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RESUMO

Cumbane, V. S.; Soares, I. S. Dissertacao de Mestrado. Resposta de anticorpos
contra proteinas recombinantes baseadas em antigenos de merozoitos de
Plasmodium vivax em individuos de uma comunidade rural da Amazoénia brasileira.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. S&o Paulo. p.
83, 2011.

Nos ultimos anos, estudamos varios aspectos da resposta imune naturalmente
adquirida em individuos de diferentes areas endémicas da Regido Amazonica
expostos a malaria. Para isso, utilizamos proteinas recombinantes baseadas em
antigenos de formas sanguineas de P. vivax, os quais tém sido considerados
candidatos a vacina contra a malaria vivax. No presente trabalho, nossos estudos
imunoepidemioldgicos concentraram-se em 396 individuos de uma comunidade rural
da Amazoénia ocidental brasileira, localizada no Estado do Acre, com o objetivo de
realizar um estudo transversal e longitudinal da resposta de anticorpos contra um
painel de proteinas recombinantes derivadas de merozoitos de P. vivax (MSP1g,
AMA-1, MSP3a e MSP33). Para isso, os soros desses individuos foram testados por
ELISA quanto ao reconhecimento das quatro proteinas recombinantes. As
propor¢des de individuos na linha de base com anticorpos IgG contra MSP119, AMA-
1, MSP3a e MSP3B foram de 59,8%, 50,0%, 23,5% e 26,5%, respectivamente.
Dentre esses individuos, apenas 10,9% tinham infec¢gbes por P. vivax, P. falciparum
ou malaria mista. No grupo de infectados por P. vivax, a proporcdo de
respondedores foi maior para as proteinas recombinantes MSP1l;9 e AMA-1,
atingindo 78,6%, em ambos 0s casos. A propor¢do de individuos com anticorpos
para cada uma das proteinas associou-se com 0 maior tempo de exposicdo a
malaria, exceto para a MSP3. Além disso, a positividade foi mais alta nas areas de
maior risco de transmissdo. Nao observamos associacOes relevantes entre o
gendtipo do antigeno Duffy dos individuos e presenga de anticorpos para as
proteinas estudadas. No estudo longitudinal, observamos um aumento da
prevaléncia de respondedores durante a parasitemia patente, sendo de 81,9%,
80,9%, 31,9% e 48,9% para a MSP19, AMA-1, MSP3a e MSP3[3, respectivamente.
Em concluséo, nossos resultados confirmam a alta antigenicidade dessas proteinas,

0 que pode ser de grande importancia para futuros ensaios clinicos na regiao.

Palavras-chave: Maléria humana, Plasmodium vivax, resposta de anticorpos.



Abstract

Cumbane, V. S.; Soares, |. S. Master thesis. Antibody response against recombinant
proteins based on Plasmodium vivax merozoite antigens in individuals from a rural
community of the Brazilian Amazonia.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. Séo Paulo. p.
83, 2011.

In recent years we studied various aspects of the naturally acquired immune
response in individuals from different endemic areas of the Amazon region exposed
to malaria. For this purpose we used recombinant proteins based on P. vivax blood
stage antigens considered candidates for a vaccine against vivax malaria. In the
present study, we focused on 396 individuals from a rural community in western
Brazilian Amazon located at the state of Acre. We conducted a transversal and
longitudinal study of the antibody response to a panel of recombinant proteins
representing P. vivax merozoites surface antigens (MSP1l,9, AMA-1, MSP3a and
MSP3pB). The sera of these individuals were tested by ELISA for the recognition of
the four antigens mentioned above. The proportions of individuals at the baseline
with 1gG antibodies to MSP1,9, AMA-1, MSP3a and MSP3p were 59.8%, 50.0%,
23.5% and 26.5%, respectively. Among these individuals, 10.9% had patent malaria
infections with either P. vivax or P. falciparum or both. Among individuals with patent
P. vivax infection, the frequency of responders was high for MSP1,9 and AMA-1,
(78.6% in both cases). Except in the case of MSP3[, the proportion of individuals
with antibodies to each protein correlated with the time of malaria exposure. Also, the
positivity was higher in areas of higher transmission levels. No relevant association
was found between the Duffy genotypes and presence of antibodies to the different
antigen. In longitudinal study, we observed an increased prevalence of responders
during patent parasitemia, 81.9% 80.9% 31.9% and 48.9% to MSP1l,5, AMA-1,
MSP3a and MSP3pB, respectively. In conclusion, our results confirm the high
antigenicity of these proteins, which can be of great importance for future clinical
trials in the region.

Keywords: Human malaria, Plasmodium vivax, Antibody response
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1. Consideracdes sobre a epidemiologia da malarian o0 mundo e no Brasil

A malaria € uma infeccdo parasitaria que permanece associada a elevada
morbidade, a consideravel mortalidade e ao impacto socioeconémico significativo
nos paises afetados. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
malaria ocorre em mais de 100 paises e territorios (OMS, 2009). Estima-se que
cerca de 3,2 bilhdes de pessoas (40% da populacdo mundial) vivem em areas de
risco para a doenca, onde de 250 a 500 milhdes de pessoas sao infectadas
anualmente e, destas, de 1 a 3 milhdes morrem, principalmente criancas menores

de 5 anos e mulheres gravidas.

