recDBL1X-6€ foram parcialmente protegidas contra
maldria placentaria, e sugerem que a manutencado de titulos altos de anticorpos IgG1
anti-DBL1X-6€ entre os dias da infecdo e do parto possa ser responsavel por essa
protecdo parcial. Também foi observada predominancia de IgG1 comparativamente

com as subclasses IgG2a e IgG2b, especialmente no pds-parto em maes parcialmente
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protegidas, o que sugere que pode ser vantajoso apresentar niveis de IgG1 mais altos

do que de IgG2a e IgG2b.

Palavras-chave: maldria placentdria, vacinag¢do, recDBL1X-6€, Pb-VAR, IgG1.
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Abstract

Malaria is a potentially deadly disease triggered by parasites from the genus
Plasmodium. Plasmodium infected erythrocytes exhibit membrane surface antigens
which link to vascular endothelium receptors, allowing the adhesion of these infected
erythrocytes to specific organs. During pregnancy, women show higher susceptibility to
malaria parasite infection, which has negative outcomes for both mother and
newborn(s). Pregnant women’s erythrocytes infected by Plasmodium falciparum (the
most aggressive among parasites from genus Plasmodium infecting humans) exhibit
surface antigens which allow the binding to the placenta through receptors, as
chondroitin sulfate A (CSA). CSA interacts with VAR2CSA (an antigen existing on the
surface of infected erythrocytes in pregnant women exposed to Plasmodium
falciparum). Natural acquisition of antibodies against VAR2CSA is associated to the
absence of placental malaria symptoms. Antibody levels against VAR2CSA increase
throughout pregnancy and during subsequent pregnancies, and women who were
pregnant at least once (multigravid) are less susceptible to placental malaria than the
ones who are pregnant for the first time (primigravid). Therefore, VAR2CSA is a potential
candidate for vaccination against placental malaria. The main goal of this work was to
test the immunization efficacy with full-length extracellular VAR2CSA (recDBL1X-6€) on
BALB/c female pregnant mice infected with transgenic Plasmodium berghei, expressing
VAR2CSA. For that purpose, female mice were followed up during pregnancy and in
post-delivery, and IgG anti-DBL1-6 antibody titers were analyzed in their sera. The main
results of this work show that 23% of female mice vaccinated with recDBL1X-6¢ protein
were partially protected against placental malaria, and suggest that the maintenance of
high 1gG1 anti-DBL1X-6¢€ antibody titers between infection and delivery days can be
responsible for that partial protection. It was also observed predominance of IgG1
comparatively to 1gG2a and IgG2b subclasses, especially in post-delivery of partially
protected mothers, what suggests that can be an advantage having higher levels of IgG1

than IgG2a and IgG2b.
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1. Introducao

1.1. Malaria na gravidez

A maldria é uma doenca grave e potencialmente fatal que é responsdvel, todos
0s anos, por aproximadamente um milhdo de mortes em todo o mundo, a maioria das
quais acontece na Africa subsariana e em criangas com menos de 5 anos de idade?. Esta
doenca é causada por protozoarios parasitas do género Plasmodium. Plasmodium
falciparum é a espécie predominante nas areas tropicais e é responsavel pela maioria
das infe¢des graves de malaria, ao contrario de Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e
Plasmodium malariae que raramente causam doenca grave. Os principais grupos de
risco sdo as criangas, os adultos ndo imunes e as mulheres gravidas?.

O vetor de transmissao de Plasmodium é a fémea do mosquito Anopheles. O ciclo
de vida do parasita é complexo e desenvolve-se em dois hospedeiros diferentes:
mosquito e mamifero. Afémea do mosquito Anopheles alimenta-se de sangue, estando
por isso sujeita a ingerir gametdcitos de Plasmodium ao picar um individuo infetado. No
mosquito, o parasita desenvolve-se por reproducdo sexuada, havendo fusdo do
gametdcito masculino com o feminino. Apés formacao do zigoto, este migra ativamente
para as glandulas salivares do mosquito. A duracdo deste processo varia geralmente
entre 7 a 14 dias, dependendo da temperatura ambiente. Quando uma fémea do
mosquito infetada pica um hospedeiro mamifero, sdo injetados, diretamente das suas
glandulas salivares, esporozoitos na corrente sanguinea do individuo picado. Estes
esporozoitos migram rapidamente para o figado, onde infetam os hepatdcitos, iniciando
assim a fase hepatica da infecdo. Depois de um periodo de incubacdo que dura entre 8
a 12 dias, sdo gerados merozoitos irmaos a partir de replicacdo assexuada. A fase
sanguinea da infecdo comeca quando os hepatdcitos infetados se rompem e libertam
entre centenas a milhares de merozoitos para o sangue em circulagdo. A partir deste
momento, desenvolvem-se os sintomas clinicos da malaria. Os merozoitos invadem os
glébulos vermelhos e ai passam por um processo de maturacao que dura cerca de 48h,
passando pelos estadios de anel, de trofozoitos e, por fim, de esquizontes, que se

dividem diretamente em merozoitos irmdos. Quando os gldbulos vermelhos infetados
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se rompem, os merozoitos sdo libertados para a circulagao sanguinea e continuam ciclos
de replicacdo assexuada. Had também alguns merozoitos que ndo passam pelo processo
de maturagao, mas transformam-se antes em gametdcitos masculinos e femininos, que
estdo prontos para serem transmitidos novamente para um mosquito?3.

Ao longo da sua evolugdo, os parasitas do género Plasmodium desenvolveram
vdrias estratégias para escapar ao sistema imunitario do hospedeiro e completar o seu
ciclo de vida*°. Para evitar a remoc3o pelo baco®, os parasitas Plasmodium exportam
moléculas para a membrana dos eritrdcitos infetados (antigénios), que permitem a
interacdo com recetores existentes no endotélio vascular’ e aderéncia a

microvasculatura de érgdos especificos como os pulmdes, o coragdao, o figado,

(e}

intestino, a pele, o cérebro e a placenta?. Algumas estratégias desenvolvidas pelo
parasita para escapar ao sistema imunitario do hospedeiro sdo redundancia antigénica,
polimorfismos e variacdo antigénica clonal®. As mulheres grévidas sofrem alteracdes
hormonais e redugao da imunidade, uma vez que a placenta tem a capacidade de se
proteger do sistema imunitario inato e adaptativo materno. Esta supressdo da
imunidade torna as gravidas mais vulneraveis a maldria e, havendo infecdo, a severidade
da doenca é maior®°. Desta forma, em regides endémicas, a maldria placentéria (MP)
afeta um grande ndmero de mulheres durante a gravidez. Esta doenca é caraterizada
por efeitos adversos tanto para a mae como para os neonatos, incluindo anemia e
mortalidade materna, grande incidéncia de abortos e nados-mortos, neonatos com
baixo peso e mortalidade infantil aumentada'®?'2. A anemia materna é, em parte, devida
a hemadlise causada pelo parasita e a sequestracdo dos eritrdcitos infetados na placenta.
Para além de ser uma importante causa de morte materna, a anemia severa pode
provocar atraso do crescimento intrauterino, morte fetal e baixo peso dos neonatos?3.
Pensa-se que o peso reduzido dos neonatos de maes infetadas com malaria é causado,
principalmente, por atraso do crescimento intrauterino e parto prematuro. Em regides
tropicais e subtropicais, onde a maldria é endémica e os recursos sdo escassos, O
nascimento de bébés com baixo peso é particularmente problematico, pois aumenta o

risco de mortalidade infantil1%11,

10
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1.2. Placenta: funcao, estrutura e papel na sequestracao do parasita

A placenta é um 6rgdo complexo presente na maioria dos mamiferos, que
permite a interagdao materno-fetal durante a gestagao. Esta suporta o desenvolvimento
e o crescimento fetais!>!4, pois é responsavel pelas trocas de oxigénio, diéxido de
carbono, dgua e todos os nutrientes de que os fetos necessitam. Desta forma, o correto
desempenho das funcdes da placenta é essencial para o crescimento normal dos fetos?®.

Apesar do seu papel como interface, na placenta é sempre mantida a separagao
entre os sistemas circulatorios materno e fetal, através dos trofoblastos (células
placentdrias de origem fetal) que revestem os vasos sanguineos fetais'®. As placentas
humana e do murganho (animal modelo usado neste estudo) sdo ambas do tipo
hemocorial'’, ou seja, os trofoblastos est3o diretamente em contato com a circulacdo
materna'®. No entanto, enquanto a placenta humana tem uma Unica camada a separar
a circulacdo materna da circulacdo fetal (o sinciciotrofoblasto), na placenta do
murganho os trofoblastos dao origem a trés camadas que estdo entre as duas
circulacGes. Apesar das diferencas estruturais, pensa-se que as placentas destas duas
espécies tém carateristicas funcionais semelhantes e que o transporte de nutrientes
ocorre através de mecanismos também semelhantes?!’.

A placenta é também um nicho favordvel a evasao e a replicacdo do parasita da
malaria’®. Neste érgdo, sdo expressas moléculas recetoras, como o sulfato de
condroitina A (CSA) e 4&cido hialurénico (HA)?, que foram identificados como
responsaveis pela sequestracdo do parasita Plasmodium falciparum?*3. A maioria dos
parasitas sequestrados estd ja no estddio de trofozoito ou esquizonte?. A sequestracio
dos Els na placenta causa um défice na interacdo materno-fetal, tendo como resultado
os efeitos adversos associados & MP®1419 4 descritos anteriormente. Apesar dos
mecanismos subjacentes a patologia ndo serem totalmente conhecidos, sabe-se que a
acumulacdo de eritrocitos infetados (Els) pelo parasita da maldria, no espaco interviloso
da placenta, desencadeia o recrutamento e infiltracdo de células inflamatdrias, com
consequente producdo de citoquinas pro-inflamatérias que podem perturbar a
homeostasia local e afetar a funcdo placentéria’>?%21, levando ao desenvolvimento de

malaria placentaria®. A infegdo da placenta tem também como efeito a redugdo do fluxo
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de sangue?!, que estd, por sua vez, correlacionada com os danos observados no

desenvolvimento fetalt4.

1.3. VAR2CSA

Os eritrécitos que sdo infetados pelo parasita da maldria exibem antigénios de
superficie varidveis, que permitem a citoadesdo através de recetores que estdo
presentes na placenta. VAR2CSA é uma proteina transmembranar de tamanho grande
(~350kDa) e polimorfica; pertence a familia de proteinas membranares dos eritrécitos
infetados por Plasmodium falciparum, PfEMP1 (“Plasmodium falciparum erythrocyte
membrane protein 1”), codificada pelos genes var??. Esta proteina é composta por seis
dominios extracelulares com ligacdo do tipo Duffy (DBL: “Duffy-binding-like”) e regides
interdominios (DBL1X-6¢&: DBL1-6)%23, VAR2CSA interage com o CSA, o recetor principal
de adesdo dos Els? que é amplamente expresso no espaco interviloso da placenta?*,
maioritariamente, mas também pelos trofoblastos®. Vérios esforcos tém sido feitos
para identificar, nesta proteina, a regido extracelular responsavel pela ligacdo ao
CSAZ326731 @ apesar das varias evidéncias encontradas de que os dominios da regido N-
terminal tém um papel importante na ligacdo ao CSA?528-30 existem outros estudos que

n3o estdo totalmente de acordo?32731, continuando assim este problema por resolver.

NTS INTI INT2 INT3 INT4 ATS
DBLIX DBL2X DBL3X DBL4e DBLS:e DBL6e

Figura 1. Esquema dos limites da sequéncia e organizagao dos dominios de VAR2CSA. Estdo
representados a sequéncia N-terminal (NTS), a sequéncia acidica C-terminal (ATS), as regides
interdominios (INT1, INT2, INT4 e INT4) e os dominios com ligacdo do tipo Duffy (DBL1X, DBL2X,
DBL3X, DBL4g, DBL5¢ e DBL6¢g). A azul esta representada a regido transmembranar. Adaptado

de Srivastava et al. (3.
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Em regides endémicas, onde os adultos ja adquiriram protec¢ao contra a malaria,
as mulheres gravidas continuam a ser um grupo de alto risco quando ha infecdo por
Plasmodium falciparum, particularmente durante a primeira gravidez?”3?. Esta
suscetibilidade inesperada deve-se a singularidade dos antigénios expressos pelos
parasitas que se ligam ao CSA na placenta3?, e para os quais o sistema imunitario dos
individuos ndo estd preparado. VAR2CSA é uma proteina transcricionalmente
sobreexpressa nos parasitas que se ligam ao CSA33, Estudos em humanos?%3* mostram
que altos niveis de anticorpos naturalmente adquiridos contra VAR2CSA estdo
associados a auséncia de maldria placentdria no parto. Pensa-se que as mulheres
adquirem imunidade para a maldria placentdria ao longo de cada gravidez. As mulheres
gue engravidam pela primeira vez (primigrdvidas) tém auséncia ou niveis muito baixos
de anticorpos contra VAR2CSA, enquanto mulheres que passaram pelo menos por uma
gravidez (multigravidas) tém niveis mais altos de anticorpos, o que as torna menos
suscetiveis a MP%3435, Inversamente, a densidade de parasitas é maior nas primeiras
gravidezes, sugerindo que a imunidade adquirida pelas mulheres grdvidas reduz a sua
parasitemia periférica e placentdrial®. Assim, a suscetibilidade para MP tem sido
associada a auséncia de anticorpos que possam bloquear a ligacdo dos Els ao CSA
existente na placenta e que também promovam a sua eliminagdo por fagocitose?3. Em
conjunto, estes dados sugerem que as mulheres que tiverem estado previamente em
contato com VAR2CSA podem ter melhorias no desenvolvimento da gravidez e pos-

parto, possivelmente devido a inibicdo e/ou eliminagdo dos Els da placenta.