Desde 1970, a erradicacdo da malaria € foco da saude publica em nivel
mundial. Por tal motivo eleva-se o interesse no mapeamento das regides globais de
alto risco, com o intuito de melhor aplicar os fundos ja existentes, identificando as
necessidades especificas dos territorios, a fim de melhorar a distribuicdo e a
administracdo de medicamentos e métodos profilaticos (GUERRA; SNOW; HAY,

2006).

A distribuicdo de casos entre as espécies de Plasmodium que oferecem
risco ao ser humano é bastante heterogénea. Cinco espécies de Plasmodium séo
importantes na transmissdo da malaria humana: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi, todas pertencentes ao filo Apicomplexa, a familia Plasmodiidae e ao
género Plasmodium. O P. falciparum é a espécie predominante no mundo, seguida

pelo P. vivax (Figura 1).



(a)

(b)

Figura 1: Distribuicéo global de  P. falciparum e P. vivax em 2005. (A) Distribuicdo de P.
falciparum; (B) Distribuicdo de P. vivax (GUERRA et al., 2005).

A maior prevaléncia de casos ocorre na Africa, no Brasil, na india e no Sri
Lanka (OMS, 2004; GOOD et al., 2005). Em 2009, o numero de casos de malaria
estimados pela OMS foi de cerca de 225 milhdes. A regido Africana contribui com
85%, seguida pelo Sudoeste da Asia (10%), enquanto 4% correspondem as regides
do Mediterraneo Oriental. Destes casos, estima-se que ocorram cerca de 781.000

mil mortes, das quais 89% na Africa, 6% no Mediterraneo Oriental e 5% no Sudoeste

da Asia (OMS, 2010).

Nas Américas a doenca ocorre em 21 paises e territérios, sendo que 20%
da populacdo total vivem em locais de risco. Os relatos de casos na regiédo
diminuiram de 1,18 milhdes, em 2000, a 526.000, em 2009, sendo que quatro paises
representaram 90% dos casos reportados em 2009 (Brasil, Colédmbia, Haiti e Peru)

(OMS, 2010).



Segundo Mueller e colaboradores (2009), de 80 a 300 milhdes dos casos
notificados pela OMS estéo relacionados ao P. vivax e apresentam manifestagbes
clinicas que variam de assintomatica e leve a infec¢des crénicas que, em alguns
casos, evoluem a doencas graves e até mesmo a morte. O aumento dos casos de
malaria associados a espécie de P. vivax esta relacionado ao surgimento de cepas

do P. vivax resistentes as drogas e de vetores resistentes aos inseticidas.

Desta forma, as recentes notificacbes de casos graves e letais por esta
espécie justificam a necessidade de maiores investimentos e esforcos no
desenvolvimento de novas medidas profilaticas, dentre as quais destacamos uma
vacina contra o P. vivax. Neste contexto, existem apenas duas candidatas a vacinas
contra o P. vivax em testes clinicos e outras poucas se encontram em estudos pré-
clinicos, o que contrasta com as diversas vacinas em ensaios pré-clinicos e clinicos

contra o P. falciparum (MUELLER et al., 2009).

Segundo o0 Ministério da Saude, mais de 60% do territério
brasileiro possui condi¢cdes propicias a transmissdo da doenca (FREITAS et al.,
2007). O principal vetor no Brasil € o mosquito da espécie Anopheles darlingi, que
estd amplamente distribuido no pais. Aproximadamente 99,9% dos casos ocorrem
na regiao da Amazodnia Legal, que compreende os estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins. A
Amazobnia apresenta caracteristicas climéaticas, ambientais, ecolégicas e
socioeconbmicas extremamente favoraveis a transmissdo da maléria, mas ndo ha
distribuicdo homogénea da doenca na regido, uma vez que a doenca esti associada
ao processo de ocupacao e exploracdo natural (OLIVEIRA-FILHO & MARTINELLI,
2009). Em 2008, seis estados da regidao amazonica concentraram as notificacdes de

malaria: Acre, Amap4, Amazonas, Pard, Rondbnia e Roraima. Nestes estados a



grande maioria dos casos € referente aos residentes da zona rural, mas ha registros
também nas areas urbanas, de cerca de 15%. O risco de contrair a doenca néo se
mostra uniforme, sendo avaliado através da Incidéncia Parasitaria Anual (IPA), que
estratifica as areas de transmissdo em alto risco-IPA, maior que 49,9 casos de
malaria/1.000 habitantes; médio risco-IPA, entre 10 e 49,9 casos/1.000 habitantes;
baixo risco-IPA, de 0,1 a 9,9 casos/1.000 habitantes; e zero ou sem risco (revisto por

SARAIVA et al., 2009) (Figura 2).

Risco IPA - Amazonia Legal
[ |Sem transmissao
[ ] Baixo risco (n=318)
I Médio risco (n=81)
Il Alto risco (n=82)

Figura 2: Mapa de risco da malaria por municipio de infeccéo, Amazodnia Legal, 2008 .
(Incidéncia Parasitaria Anual: IPA) Baixo risco: IPA < 10; médio risco IPA 10-49; alto risco
IPA > 50

(p:/Iportal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar _texto.cfm?idtxt=31086&janela=2
(Acessado em 19/ 10/ 2009).