1.4. Imunidade adaptativa envolvida na protecao

Na fase sanguinea e assexuada da infecdo, as proteinas de Plasmodium
falciparum, como VAR2CSA, sdo exportadas para a superficie dos eritrdcitos3®. A
localizacdo na superficie dos Els torna estes antigénios accessiveis ao sistema imunitario
do hospedeiro. Estudos anteriores?%3* sugerem que a protecdo contra MP estd
diretamente relacionada com a aquisicdo de anticorpos especificos capazes de impedir

a ligacdo dos Els ao CSA na placenta.
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As células B sdao responsaveis pela producdo e manutencdao de imunidade
humoral para Plasmodium falciparum?. Quando um organismo é invadido por antigénios
estranhos, as imunoglobulinas (Ig) de superficie nas células B reconhecem o antigénio
na sua forma nativa e internalizam a proteina, a qual é degradada e associada ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il e apresentada neste
contexto aos linfdcitos T auxiliares CD4*. A ligagdo do antigénio ao linfécito B induz a sua
migragao para a zona T do bago. A interagao do MHC classe Il com o receptor da célula
T (TCR), assim como a interacdo de outras moléculas co-estimuladoras presentes tanto
na célula T quanto no linfocito B, ativam células B imaturas e desencadeiam a sua divisdo
e diferenciacdo em plasmdcitos?’. Estes primeiros plasmdcitos sdo de curta duracdo
(duram apenas algumas semanas e acabam por morrer por apoptose) e secretam os
primeiros anticorpos com baixa afinidade para os antigénios que ativaram este
processo®. Algumas das células B e T migram para os foliculos linféides e ai formam
centros germinais, onde as células B sofrem mudanca de classe e hipermutacdo
somatica. As células B que resultam desta maturacdo diferenciam-se em duas
populacdes distintas: uma populacdo de células B de memoria que expressa anticorpos
mas ndo os secreta, e uma populacdao de plasmdcitos de longa duracao que secreta
anticorpos durante meses ou anos, mesmo na auséncia dos antigénios. Os anticorpos
de ambas as populagdes que passaram pelo processo de maturagao tém alta afinidade
para os antigénios previamente apresentados. Assim, numa primeira exposicdo a
antigénios é gerada uma resposta humoral primaria que é transitéria, pois a maioria dos
anticorpos é produzida por plasmdcitos de curta duracdo e, consequentemente, tem
baixa afinidade para os antigénios. A reexposicdo aos mesmos antigénios da origem a
uma resposta humoral secundaria, que é mais rapida e forte do que a resposta anterior,
pois é assegurada por células B de memaria efetoras, que rapidamente se diferenciam
em plasmdcitos secretores de antigénios, e por plasmécitos de longa duragdo>3%3,

Hviid et al.> propuseram um modelo em que exposi¢des sucessivas a Plasmodium
falciparum desencadeiam um aumento gradual da popula¢do de plasmdcitos de longa
duracdo, ao mesmo tempo que a populacdo de plasmocitos de curta duracdo diminui,
aumentando assim os niveis de anticorpos em circulacdo (figura 2). Tanto o que se sabe

acerca de respostas mediadas por células B como o modelo apresentado, estdo de
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acordo com os niveis de anticorpos registados324° e com a incidéncia de protecdo contra

MP2934 em estudos com mulheres primigravidas e multigravidas.

A

Legenda:

Célula B imatura

© Célula B de memdria

O Plasmocito de curta duragio

© Plasmdcito de longa duragéo

\/

Nivel de
anticorpo

Q—>

©

®
]

Y

N |
©
@
t e

Figura 2: Modelo proposto para a composicao de plasmécitos ao longo do tempo e da

exposicao (setas) a Plasmodium falciparum. Adaptado de Hviid et al. (°).

1.5. Modelo de vacinagao e infecao

Em conjunto, todas as evidéncias apresentadas até agora sugerem VAR2CSA
como um candidato muito atrativo para uma vacina contra MP. Recentemente, foi
demonstrado que a expressdao de VAR2CSA como proteina recombinante foi bem
sucedida?®, uma vez que mimetiza muito bem a estrutura nativa da cadeia completa de
VAR2CSA e liga-se com alta afinidade e especificidade ao CSA®2°, Plasmodium berghei
foi estabelecido como parasita modelo da malaria, devido a sua vasta adaptacdo a
espécies de mosquitos e roedores*'. Os murganhos apresentam varias vantagens como
animal modelo, incluindo a facilidade de acomodacao e manutencao, o curto periodo
de gestacdo, a progenia numerosa e o conhecimento, em geral, da sua genética e
fisiologial’. Além disso, estes animais tém sido bastante usados para estudos de

vacinacdo materna*? e, como foi ja referido, a sua placenta tem muitas funcdes e
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carateristicas em comum com a placenta humana?’. Foi também demonstrado que as
carateristicas clinicas da malaria durante a gravidez podem ser recapituladas numa
linhagem de murganhos BALB/c infetados a meio da gestagdo com Plasmodium
berghei'*, sendo assim um bom modelo para o estudo da MP. Foi recentemente
estabelecido um novo modelo para MP, que consiste em infetar a mesma linhagem de
murganhos com um parasita P. berghei transgénico que expressa VAR2CSA (Pb-VAR).
Este modelo apresenta um fenétipo mais severo do que o anterior'* (infecdo com P.
berghei WT sem o gene var2csa) (de Moraes et al., submetido) e é uma grande
vantagem para a investigacdo em MP, pois pode ser usado em protocolos de vacinacao.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da vacinagdo com a
proteina recombinante que contém a porcdo extracelular completa de VAR2CSA
(recDBL1X-6€: recDBL1-6) na protecdo contra MP, usando o modelo de murganho Pb-
VAR para malaria na gravidez. Para isso, este trabalho focou-se nas seguintes questdes:

1) Se existe melhoria das carateristicas associadas a MP (viabilidade e peso
neonatais e mortalidade materna) em murganhos vacinados com recDBL1-6
guando comparados com os controlos vacinados com a proteina 4-hidroxi-3-
nitrofenil (NP) acetil-ovalbumina (OVA: NP-OVA) e com os controlos ndo
vacinados e infetados (NVI), e ndo vacinados e ndo infetados (NVNI). Foi
escolhida a conjugacdao NP-OVA como controlo da vacinagdao por ser um
antigénio ndo relacionado a proteina recDBL1-6, além de ser imunogénica®.
Assim, os animais do grupo controlo foram submetidos a condi¢des semelhantes
de manipulagdo e stress.

2) Se a protecdo contra MP induzida por vacinacdo com recDBL1-6 esta associada a
anticorpos especificos IgG anti-DBL1-6 e subclasses (I1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3)
existentes no soro.

Uma vacina capaz de inibir a ligacdo de Els ao CSA, conferindo assim protecdo
contra MP, seria altamente benéfica para mulheres grdvidas e neonatos nas regides

onde a malaria é um sério problema de salde publica.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Os murganhos utilizados nas experiéncias vieram do biotério do Instituto
Gulbenkian de Ciéncia. Foram utilizadas fémeas Mus musculus, estirpe BALB/c, com
idades entre 15 e 38 semanas, e machos da estirpe C57BI/6, somente para
acasalamento. Os animais foram mantidos em condi¢des livres de patogéneos
especificos (SPF) e todos os procedimentos seguiram os regulamentos de cuidados com

animais de laboratério e foram aprovados pelas autoridades nacionais.