As populacdes migrantes com escassa imunidade e moradias precarias
geralmente possuem as condi¢cdes mais propicias para a infeccdo. As florestas
tropicais condizem com as areas de alto risco, pois a populagédo estd mais exposta e

h& maior densidade de mosquitos transmissores. Popula¢cdes mais antigas,



residentes em florestas menos densas, com infraestrutura social mais desenvolvida,
possuem niveis elevados de protecao; logo, apresentam médio risco de contrairem a
doencga, pois tém menos densidades de A. darlingi, com reativacdo focal e
predominio de P. vivax. As areas de baixo risco sdo aquelas com incidéncia de
malaria instavel, apresentando populacdes com infraestrutura social bem
desenvolvida, onde a transmissao foi interrompida, mas ainda conserva o potencial
de surtos da doenca. As areas sem risco sdo aquelas com auséncia de fatores
epidemiolégicos necesséarios para a transmissdo de malaria (FUNDACAO

NACIONAL DE SAUDE, 1996).

2. Epidemiologia da malaria no estado do Acre

O estado do Acre é atualmente responsavel por 8,5% dos casos de
transmissao de malaria que ocorrem na Amazénia Legal (Ministério da Saude 2009).
Em 2008, o municipio de Acrelandia apresentou Incidéncia Parasitaria Anual de 40,7
casos/1.000 habitantes. O numero de laminas positivas registradas no Acre em 1990
foi de 14.455, chegando a 36.063 no ano de 1995, e em 1997 diminuiu para 6.125.
De forma semelhante ao que ocorreu no resto da Amazbnia, houve aumento
significativo em 1999, com mais de 23.000 casos, representando aumento de quase

300% no numero de notificacdes (DA SILVA-NUNES et al., 2008).

Os dados do Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiolégica da
Malaria apontaram elevacdo no numero de laminas positivas no estado do Acre, em
2004, o qual contribuiu em até 86,9% dos casos de malaria registrados na Amazoénia
Legal. Em 2005, foram registrados cerca de 57.242 casos e, em 2006, este nUmero

chegou a 93.863 casos. Apesar deste consideravel aumento, em 2008, houve



reducdo de 54% dos casos, totalizando 27.705 registros (Figura 3, Ministério da

Saude, 2009).
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Figura 3: Incidéncia parasitaria anual (IPA) de mal  aria por mil habitantes . Acre, 2003 a
2008 (Ministério da Saude, 2009).

A diminuicdo da maléria foi atribuida a véarias acdes, entre elas a
expansdo da rede de diagnéstico, que passou de 1.182 para 3.217 laboratdrios
associados, representando acréscimo de 172,2% entre 1999 e 2007; a detec¢do e o
tratamento oportuno dos pacientes; assim como a inclusdo de novos farmacos no
esquema terapéutico. Além destas a¢des, o Ministério da Saude mantém um projeto
piloto no estado do Acre, com distribuicéo e utilizacdo de mosquiteiros impregnados

com inseticidas de longa duragéao.

Em estudos prévios realizados em comunidades do Acre foi demonstrado
que a presenca de infeccdo sintomatica, tanto por P. vivax como por P. falciparum,
foi mais frequente em individuos jovens e naqueles com menor periodo de
residéncia na Amazodnia. Os individuos mais velhos e com maior tempo de

residéncia na area endémica apresentavam frequentemente infecgbes



assintomaticas tanto por P. vivax como por P. falciparum (DA SILVA-NUNES et al.,

2008).

3. O ciclo de vida do parasito e aspectos clinicos da doenca

O ciclo do parasito inicia-se pela picada da fémea do mosquito Anopheles
infectado, o qual inocula o parasito nas formas de esporozoitos na derme durante o
repasto sanguineo. Estudos recentes em modelo animal mostraram que, apos a
picada do mosquito, 0os esporozoitos permanecem na derme durante certo periodo,
gue pode ser de até 6 horas, apesar da sua alta motilidade. Aproximadamente 70%
dos parasitos inoculados deixam a derme no intervalo de uma hora e atingem a
corrente sanguinea, pela qual alcancam o figado. Os 30% restantes entram nos
vasos linfaticos, com movimentos de deslizamento lateral, nos quais poderdo ser
reconhecidos pelas células do sistema imune, nos ganglios linfaticos, e uma
pequena porcdo pode desenvolver-se para a forma extraeritrocitica (AMINO et al.,

2006; DOOLAN et al., 2009).

No caso de P. vivax e P. ovale, algumas formas do parasita, denominadas
hipnozoitos, podem permanecer dormentes ou latentes no figado por periodos que
variam entre 1 més a 1-2 anos. O individuo infectado com estas formas latentes
apresenta manifestacdes clinicas da doenca posteriores ao tratamento, mesmo que

nao tenham tido novo contato com o0 mosquito transmissor.

No interior de hepatdcitos infectados, foram identificadas também
estruturas denominadas merossomos, que abrigam varios merozoitos e garantem a

liberacéo destes para a circulacdo sanguinea (STURM et al., 2006). Ha evidéncias



de que os merossomos atuam protegendo a célula infectada da morte por apoptose,
ao inibir a exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica das células
infectadas e retendo os niveis de célcio (Ca®") intracelulares no plasma. A
fosfatidilserina € também um sinalizador para as células fagociticas e, segundo o
exposto acima, as ceélulas infectadas sao protegidas da fagocitose e de células do

sistema imune (STURM et al., 2006).

Os merozoitos liberados na corrente sanguinea possuem vida curta e
altamente suscetivel a fagocitose, portanto evitam o contato com macrofagos e
rapidamente invadem os globulos vermelhos, iniciando o ciclo assexuado
eritrocitario (BAER et al., 2007). O estagio eritrocitario € o responsavel pelas
manifestacdes clinicas. Os merozoitos, apds invadirem os eritrécitos, transformam-
se em trofozoitos jovens e, posteriormente, em trofozoitos maduros e esquizontes
que, por esquizogonia, originardo outros merozoitos capazes de infectar novos

eritrécitos.

A fase eritrocitica do parasita coincide com a patogenia e as
manifestacbes clinicas da malaria, caracterizadas por sindromes febris ciclicas
(paroxismo malarico), que variam de 48 a 72 horas, de acordo com a espécie,
acompanhadas de mal-estar, cefaleia, cansac¢o, mialgia, entre outros. O inicio dos
sinais clinicos pode variar, dependendo da espécie, de 7 a 15 dias (BAER et al.,

2007).

No hospedeiro invertebrado, o ciclo inicia-se quando macrogametocitos e
microgametdcitos sdo ingeridos pela fémea durante a hematofagia no ser humano.
No estdmago do mosquito ocorre uma fase sexuada, resultando na formagéo de um
zigoto (oocineto), que posteriormente migra para se posicionar nas microvilosidades

do intestino. Assim, por esporogonia, resultam em oocistos com formas infectantes
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(esporozoitos). Os esporozoitos liberados migram para as glandulas salivares do
mosquito e poderao ser inoculados em um novo hospedeiro vertebrado (REY, 2008)

(Figura 4).

O P. falciparum infecta os eritrécitos em qualquer fase de vida, ao passo
qgue o P. vivax somente invade os reticuldcitos. Além disso, individuos que néo
possuem o antigeno Duffy em suas hemacias séo altamente resistentes a infeccao
por P. vivax, pois este atua como ligante para uma proteina encontrada no complexo
apical (micronemas) de P. vivax, denominada “Duffy Binding Protein” (DBP)
(CHITNIS et al., 1996). Individuos Duffy-negativos, fenétipo predominante na Africa
Ocidental, foram considerados, durante muito tempo, refratarios a infecgdo por P.
vivax. Entretanto, nos ultimos anos surgiram evidéncias de transmissédo de P. vivax
em individuos Duffy-negativos de uma popula¢do do Quénia (RYAN et al., 2006), do

Brasil (CAVASINI et al., 2007) e da Republica do Congo (CULLETON et al., 2009).
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Figura 4: Ciclo de vida das espécies de  Plasmodium causadoras da malaria humana
Fase assexuada pré-eritrocitica ou hepatica (A), ciclo eritrocitico (B) e fase esporogbdnica
sexual (C). A forma de hipnozoito ocorre apenas em P. vivax e P. ovale. Adaptado do site
http://www.luc.edu/biology/williamson.shtml| (acessado em 09 de agosto de 2010).
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4. Aspectos imunoldgicos da malaria

Os primeiros estudos feitos em humanos, que mostraram que €
possivel adquirir imunidade protetora contra a malaria mediada por anticorpos, foram
publicados na década de 1960. Estes estudos demonstraram que a transferéncia
passiva de soros de individuos hiperimunes foi capaz de controlar a parasitemia em
individuos ndo imunes (revisto por DOOLAN et al., 2009). Assim, a imunidade
adquirida a malaria esta relacionada ao estagio assexuado sanguineo do parasita.
Sua aquisicéo € lenta para os individuos que vivem em areas endémicas, podendo
levar mais de cinco anos para se desenvolver (revisto por BETTIOL et al., 2010).
Criancas de até aproximadamente seis meses de idade tém menor risco de
desenvolver a doenca, pois anticorpos recebidos passivamente da mae durante a
gestacdo sdo capazes de neutralizar o parasita e impedir a manifestacdo de
sintomas. Porém, quando esses anticorpos sao perdidos a crianca passa a ser um
dos maiores alvos da doenga em consequéncia do seu sistema imune ndo ser

suficientemente desenvolvido.

A partir dos cinco anos de idade as criangas comegcam a desenvolver
gradualmente a imunidade, que, apesar de nédo impedir o estabelecimento de novas
infeccdes, confere a reducdo no numero de parasitas infectantes, a diminuicdo das
sintomatologias clinicas da doenca e a redugdo da mortalidade. Diversos antigenos
sdo expressos nos diferentes estagios do parasita, 0os quais estimulam o sistema
imune do hospedeiro. Condicbes relacionadas ao hospedeiro, como o
desenvolvimento do sistema imunolégico, a idade e os mecanismos genéticos de

resisténcia, podem facilitar ou dificultar a aquisicdo de imunidade e as condi¢des de
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transmissdo a que esse individuo é exposto, bem como os fatores relacionados ao

parasita, entre estes a espécie, a variacao antigénica e outros.

Estudos sugerem que a aquisicdo de imunidade ocorre devido a
exposicdo cumulativa ao agente infeccioso, medida pela idade nas comunidades
estaveis (BULL & MARSH, 2002). A exposicdo repetida dos individuos ao
Plasmodium é um dos mecanismos capazes de induzir imunidade, a qual controla a
parasitemia na fase sanguinea, reduzindo assim o0s sintomas clinicos e as
complicacbes graves da doenca em regides endémicas de malaria (CROMPTON et

al., 2010).