2.2. Acompanhamento da gravidez e avaliacdao do pods parto

Murganhos fémeas BALB/c foram colocadas em caixas com machos C57BI/6 (1
fémea:2 machos) e observadas durante trés dias consecutivos para verificar a presenca
de tampao vaginal. Sempre que foi detetado um tampao vaginal, as fémeas foram
pesadas e imediatamente separadas dos machos e esse foi considerado o dia de
gestacdo 1 (G1). No suposto 122 dia de gestacdo (G12), as fémeas foram novamente
pesadas para garantir a existéncia ou auséncia de gravidez: aumento de peso superior a
4-5 g em relacdo a G1 foi considerado existéncia de gravidez. As fémeas que nao
estavam gravidas foram novamente colocadas com machos, nas mesmas condi¢des
previamente descritas. Este processo foi repetido ao longo das 13 semanas seguintes,
até que todas as fémeas tivessem engravidado. O peso dos recém-nascidos (RN) e a
viabilidade fetal (nUmero de nados-mortos), bem como a mortalidade materna, foram
avaliados. O peso de todas as fémeas gravidas foi registado a partir de G13. No final da

gestacdo, foi calculado o ganho de peso materno por cada recém-nascido

Peso(dia anterior ao parto)— Peso(G1) .
— RA;D ; 0 ganho de peso materno no intervalo de tempo da

Peso(dia anterior ao parto)— Peso(G13) ,
o’ Rlz\)l ; € também o ganho de peso materno por

infecdo:
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recém-nascido no intervalo de tempo entre G17 e o dia anterior ao parto:

Peso(dia anterior ao parto)— Peso(G17)
n° RN ’

2.3. Imunizagao

Os animais foram imunizados com 8,85 ug da proteina recDBL1-6, proveniente
do laboratério do Doutor Benoit Gamain (Université Paris Diderot, Paris, Franca),
precipitada em AI(OH)s (hidréxido de aluminio); ou com 8,85 ug da proteina 4-hidroxi-3-
nitrofenil (NP) acetil-ovalbumina (OVA) (Biosearch Technologies): NP-OVA (grupo
controlo), preparada nas mesmas condi¢bes. A solucdo de imunizagdo foi preparada
adicionando-se a proteina (recDBL1-6 ou NP-OVA) o mesmo volume de solucdo de
sulfato de potdssio aluminio a 9% (9g em 100ml de agua) estéril (Sigma-Aldrich) e
precipitado com hidréxido de sddio (NaOH) a 10N (2,1 upL para cada 37,5 uL de
proteina)?*.0 volume final foi ajustado com PBS 1x estéril, para que todas as fémeas
recebessem igual tratamento. Este procedimento foi repetido mais 2 vezes com um
intervalo de 3 semanas entre cada inje¢dao, nas mesmas condi¢des. Todas as injecdes

foram subcutaneas (na nuca), com 100 pL de solucdo.

2.4. Parasitas e Infecao

Plasmodium berghei ANKA (Pb) (1037cl1; ANKA-GFP-Lucschiz (Luc); mutant
RMgm-32; www.pberghei.eu) que expressa var2CSA (Pb-VAR) (de Moraes et al.,
submetido) foi utilizado neste estudo. Eritrécitos infetados (EI) com Pb-VAR foram
expandidos em BALB/c ndo gravidas (1x10° células por via intraperitoneal) até a
parasitemia atingir 2-5%. No dia de infecdo das gravidas (G13), as fémeas dadoras ndo
gravidas foi retirado sangue suficiente para infetar as fémeas gravidas com 10° Els. Estas
ultimas fémeas receberam uma injecdo intravenosa de 100 pL de PBS com 10° Els pela

veia da cauda ou pelo plexo ocular. A partir do 32 dia apds a infecdo (G16), foi retirada
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diariamente a cada fémea uma gota de sangue, para avaliar a parasitemia no sangue

periférico.

2.5. Parasitemia

A parasitemia foi avaliada por citometria de fluxo detectando-se o sinal de
fluorescéncia do marcador de DNA DRAQS5 (Biostatus, UK) conforme anteriormente
descrito®. De forma resumida, a ponta da cauda da fémea foi cortada e uma gota de
sangue foi recolhida para 400 pl de FACS Buffer (PBS 1x, 2% FBS, azida de sédio 0.02%).
A cada amostra de sangue foi adicionado 0,08 pl de DRAQS5. A parasitemia foi medida
em % de células marcadas (os eritrocitos nao infectados ndo sdo marcados, uma vez que

nao tém DNA ao qual o DRAQS se possa ligar).

2.6. Desenho experimental

Murganhos fémeas BALB/c foram divididas em dois grupos: 15 fémeas de teste
e 15 fémeas controlo. Os animais foram imunizados 3 vezes com intervalo de 21 dias
entre cada dose (figura 3). Antes da primeira imunizagdo (T0), e imediatamente antes
das injecOes seguintes (T2 e T3) o sangue foi recolhido para avaliacdo dos titulos de
anticorpos IgG anti-DBL1-6 no soro. O isolamento do soro foi feito em 2 centrifugacdes
a 1600 g durante 10 minutos e foi conservado a -20°C até utilizacdo. Vinte e seis dias
apos a terceira imunizacdo as fémeas foram postas a acasalar. Depois de observado o
tampao vaginal, as fémeas foram separadas dos machos e pesadas, sendo esse
considerado o primeiro dia de gestacdo. Em G13, as fémeas foram pesadas, foi-lhes
tirado sangue para isolamento e armazenamento do soro como previamente descrito e
foram infetadas intravenosamente com 10° Els com Pb-VAR. O peso das fémeas foi
registado diariamente a partir de G15 até ao fim da gestacdo, bem como os seus niveis
de parasitemia no sangue periférico. Apds o parto (PP: G20/21), foi retirado sangue da

mae para isolamento e armazenamento do soro. A viabilidade e o peso dos fetos foram
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registados. Em alguns casos, as fémeas morreram antes de dar a luz (ndo tendo sido
possivel isolar o seu soro nem avaliar o estado dos fetos) e, noutros casos ainda, as
fémeas ndo deram a luz no periodo esperado e, de forma a minimizar o seu sofrimento,
foram eutanaziadas (tendo sido isolado o seu soro e avaliado o estado dos fetos). O
desenho experimental estd representado na figura 3. Os resultados da gravidez das
fémeas testadas (recDBL1-6 em AI(OH)s) foram comparados com os resultados

observados nas fémeas controlo (OVA em Al(OH)s, ndo infectadas e ndo vacinadas).

Peso e parasitemia
maternos

|
| - I I
21 dias 21 di
‘j “ a8 6‘ Gl G13 G20/21
é
é Parto
12 Imunizacdo _:/2 ﬁ .
recDBL1-6 ou OVA 28 Imunizagdo 32 Imunizacdo ‘ﬁ ¢
Infecdo
10° Els com Pb-VAR ﬂ

Avaliacao do
resultado da gravidez

Figura 3. Esquema representativo do processo de imunizacdo e de acompanhamento da

gravidez.

2.7. Avaliagdo dos titulos de anticorpos IgG anti-DBL1-6 por ELISA

No sentido de detetar a presenca de anticorpos IgG e as subclasses 1gG1, IgG2a,
lgG2b e IgG3 especificas para DBL1-6 nos soros recolhidos em diferentes fases do
processo de imunizacdo e da gravidez, foram realizados ensaios imunoenzimaticos
(ELISA). De forma resumida, microplacas de alta ligacdo com 96 ou 384 pocos foram
revestidas com, respetivamente, 0,1 e 1 pg/ml de recDBL1-6 e deixadas de um dia para
o outro. No dia seguinte, os pocos foram bloqueados com PBS/BSA 1%, lavados e foi-

Ihes adicionado 100ul ou 20ul (conforme a microplaca fosse de 96 ou 384 pocos,

20



Avaliagdio da eficdcia da vacina contra maldria placentdria em modelo experimental

respetivamente) do soro seriadamente diluido. Depois de incubagdes e lavagens, foram
adicionados, respetivamente, 100ul ou 25ul dos anticorpos IgG anti-murganho ou
subclasses IgG anti-murganho (diluidos 1:5000; Jackson ImmunoResearch) marcados
com peroxidase de rabano (horseradish peroxidase — HRP). Apds uma hora de
incubacgdo, os pogos foram lavados e foi-lhes adicionado, respetivamente, 100l ou 25ul
do cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB, BD Biosciences). As placas foram lidas usando
o comprimento de onda de 450 nm. Os titulos de anticorpo anti-DBL1-6 foram
estabelecidos a diluigdo correspondente a densidades 6ticas (OD) de 20% da OD do nivel
de saturacdo?®. Nos casos em que n3o foi possivel identificar a OD do nivel de saturac3o,
foi construida uma curva com todos os valores de OD medidos, e os titulos foram
estabelecidos a diluicdo correspondente a ODs posicionadas na parte descendente da

curva, antes do nivel de estagnacao.