Como mencionado anteriormente, 0s anticorpos Ssao importantes
mediadores da imunidade adquirida contra a malaria, pois promovem a inibicdo da
invasdo das hemacias pelos merozoitos, opsonizam merozoitos para a fagocitose,
bloqueando a invasdo dos parasitas intraeritrociticos, e ajudam na inibicdo celular
dependente de anticorpos (GOOD et al., 2005). Além disso, 0s anticorpos podem
neutralizar o efeito téxico associado com a ruptura dos esquizontes, 0 paroxismo

sintomético (calafrios e febre).

Apesar disso, os fatores que controlam o desenvolvimento de imunidade
adquirida eficaz apdés a infeccdo natural permanecem pouco conhecidos. Nesse
contexto, é importante a identificagdo de antigenos do parasita que possam ser
utilizados em estudos imunoepidemiolégicos visando melhora na compreensao da
imunidade naturalmente adquirida a malaria. Os antigenos de superficie de
merozoitos, MSP-1, MSP-2, MSP-3, MSP-4, MSP-5, MSP-8, RAP1/2, AMA-1 e EBA-
175, s&o os principais alvos nessas fungdes, pois estdo implicados com o processo

de invasao dos eritrécitos (FOWKES et al., 2010). Tais evidéncias imunolbgicas néo

sdo aplicaveis a criancas menores de 5 anos e em paises de baixa transmissédo da
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doenca, pois os individuos que ndo estdo expostos constantemente aos vetores
infectados perdem a imunidade protetora de forma gradativa e, consequentemente,
ficam vulneraveis ao Plasmodium, podendo desenvolver as formas graves da

doenca (MISHRA et al., 2007).

A imunidade a malaria € espécie e estagio especifico, portanto é
necessario desenvolver uma vacina para cada estagio do parasita ou uma vacina
combinada contendo antigenos das diferentes fases do parasita (GOOD et al.,
1998). Uma vacina para a fase pré-eritrocitica da malaria preveniria a infeccéo pelos
esporozoitos ou eliminaria os hepatocitos infectados. Por outro lado, uma vacina
baseada em antigenos do estagio eritrocitico reduziria o0 numero de células
infectadas e, por conseguinte, a mortalidade. Ja& uma vacina contra o estagio
sexuado bloquearia a transmissdo para o vetor, assim como a transmissdo para
individuos que vivem em comunidades isoladas (sem vacinac¢des) e que poderiam

entrar em contato com o Plasmodium através de visitantes infectados.

Diversas estratégias baseadas em antigenos sintéticos, proteinas e
microrganismos recombinantes, ou DNA plasmidial das diferentes formas evolutivas
do parasito, como estagios hepaticos e eritrociticos, visam induzir imunidade
protetora eficaz contra malaria através de vacinagcdo (MURHANDARWATI et al.,
2008; CUMMINGS et al., 2009; HUAMAN et al., 2009). Entretanto, apesar do grande
avango nessa area nos ultimos anos, alguns obstaculos, como a complexidade do
ciclo biologico, o alto polimorfismo de antigenos alvos e a incapacidade da maioria
das vacinas de proporcionar memaria imunolédgica de longa duracdo no hospedeiro,

tém dificultado a obtenc&o de uma vacina esterilizante.
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5. Antigenos de formas sanguineas candidatos a vacina

5.1. Proteina 1 de Superficie do Merozoito (MSP-1)

A MSP-1 é uma proteina de 200 kDa, majoritariamente expressa na
superficie do merozoito durante a esquizogonia sanguinea, na forma de
multicomponentes do processo proteolitico; no entanto, a importancia biolégica da
MSP-1 para a sobrevivéncia do parasita permanece desconhecida. Parasitos
nocaute para o gene da MSP-1 mostraram-se inviaveis, 0 que sugere que esta
proteina € importante para a sua sobrevivéncia (O’'DONNELL et al., 2001). Durante a
invasdo das ceélulas sanguineas, o precursor da MSP-1 é processado por duas
clivagens proteoliticas, sendo que a primeira origina quatro fragmentos 83 kDa, 30
kDa, 38 kDa e 42 kDa. Entre a liberacdo de merozoitos e a invasdo do eritrocito
propriamente dita, o fragmento C-terminal de 42 kDa ligado a membrana inicia uma
segunda clivagem, originando o fragmento de 33 kDa, que é liberado na corrente
circulatéria, e o fragmento carboxila-terminal de 19 kDa (MSP1,4), considerado como
precursor no inicio do ciclo eritrocitico subsequente (BLACKMAN et al., 1990).
Existem evidéncias de que apenas o fragmento de 19 kDa permanece ancorado a
membrana pela fragéo glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo carreado para dentro dos
eritrécitos. Isto se repete nas fases iniciais do ciclo eritrocitico subsequente (HOLM
et al.,, 1997; BRANCH et al., 1998; GOOD & DOOLAN, 1999; LAZAROU et al., 2009,

MAZUMDAR et al., 2010).

O gene que codifica a MSP-1 de P. vivax, cepa Belém, que € conhecido
por Pv200, codifica 1.726 aminoacidos, 0s quais apresentam varias caracteristicas
similares a ortélogos de outras espécies de Plasmodium, tais como peptideo sinal,

sequéncias de ancora de GPI, residuos de cisteinas conservados (regido C-
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terminal), sitios de N-glicosilacdo e 23 residuos de glutamina em linha (DEL
PORTILLO et al., 1991). A comparacdo das sequéncias de nucleotideos dos genes
da MSP-1 de P. vivax, P. falciparum e P. yoelii revelou a existéncia de 10 regides
conservadas entre as espécies (ICB) alternando com regides de maior diversidade
(Figura 5). Também foram aproximadas trés regides conservadas entre apenas P.
vivax e P. falciparum, denominados blocos conservados (CB) 3, 7 e 9. A PYMSP1;9

que se insere na regiao C-terminal da PvMSP-1 é denominada de bloco 10 (ICB10).

Putaporntip et al. (2002) estabeleceram outra classificacdo para os blocos
que compdem a estrutura da PvMSP-1 (cepa Belém), na qual revelou a existéncia
de seis blocos variaveis, com 445 aa (2, 4, 6, 8, 10 e 12), intercalados a sete blocos
conservados com 1.306 aa (1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13), sendo que a PVMSP1,9 €
representada pelo bloco 13, correspondente ao ICB10 (BASTOS, 2007) contendo
dois dominios semelhantes ao fator de crescimento epidermal (EGF), regidao que
parece estar funcionalmente relacionada a interacdo entre merozoito e eritrécito.
Egan et al. (1996) observaram, em criangas, que anticorpos contra um dos motivos
do fator de crescimento epidermal de PIMSP1,4 estavam fortemente associados com
resisténcia a malaria clinica e com niveis elevados de parasitemia. Assim, a
PVMSP1:9 vem despertando grande interesse como candidata vacinal, pela sua alta
imunogenicidade em infec¢bes naturais e experimentais. Imunizagcbes em macacos
com a MSP1;9 de P. cynomolgi resultaram em resposta com elevado numero de
anticorpos e protecdo eficaz contra a infeccdo com as formas sanguineas do

parasita apés desafio (PERERA et al., 1998).
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MSP1,,
ICB1 ICB2 CB3 ICB4 ICB5 ICB6 CB7 ICB8 CB9 ICB10

Figura 5: Representacdo esquematica da MSP-1 de  Plasmodium. Blocos conservados
entre as espécies (ICB) de P. falciparum, P. vivax e P. yoelii. Com > 48% de similaridade
de aminoacidos = em branco; blocos conservados (CB) apenas entre as espécies de P.
falciparum e P. vivax com > 50% de amino&cidos similares = em cinza; blocos polimérficos
com < 45% aminoacidos similares = em preto. Adaptado de DEL PORTILLO et al. (1991).

Além disso, altos titulos de anticorpos especificos tém sido observados
em estudos pré-clinicos apds imunizagbes experimentais em camundongos
(SACHDEVA et al., 2004). Estudos transversais realizados na Amazodnia brasileira
mostraram que individuos com malaria vivax aguda, e/ou prévia exposicao,
frequentemente apresentam altos titulos de anticorpos contra a PVMSP-1ig
(SOARES et al., 1997, 1999a, 1999b; CUNHA et al.,, 2001; RODRIGUES et al.,
2003, 2005; MORAIS et al., 2005; BARBEDO et al., 2007; BASTOS et al., 2007).
Devido a elevada capacidade antigénica desta proteina recombinante, ensaios para
a deteccdo de anticorpos especificos por ELISA (LIM et al., 2002; RODRIGUES et
al., 2003) e Dot-ELISA (COELHO et al., 2007) foram posteriormente desenvolvidos

como métodos de diagndstico de infecgdes recentes pelo P. vivax.

5.2. Antigeno 1 de membrana apical (AMA-1)

O Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1) é expresso na superficie de
merozoitos de todas as espécies de Plasmodium. Concentrando-se no pélo apical
do merozoito, apresenta de 556 a 563 aminoacidos em todas as espécies de
Plasmodium (revisto por REMARQUE et al., 2008). O processo de translocacéo de

AMA-1 para a superficie do merozoito é acompanhado de um precursor de 83 kDa



18

presente nos micronemas do poélo apical do merozoito que, quando clivado pela
regido N-terminal anteriormente a invasao de eritrcitos, gera uma proteina madura
de 66 kDa, que € transportada para a superficie do merozoito. Uma vez na
superficie de merozoitos, um segundo processo de clivagem ocorre, dando origem a
um fragmento de 48 kDa, que forma a maior parte do ectodominio, e um fragmento
com 44 kDa com a quebra no dominio Il (Figura 6). O significado biologico do
segundo processamento de clivagem ainda néo esta bem claro. No entanto, sugere-
se que os eventos de processamento e redistribuicio de AMA-1 podem ser
necessarios para invasdo das células do hospedeiro (TRIGLIA et al.,, 2000;

MITCHELL et al., 2004; DUTTA et al., 2005).

A AMA-1 é formada por trés regides: transmembranica, citoplasmatica e
ectodominio (HOWELL et al., 2001). O ectodominio se caracteriza pela presenca de
trés dominios distintos (dominios |, Il e Ill), que possuem 16 residuos de cisteina,
formando 8 ligacOes dissulfidicas. A estrutura tridimensional de AMA-1 de P. vivax
revelou que os dominios | e Il formam maddulos “PAN”, que definem a superfamilia
de proteinas implicadas na acoplagem do receptor de ligacdo entre proteina-

proteina e proteina-carboidrato durante a invasédo (PIZARRO et al., 2005).