2.8. Tratamento estatistico dos dados obtidos

Os dados foram estatisticamente tratados no GraphPad Prism (versdo 5.01). Para
avaliar associa¢des entre varidveis qualitativas foi usado o teste do Qui-quadrado (X?).
O test t ndo pareado foi usado para comparar duas populagdes com distribuicao normal,
enguando o teste Mann Whitney foi usado para comparar duas populagbes sem
distribuicdao normal. Para comparar trés ou mais populac¢des, foi usado o teste One-way
ANOVA com pbds-teste Tukey, para comparacdes multiplas quando as populacées
apresentavam uma distribuicdo normal; caso contrario, foi usado o teste Friedman,
guando os dados em questdo eram observacGes correspondentes entre si, e o teste
Kruskal-Wallis, quando os dados eram independentes entre si (em ambos os casos, para
comparacdes entre grupos 2 a 2 foi utilizado o pds-teste Dunns). Em todas as analises,
foram consideradas significativas as comparacbes entre os dados com valor de

probabilidade p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Definicdo de critérios para classificacao da maldria placentaria em
positiva ou negativa

Definiram-se inicialmente critérios para avaliagdo do desenvolvimento da
malaria placentaria (MP). Para isso, foi necessario definir pardmetros de viabilidade
(baixa ou alta) e peso (baixo ou elevado) dos neonatos com base nos valores dos
neonatos de maes ndo vacinadas e ndo infetadas (NVNI). As fémeas que foram infetadas
apresentaram um decréscimo significativo da viabilidade fetal relativamente as fémeas
que ndo sofreram qualquer infecao (figura 4A, p<0.0001). O valor minimo de
percentagem de nados-mortos registado entre as fémeas NVNI foi 30% e, por isso, foi
estabelecido que valores de nados-mortos inferiores a 30% seriam casos de viabilidade
fetal alta e valores de nados-mortos iguais ou superiores a 30% seriam casos de baixa
viabilidade fetal. Relativamente ao peso neonatal, os neonatos das fémeas NVI eram
significativamente menos pesados do que os das fémeas NVNI (figura 4B, p<0.0001).
Para estabelecer o valor limite entre peso neonatal baixo e elevado foi tido em conta o
menor valor de peso dos neonatos das maes NVNI. Assim, o valor minimo para se
considerar peso neonatal normal foi definido em 1,2g. Abaixo deste valor foi

considerado peso neonatal baixo.
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Figura 4. (A) Percentagem de nados-mortos de maes ndo vacinadas e infetadas (NVI) e ndo
vacinadas e n3o infetadas (NVNI) (ambas ndo vacinadas) (p<0.0001); (B) peso dos neonatos (g)
de m3es NVI e NVNI (p<0.0001).

3.2. Efeitos da vacina¢ao com recDBL1-6

Com o objetivo de se avaliar os efeitos da imunizagao com recDBL1-6 na
progressao da gestacao, parasitemia e protecao contra MP, todas as fémeas gravidas

foram acompanhadas desde a infe¢do (G13) até ao parto.

3.2.1. Incidéncia da protecao contra MP

A protecdo contra MP foi avaliada através da mortalidade materna, peso e
viabilidade dos neonatos de acordo com os parametros anteriormente descritos. Morte
materna ocorreu em todos os grupos experimentais ndo vacinados (NVNI, NVI) e
vacinados (recDBL1-6 ou OVA), mas com maior frequéncia no grupo NVI: a incidéncia de
mortalidade materna foi aproximadamente 20% nos grupos NVNI, NP-OVA e recDBL1-6
e aproximadamente 44% (o dobro) no grupo NVI (figura 5). Quanto as fémeas que
sobreviveram até ao final da gestagao, foram divididas em quatro categorias com base

no peso e incidéncia de morte dos neonatos: peso > 1,2g e incidéncia de mortalidade <

23



Avaliagdio da eficdcia da vacina contra maldria placentdria em modelo experimental

30% (-/-), peso < 1,2g e mortalidade > 30% (+/+), peso > 1,2g e mortalidade > 30% (-/+)
e, finalmente, peso < 1,2g e mortalidade < 30% (+/-). A distribuicdo destas quatro
categorias pelos diferentes grupos experimentais foi muito variada (figura 6). O grupo
NVI foi o que teve partos com piores resultados (todos com peso < 1,2g e mortalidade >
30%), contrastando com o grupo NVNI que teve os melhores resultados de partos
(grande incidéncia de peso > 1,2g e de mortalidade < 30%). Quanto aos grupos NP-OVA
e recDBL1-6, uma percentagem menor de partos (cerca de 70%) foi caracterizada por
peso e viabilidade neonatal baixos (peso < 1,2g e mortalidade > 30%); e exclusivamente
no grupo recDBL1-6, em 23% dos partos os neonatos tiveram peso normal e viabilidade
alta (> 1,2g e incidéncia de mortalidade < 30%). H4 uma associagdo entre o peso e a
viabilidade fetal no grupo recDBL1-6 (tabela 1; p = 0,0047). Dentro deste grupo, as
fémeas que apresentaram simultaneamente peso normal e viabilidade fetal alta foram
identificadas como DBL1-6 parcialmente protegidas (PPr) da malaria placentaria, e as
restantes fémeas foram identificadas como DBL1-6 ndo protegidas (NP) (com sintomas
de malaria placentaria). No grupo NP-OVA ndo ha qualquer distin¢do pois todas as
fémeas apresentaram sintomas de maldria placentaria (NP). No total, segundo os
parametros previamente estabelecidos, 23% das fémeas imunizadas com recDBL1-6
apresentaram melhorias dos sintomas de malaria placentaria (Figura 7); o que sugere
gue a imunizagdo com a proteina recDBL1-6 teve um efeito parcialmente protetor em

23% das fémeas previamente imunizadas.
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Figura 5. Incidéncia da
mortalidade materna durante a
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Figura 7. Incidéncia de malaria placentaria
(NP) e protegdo (PPr) nas maes vacinadas com
recDBL1-6 e NP-OVA.

Tabela 1. Associagdo entre o peso médio e viabilidade dos neonatos de maes vacinadas
com recDBL1-6 de acordo com parametros previamente estabelecidos para avaliacdo
do pds-parto.

Viabilidade neonatal baixa
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3.2.1.1. Avaliacdo do peso e viabilidade dos neonatos

Apds o parto, o nimero de nado-mortos e o peso dos neonatos foram registados.

No que diz respeito a viabilidade neonatal (figura 8A), os grupos NVNI e DBL1-6 PPr

foram os que apresentaram menor percentagem de nados-mortos por mae (este foi um

dos critérios usados para definir PPr), ndo havendo diferenga entre os dois grupos. Os

restantes grupos experimentais (NVI, NP-OVA e DBL1-6 NP) tiveram alta incidéncia de

nados-mortos, ndo sendo diferentes entre si, mas significativamente diferentes de NVNI

e DBL1-6 PPr.

Quanto ao peso, a média do total de neonatos de cada grupo foi diferente da de

todos os outros grupos experimentais, com excecdo dos grupos NVI e DBL1-6 NP que

nao apresentaram diferenca entre si (figura 8B). Em média, entre os pesos dos neonatos

registados, os mais elevados foram os do grupo NVNI, seguidos pelo grupo DBL1-6 PPr

e NP-OVA e, com a média mais baixa, NVl e DBL1-6 NP.
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Figura 8. Viabilidade (A) e peso neonatal (B) observados nos diferentes grupos experimentais

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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3.2.2. Parasitemia ao longo da gestacao

A parasitemia de todas as fémeas gravidas e infetadas com Pb-VAR foi registada
a partir do 32 dia apds a infecdo (G16) até ao dia anterior ao parto. Na figura 9A esta
representada, em média, a progressao da parasitemia ao longo do tempo de gestagao,
para cada um dos grupos experimentais infetados. Apesar de ndo haver diferencas
significativas, parece haver uma tendéncia para maior aumento da parasitemia nos
grupos NVI e NP-OVA, especialmente a partir de G18.

Para cada uma das gravidas foi calculada a drea sob a curva (ASC) de parasitemia,
para melhor caracterizar a exposi¢cdo ao parasita durante a gestacdo. A analise foi feita
de duas formas diferentes: usando dados de parasitemia apenas até G19,
independentemente do dia do parto, de modo a uniformizar as condi¢des de avaliacdo
(figura 9B); e usando todos os valores de parasitemia registados até ao final da gestacao
de cada gravida, de modo a melhor retratar a exposi¢ao ao parasita a que cada gravida
esteve efetivamente sujeita (figura 9C). Quando comparados entre si, os diferentes
grupos  experimentais ndo  apresentaram  diferencas na parasitemia,

independentemente do tempo de exposicao.
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Figura 9. Progressdo da parasitemia no sangue periférico materno ao longo do tempo de exposi¢ao
ao Pb-VAR para os grupos experimentais infetados (A), area sob a curva (ASC) até G19 (B) e area
sob a curva até ao final da gestacdo (C).
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3.2.3. Evolucdo do peso materno ao longo da gestacao

O peso materno foi registado diariamente a partir de G15, sendo o dia anterior
ao parto o ultimo registo de peso. Para cada gravida, foi calculado o ganho de peso por
dia e normalizado para o nimero total de neonatos. As diferengas de ganho de peso
materno entre os grupos experimentais (figura 10A) foram observadas apenas nos
intervalos G15 a G16 e G18 a G19. Em ambos os periodos, o ganho de peso do grupo
NVNI foi significativamente maior do que o dos grupos NVI, OVA e DBL1-6 NP. Entre os
grupos NVNI e DBL1-6 PPr ndo houve diferenca ao nivel do ganho de peso materno, no
entanto as gravidas DBL1-6 PPr ndo tiveram um ganho de peso significativamente maior
do que os restantes grupos infetados.

O ganho de peso materno foi também calculado em periodos de tempo mais
alargados e normalizado para o niumero de neonatos. O aumento de peso de cada
gravida entre G13 e o dia anterior ao parto (tempo de exposicdo ao parasita) foi
calculado e as médias comparadas entre os diferentes grupos experimentais (figura
10B). O ganho de peso materno foi também calculado para um periodo temporal que
pareceu ser critico (entre G17 e o dia anterior ao parto), uma vez que varias gravidas
comecaram a perder peso dentro desse periodo (figura 10C). Em ambos os periodos
temporais houve diferencas no aumento de peso entre NVNI e os outros grupos
experimentais, com excecdo do grupo DBL1-6 PPr, que se manteve sempre mais
préximo do ganho de peso do grupo NVNI. Inclusivamente, no periodo critico (entre G17
e o dia anterior ao parto) o grupo DBL1-6 PPr registou, em média, um ligeiro aumento
de peso, ao contrdrio dos outros grupos infetados em que houve perda de peso materno

(estas diferencas, apesar de ndo serem significativas, sugerem uma tendéncia).
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3.3. Avaliacdo da resposta humoral em fémeas vacinadas

3.3.1. Evolucgao dos niveis de producado de anticorpos especificos para
recDBL1-6 durante o processo de imunizag¢ao

A vacinacado das fémeas consistiu em 3 imuniza¢des, com um intervalo de trés
semanas entre cada dose de proteina (NP-OVA ou recDBL1-6). Trés semanas apds cada
uma das doses, o soro das fémeas foi isolado para avaliar os titulos de anticorpos IgG e
subclasses 1gG1, 1gG2a, IgG2b e 1gG3, todos especificos para recDBL1-6 (figura 11). Os
titulos de IgG aumentaram significativamente no periodo entre T1 (21 dias apds a 12
dose de imunizacdo) e T3 (periodo entre 22 e 32 doses), embora em T2 (periodo entre
12 e 22 doses) também se observe aumento apesar de nado ser significativo (figura 11A).
Os titulos observados para a subclasse IgG1 foram muito semelhantes aos do IgG total
anti-DBL1-6. A detec¢do de IgG1 aumentou significativamente de T1 para T2 e T3, e de
T2 para T3 a média dos titulos manteve-se. Quanto as subclasses 1gG2a e IgG2b, ndo
foram detetados anticorpos em T1, mas apenas em T2 e T3, sem diferencas
significativas. No entanto, os titulos de IgG2a registados em T2 e T3 foram
significativamente mais baixos do que os de IgG1 (figura 11B). Ja os titulos de 1gG2b
registados em T2 e T3 ndo apresentaram diferencas em relacdo a IgG1l, mas foram
tendencialmente mais baixos. Relativamente a subclasse 1gG3, ndao foi detetada em
nenhum dos pontos temporais. Como era esperado, nas fémeas controlo (Nl e OVA) ndo
foi detetado IgG anti-DBL1-6, nem qualquer uma das subclasses testadas. Em suma, a

maioria dos anticorpos IgG anti-DBL1-6 parecem pertencer a subclasse IgG1 (figura 11C).
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3.3.2. Durabilidade dos anticorpos no soro materno

As fémeas imunizadas ndo engravidaram todas ao mesmo tempo. No sentido de

perceber qual a durabilidade do anticorpos no soro materno, foram comparados os

titulos de 1gG1, IgG2a e IgG2b em dois pontos temporais distantes: 21 dias e 68 dias apds

a terceira e ultima dose de imunizacgdo (figura 12). Para IgG1 (a subclasse predominante

nos soros das gravidas imunizadas com recDBL1-6) os titulos mantiveram-se. No caso de

IgG2a e IgG2b, houve uma diminuicdo dos titulos de 21 dias para 68 dias apés a ultima

dose de imunizagao.
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Figura 12. Titulos de I1gG1 (A), 1gG2a (B) e
IgG2b (C), 21 e 68 dias apds a 32
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3.3.3. Presenca de anticorpos no soro materno antes da infecdo e apds o
parto

Imediatamente antes da infecdo com Pb-VAR (G13) e logo apds o parto (PP) foi
isolado soro das maes para avaliar os titulos das subclasses IgG anti-DBL1-6 (figura 13).
As maes DBL1-6 NP apresentaram diminuicao dos titulos de IgG1 anti-DBL1-6 no periodo
entre infecdo e parto (p=0,0144), o que ndo se verificou nas mdes PPr (figura 13A).
Consequentemente, os titulos de 1IgG1 em PP foram significativamente diferentes entre
as maes NP e as mades PPr (p=0,0344). Também as fémeas vacinadas com NP-OVA
apresentaram diminuicao dos titulos de 1gG1 anti-NP-OVA de G13 para o PP (p=0,0435)
(figura 13B). Este resultado sugere que a manutencao dos titulos altos de IgG1 nas maes
DBL1-6 PPr durante a gravidez foi benéfica. Quanto as subclasses 1gG2a e IgG2b anti-
DBL1-6, ndo foram observadas alteracdes significativas de titulos no referido periodo,
nem diferencas entre as maes NP e PPr (figuras 13C e 11D). A subclasse 1gG3 nao foi
detetada na maioria das fémeas e naquelas em que foi detetada os titulos eram
praticamente vestigiais.