Ha evidéncias de que AMA-1 participa na reorientacdo e na ligacdo do
merozoito no momento de invasdo do eritrécito. Além disso, foi demonstrado que
AMA-1 do P. falciparum pode ser expressa em micronemas de esporozoitos e
anticorpos anti-AMA-1 inibem a invasédo do parasito, sugerindo assim que a proteina
estd envolvida na invasao de hepatécitos (SILVIE et al.,, 2004). Desta maneira, 0
desenvolvimento de uma vacina baseada na proteina AMA-1 poderia ser eficiente
contra infec¢cdes na fase pré-eritrocitica e sanguinea, uma vez que esta proteina

esta presente nos esporozoitos e merozoitos (SILVIE et. al., 2004).
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Treeck et al. (2009) caracterizaram a AMA-1 como uma das fortes
candidatas ao desenvolvimento de uma vacina, pois anticorpos direcionados contra
a proteina preveniram a invasdo dos eritrocitos. Outras evidéncias indicam que
anticorpos que interferem na clivagem proteolitica e no processo de redistribuicdo da
proteina inibem a invasdo dos hepatdcitos e dos eritrocitos pelos esporozoitos e

merozoitos, respectivamente (DUTTA et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais a imunizacdo com AMA-1 confere a protecao
ainda ndo sdo bem conhecidos, mas incluem a producdo de anticorpos que
bloqueiam a entrada dos merozoitos nos eritrocitos, a inibicdo do crescimento do
parasito e a promocéo de uma resposta do tipo celular direcionada contra o parasita
(HUAMAN et al., 2009). Estudos em modelos animais e in vitro demonstraram que
anticorpos contra AMA-1 podem reduzir substancialmente a multiplicacdo do

parasito e proteger contra infeccdes letais (revisto por REMARQUE et al., 2007).

Peptideo

66 kDa

sinal

48 kDa

44 kDa
[ Ectodominio rico em cisteina

|:| Regido transmembrana
- Regido citoplasmatica

Figura 6: Representacdo esquematica da proteina AMA- 1 de Plasmodium, destacando
os fragmentos resultantes da clivagem proteolitica (adaptado de HOWELL et al., 2001).
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5.3. Proteina 3 de Superficie do Merozoito (MSP-3)

A MSP-3, proteina soluvel expressa durante a esquizogonia e que
também parece estar intimamente associada a superficie merozoito, é outra possivel
candidata a compor uma vacina contra as formas sanguineas do parasita (McCOLL
& ANDERS, 1997; GALINSKI et al., 1999, 2001). A MSP-3 de P. vivax caracteriza-se
por uma familia de proteinas de superficie de merozoitos, entre estas as
denominadas MSP-3a, MSP33 e MSP3y (GALINSKI et al., 2001). Nas trés proteinas
foram observadas estruturas semelhantes, que contém de 35 a 38% de identidade e
48 a 53% de similaridade (ZAKERI et al.,, 2006). Analises das sequéncias de
aminoacidos destas proteinas indicam que elas ndo possuem um dominio
hidrofébico transmembrana, nem uma ancora de GPI (GALINSKI et al., 1999). Todas
as trés proteinas contém um dominio central com sequéncia de amino&cidos rica em
alanina (31% para a MSP-3a, 23% para a MSP-33 e 25% para a MSP-3y), com
predicdo para formar estrutura secundaria de forma a-helicoidal e estrutura terciaria
do tipo “coiled-coil” (GALINSKI et al., 1999; GALINSKI et al., 2001; RAYNER et al.,
2004; BURGESS, GARBOCZI, SCHUCK, 2005;). Estas alaninas estdo organizadas
como motivos heptads e preenchem preferencialmente as posicoes 1 e 4
(AXXAXXX). As posicdes 5 e 7 sdo preferencialmente preenchidas por aminoacidos
carregados. Os dominios “coiled-coil” possivelmente contribuem para interacdo
proteina-proteina (GONDEAU et al., 2009) (Figura 7). Evidéncias indicam que a
proteina MSP-3a possui o0 total de seis regides promissoras para a formacdo deste

tipo de estrutura terciaria.

A sequéncia primaria da proteina MSP-3a de P. vivax (PvMSP-3a, cepa
Belém) indica que esta € constituida de 845 aminoacidos e tem massa molecular

aparente de 150 kDa. A proteina apresenta trés regifes: conservada,
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semiconservada e polimorfica. Foi demonstrado que o gene codificante da proteina
MSP-3a é altamente polimorfico, apresentando regides de insercéo e delecdo entre
diferentes isolados de P. vivax e esta diversidade alélica é amplamente utilizada
como marcador para distinguir diferentes infeccbes em estudos populacionais
(BRUCE et al., 1999; ZAKERI et al., 2006). Apesar do elevado grau de polimorfismo
da proteina na sua regido N-terminal, a regido C-terminal da PvMSP-3a se mantém
bastante conservada, originando subdominios envolvidos em dois blocos (Bloco I:
porcdo N-terminal polimérfica e Bloco Il: regido C-terminal de menor variabilidade),
em ambos os subdominios definidos, ha alta probabilidade (quase 100%) para
formacdo de estrutura do tipo “coiled-coil’. Estes resultados sugerem que a
distribuicdo do polimorfismo se restringe ao gene, ndo a funcdo, e requer maiores
investigagbes como candidata a vacina (RAYNER et al.,, 2002; CUI et al., 2003;

MASCORRO et al., 2005).