Em G13 (figura 14A) e PP (figura 14B), 1gG1 mostrou ser a subclasse
predominante em ambos os grupos (NP e PPr). As fémeas NP apresentaram titulos de
IgG1 significativamente mais altos do que IgG2a e IgG2b, tanto em G13 como em PP.
Quanto as maes PPr, a diferenca foi significativa apenas em PP; no entanto, também em
G13, os titulos de IgG1 sdo claramente mais altos do que IgG2a e IgG2b, sendo a auséncia
de significancia devida ao pequeno nimero da amostra (n=3).

Foram também feitos os racios entre as quatro subclasses (duas a duas). Os
racios entre as subclasses IgG2a e I1gG2b foram baixos, pois os titulos destas subclasses
foram muito semelhantes entre si, tanto em G13 (figura 14C) como em PP (figura 14D).
Além disso, ndo se verificaram diferencas entre as maes NP e PPr. Os racios entre IgG1
e cada uma das outras subclasses apresentaram valores mais altos pois, como tinha ja
sido observado, IgG1 predominava em relacdo as outras subclasses. Em G13 ndo se
registaram diferencas significativas entre as maes NP e PPr, mas em PP os récios
lgG1/1gG2a e 1gG1/I1gG2b foram significativamente maiores para as maes PPr. Este

resultado parece indicar que ndo s6 a manutencao de titulos altos de IgG1 anti-DBL1-6
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é benéfica, como um maior racio entre IgG1 e 1IgG2a e IgG2b é uma boa influéncia para

a mae e os seus fetos.
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Figura 13. Titulos das subclasses de I1gG anti-DBL1-6 no dia da infe¢do (G13) e apds o parto (PP)
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4. Discussao

Neste estudo mostrou-se que a vacinagao com a proteina recombinante DBL1-6
conferiu protecao parcial contra malaria placentdria a 23% das fémeas (figura 6). Os
critérios de avaliacdo da incidéncia da malaria placentaria ou protecao parcial contra a
doenca basearam-se no peso e viabilidade dos neonatos. Observou-se que os neonatos
de mades parcialmente protegidas (DBL1-6 PPPr) tiveram viabilidade semelhante a
observada em neonatos de maes nao infetadas e ndo vacinadas, ao mesmo tempo que
apresentaram melhoria significativa em relacdo a todos os outros grupos infetados
(figura 8A). Quanto ao peso, apesar dos neonatos de mdes protegidas terem
apresentado melhorias em relacdo aos outros grupos infetados, os seus pesos
continuaram a ser significativamente mais baixos do que os dos neonatos de maes nao
infetadas e ndo vacinadas (figura 8B). Em termos de mortalidade materna antes do
parto, as fémeas imunizadas com recDBL1-6 assim como com OVA tiveram percentagens
muito semelhantes a das fémeas ndo infetadas e ndo vacinadas, e aumento de
sobrevivéncia em relacdo as infetadas e ndo vacinadas (figura 5), o que sugere um papel
do adjuvante neste processo. Nao houve diferengas no nivel da parasitemia entre os
varios grupos experimentais, o que sugere que a prote¢ao nao esta relacionada com a
guantidade de parasita em circulagdo no sangue, mas provavelmente com a diminui¢ao
da acumulacdo de Els na placenta mediada por anticorpos capazes de impedir a ligacdo
entre os eritrécitos infetados (Els) e o CSA na placenta. Estudos mostram que a
parasitemia e a acumulacdo de parasitas na placenta podem ser independentes uma da
outra, podendo ser detetados parasitas na placenta sem que sejam detetados no sangue
periférico'3. Além disso, a exposicdo do VAR2CSA na superficie dos Els com Pb-VAR
ocorre aproximadamente em apenas 10% da populacdo (de Moraes et al., submetido),
logo sé a pequena populacdo de Els que expressa a proteina poderia ser alvo dos
anticorpos gerados pela vacinacdo. A parasitemia durante a gravidez das maes
protegidas é indicativo de maldria, logo a vacina usada neste estudo podera ter
protegido contra malaria placentaria, mas ndo contra maldria durante a gravidez. Entre
G13 e o pds-parto (PP), o aumento de peso das maes protegidas foi semelhante ao das

mades ndo vacinadas e ndo infetadas. Observou-se que IgGl foi a subclasse
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predominante durante o periodo de imunizagao (T1, T2 e T3; figuras 9B e 9C), em que
foram analisados os titulos de anticorpos IgG e subclasses de IgG especificos para a
proteina recDBL1-6. Também em G13 (imediatamente antes da infe¢do) e apds o parto,
IgG1 foi predominante em relacdo as subclasses IgG2a e 1gG2b. No entanto, enquanto
os titulos de IgG2a e IgG2b se mantiveram constantes entre G13 e PP em maes
protegidas e ndo protegidas, os titulos de I|gG1 em maes nao protegidas sofreram uma
diminuigao significativa no pods-parto, tendo-se mantido constantes nas maes
parcialmente protegidas.

O protocolo de vacinacdo constou de imunizacdes com Al(OH)s. A escolha deste
adjuvante deve-se a sua aplicacdo em protocolos de vacinagdo na populagdo humana.
Os adjuvantes de aluminio, como é o caso do Al(OH)s, caraterizam-se por desencadear
fortes respostas imunitarias mediadas por anticorpos?’, além de serem seguros, estaveis
e de facil preparacdo. Al(OH); é um adjuvante que gera respostas do tipo Th2%, que
induzem preferencialmente mudancga de subclasse para IgG1l. No entanto, dentro das
subclasses de IgG, IgG2a e IgG2b sao geralmente as mais potentes para ativar respostas
efetoras, logo seria interessante, em termos comparativos, alterar o regime de
vacinagdo, usando como adjuvante CPG-ODN, que gera uma resposta do tipo Thl,
induzindo mudanca de subclasse para 1gG2a, 1gG2b e 1gG3%°%; ou a combinacdo de
AI(OH)3 com CPG-ODN, gerando assim um repertério mais amplo de subclasses de IgG
anti-DBL1-6 e com maior avidez®®. As subclasses de IgG apresentam diferentes
afinidades para recetores Fc de ativacao e recetores Fc de inibi¢cdo, o que se traduz na
sua capacidade diferencial de mediar respostas efetoras*®5. E por isso importante ter
em conta as diferentes subclasses de IgG no desenho de uma vacina.

Os titulos de anticorpos IgG e subclasses 1gG1, 1gG2a e 1gG2b especificos para
DBL1-6 aumentaram ao longo do processo de imunizacdo no periodo entre T1 e T3.
Durante a primeira exposicdo ao antigénio, as células B podem diferenciar-se em
plasmécitos de curta duracdo, que tém baixa afinidade para o antigénio em questdo pois
expressam anticorpos ndo mutados e, consequentemente, protegem o organismo
hospedeiro contra variantes do patogéneo invasor3®. A resposta primaria gera
maioritariamente plasmdcitos de curta duracdo e, por isso, € uma resposta transitéria>.

No entanto, algumas células B entram no centro germinal, diferenciam-se em células B
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de memdria e estas, por sua vez, podem diferenciar-se em plasmécitos de longa
duracdo, que secretam anticorpos com alta afinidade para o antigénio em questao.
Quando o organismo é reexposto a esse antigénio, dd-se uma resposta secundaria, que
€ mais rapida e eficaz do que a resposta primdria, como resultado da acdo das células B
de memédria e dos plasmdcitos de longa duragdao, ambos especificos para o antigénio.
Sucessivas exposi¢des a um antigénio levam a um aumento da populagao de plasmdticos
de longa duracdo com especificidade para o mesmo. Estes plasmécitos de longa duracao
sobrevivem na matriz 6ssea e continuam a secretar anticorpos IgG especificos durante
longos periodos (meses, ou mesmo anos), mesmo sem a presenca do antigénio>38,
Assim sendo, a cinética dos titulos de anticorpos registados ao longo do processo de
imunizagao esta de acordo com a resposta das células B acima descrita. Em T1, as fémeas
tinham sido expostas pela primeira vez a proteina recDBL1-6. Apds a reexposi¢ao, em
T2, os titulos de 1gG e subclasses de IgG anti-DBL1-6 aumentaram consideravelmente.
Entre T2 e T3 foi também observado aumento, ainda que tenha sido menor do que no
periodo anterior (figuras 9A e 9C). E possivel que os aumentos sucessivos dos niveis de
anticorpos especificos em circulacdo apds cada imunizacdo sejam devidos ao aumento
de plasmdcitos de longa duragao que os secretem continuamente. Estudos anteriores
mostram que os anticorpos desempenham um papel importante na protegao contra
malaria>*°. Foi proposto que a exposi¢cdo sucessiva ao parasita produzisse plasmécitos
de longa duragdo ou células B de memodria que fossem rapidamente reativadas e se
diferenciassem em plasmdcitos que secretam anticorpos®.

Ao comparar os titulos de IgG1 em G13 e apds o parto (PP) observou-se reducao
significativa dos niveis deste anticorpo no grupo NP, enquanto que no grupo PPr os
niveis mantiveram-se e estavam aumentados em relacdo as maes NP (figura 13A). Estas
observacgdes sugerem que a manutencdo dos niveis de IgG1 durante a gravidez terd um
papel na protecao contra maldria placentaria. Estudos mostram que, em maes infetadas
com o parasita da maldria, os titulos de IgG aumentam ao longo da gestacdo e diminuem
imediatamente apds o parto*®32, Esta diminui¢do dos titulos de IgG1l apds o parto
também foi observada nas fémeas imunizadas com OVA (figura 13B), o que sugere que
poderd estar relacionada com a infecao. Para melhor compreender o efeito da infecao

na dinamica da resposta humoral, seria necessario acompanhar animais que tivessem

40



Avaliagdio da eficdcia da vacina contra maldria placentdria em modelo experimental

sido submetidos ao mesmo regime de vacinagdao sem terem sido infetados durante a
gravidez; no entanto, devido a restricdo de materiais, nomeadamente da quantidade de
proteina recDBL1-6, nao foi possivel fazer esta abordagem. As subclasses IgG2a e IgG2b
mantiveram titulos semelhantes entre G13 e PP e também ndo apresentaram diferencas
entre fémeas NP e PPr (figuras 11C e 11D). No entanto, os racios 1gG1/IgG2a e
lgG1/1gG2b foram significativamente maiores em PP nas maes protegidas (figura 14D),
0 que parece sugerir que foi mais vantajoso para as fémeas terem titulos de IgG1 muito
mais altos do que IgG2a e IgG2b. A manutencdo dos titulos de IgG1 nas maes protegidas
é um acontecimento para o qual ndo foi encontrada explicacdo, uma vez que todas as
fémeas receberam o mesmo tratamento. No entanto, provavelmente isto ndo estara
relacionado com niveis altos de IgG1 no momento da infecdo, ja que os titulos entre NP
e PPr em G13 sdo semelhantes. Portanto, é possivel que altos niveis de 1gG1 no
momento da infecdo sejam importantes, mas essa condicdo sé por si ndo parece ser
suficiente para garantir a protecdo. Assim, duas hipdteses distintas podem ser
levantadas:

12 hipdtese: a manutencdo dos titulos de anticorpos IgG1 no pds-parto no grupo
com protec¢ado parcial pode ser maioritariamente devida a plasmdcitos de longa duragao
gerados durante as imunizacles e, portanto, ja existentes no organismo no momento
da infecdo. No caso das maes NP, os plasmécitos de longa duragdo poderiam ter sido
eliminados por morte celular programada (apoptose), o que explicaria a queda dos
niveis de anticorpos (figura 15). Essa divergéncia entre as popula¢des teria que ser
suficiente para gerar as diferencas observadas na dindmica de anticorpos entre maes
PPr e maes NP.

22 hipdtese: a manutencdo dos titulos altos de IgG1 entre G13 e pds-parto em
maes PPr pode ser maioritariamente devida a células B de memoaria, geradas durante as
imunizacdes e que, quando expostas a infecao, sdo rapidamente ativadas e diferenciam-
se em plasmacitos que secretam anticorpos com grande afinidade para o antigénio. No
caso das maes NP, é possivel que as células de memodria ndo respondessem a infecao de

forma tdo eficaz quanto as mae PPr (figura 15).
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Figura 15. Hipoteses propostas para a diferenga na dinamica da resposta humoral observada

entre maes NP e PPr no pds-parto.

A observacao de que animais ndo protegidos também exibiram titulos altos de
IgG1 anti-DBL1-6 indica que serd necessario um estudo mais detalhado acerca das
propriedades de anticorpos especificos. De fato, a desvantagem da utilizacdo de uma
molécula grande e complexa para vacinacdo, como é o caso de recDBL1-6, é a
possibilidade de geracdo de anticorpos com especificidades para diferentes dominios da
molécula. No entanto, ainda ndo se sabe se dominios individuais de recDBL1-6 se ligam

ao CSA na placenta, ou se essas partes da molécula interagem entre si criando sitios de
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ligacdo ao mesmo?®. Torna-se assim importante definir a regido de ligacdo ao CSA para
desenvolver uma vacina mais eficaz, que produza anticorpos cujo alvo seja
especificamente essa regido. Varios estudos recentes tém-se focado nesta questdo, e
tém sido encontradas evidéncias de que o sitio de ligacdo ao CSA podera estar restrito
a regido N-terminal de VAR2CSA (DBL1X-3X)%¢:28-30, devido a maior imunogenicidade.
Porém, foi recentemente demonstrado que o soro de mulheres multigravidas tinha
maior reatividade contra os dominios da regido C-terminal (DBL4&-6¢)?’, 0 que sugere
que esta regido tem também um papel importante na protecao.

Os resultados deste trabalho sugerem que a protecdo parcial contra MP induzida
pela vacinacdo com a porc¢dao extracelular do VAR2CSA esta relacionada com a
manutencao de titulos da subclasse IgG1 especifica para recDBL1-6 e também com a sua
predominancia em relacdo as subclasses 1gG2a e 1gG2b. No entanto, é necessario

desenvolver uma vacina mais eficaz, que tenha uma maior incidéncia de protegao.
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