A proteina MSP-33 é constituida por 33-659 aminoacidos e possui massa
molecular aparente de 104 kDa (GALINSKI et al., 2001) (Figura 7). O gene que
codifica a MSP-3[3 € altamente polimorfico em isolados naturais, com predominio de
insercoes/delecdo na regido central rica em alanina (YANG et al., 2006). Acredita-se
que a regido N-terminal est4 sob selecdo positiva da resposta imune o que explicaria
a importancia do polimorfismo da proteina. A regido C-terminal é menos divergente,
incluindo regides hidrofébicas com cargas negativas, sofrendo selecdo positiva
menor (RAYNER et al., 2004). Também foi demonstrado que apesar de o0 gene que
codifica a proteina MSP-3[3 ser altamente polimorfico, certas propriedades fisicas da
proteina sdo mantidas, particularmente a habilidade para formacdo da estrutura
terciaria em “coiled-coil” (RAYNER et al., 2004). Estes dados sugerem que a

manutencdo destes dominios estruturais deve ser importante do ponto de vista
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funcional da proteina.

Existem poucas informac¢des sobre a funcionalidade das proteinas MSP-
3, mas sabe-se que a regido C-terminal destas proteinas de P. falciparum é
altamente conservada. Estudos identificaram que anticorpos anti-MSP-3 seriam
capazes de atuar por ADCI (inibicéo celular dependente de anticorpos) (SOE et al.,
2004; SINGH et al.,, 2004), mecanismo importante para aquisicdo de imunidade
parcialmente protetora contra a fase sanguinea do parasito (GALINSKI et al., 1999).
Ja foi demonstrado também que a transferéncia passiva de IgG anti-MSP-3,
presente em soro de individuos clinicamente imunes, € capaz de controlar a doenca
e 0 nivel de parasitemia em individuos ndo protegidos que estdo expostos a
diversidade geografica de linhagens do parasita (SINGH et al., 2004; RAYNER et al.,

2004).

Em estudos anteriores, avaliamos diversos aspectos da resposta imune
humana naturalmente adquirida contra 4 proteinas recombinantes (em fusdo com
Glutathiona S-transferase - GST) derivadas da MSP-3a (C-terminal) e MSP-33 (N e
C-terminal e a proteina inteira) de P. vivax (CUNHA, 2001). Estes estudos
mostraram que a frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG durante
a infeccdo patente contra pelo menos uma das proteinas recombinantes
representando a MSP-3a e MSP-3[3 foi de 44,2% e 54,8%, respectivamente. Em
outro trabalho, utilizando as mesmas proteinas recombinantes produzidas a partir de
vetores pET, observamos altas porcentagens de respondedores durante a infecgao
patente contra pelo menos uma das proteinas recombinantes MSP3a e MSP3[3

(68,2% e 65,9%), respectivamente (JIMENEZ, 2007).
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Dominio central rico em alanina

NH. COOH

Figura 7: Representacdo esquematica das proteinas M SP3a e MSP3B. As regibes ricas
em alanina e com alta predicao para formacgéo de “coiled-coil” estdo destacadas em cinza.
As cores representam: brancas (regides conservadas); cinza (regides altamente
polimorficas) (GALINSKI et al., 1999, 2001).

6. Antigenos Duffy

O sistema do grupo sanguineo Duffy (Fy), recentemente conhecido por
antigeno DARC (antigeno Duffy receptor de quimiocinas) foi nomeado para um
homem politransfundido hemofilico em 1950, cujo novo anticorpo no soro foi
encontrado e consiste de dois principais antigenos Fy* e Fy° produzidos pelos
codominantes FY*A e FY*B. Os individuos Duffy positivos (Fy") expressam cinco
gendtipos comuns [FY*A/FY*A, FY*B/FY*B (homozigoticos), FY*A/FY*B, FY*A/FY*B
nulo, e FY*B/FY*B nulo (heterezigoto com dois ou com um alelo expresso)], que
definem trés fenétipos: Fy (a’b"), Fy (a’b), Fy (a'b"). Os individuos com polimorfismo
genético na regido promotora do antigeno DARC expressam (FY*B nulo/FY*B nulo
ou FY*O), exibindo Duffy negativo com fenétipo Fy Fy(a'b’), fen6tipo encontrado com

predominancia em negros (CHAUDHURI et al., 1995).

Ensaios experimentais de campo demonstraram que africanos e
afroamericanos sdo altamente resistentes a malaria por P. vivax, quando desafiados
com sangue humano ou mosquitos infectados com numero limitado de cepas de P.

vivax (revisto por MENARD et al., 2010). Esta hip6tese sustenta-se sobre o fato de
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gque o genodtipo Duffy negativo é a base para a resisténcia ao P. vivax,
estabelecendo o paradigma de que o P. vivax requer antigeno Duffy positivo para
invasdo do eritrocito. Recentemente foi demonstrado que individuos da Papua Nova
Guiné heterozigotos para Fy (+/-) sdo menos susceptiveis a infeccdo por P. vivax
quando comparados aos individuos homozigotos (+/+) (KASEHAGEN et al., 2007).
Sabe-se que a heterozigosidade (FYA/FY, FYB/FY) diminui o numero de sitios
antigénicos expressos na superficie do eritrocito em cerca de 50%. No Brasil foram
diagnosticados dois casos de infeccdo por P. vivax em individuos Duffy negativos

(CAVASINI et al., 2007a).

No entanto, outras evidéncias indicam que a invasao pelas formas
hepaticas do P. vivax ndo requer o antigeno DARC, que é expresso na superficie de
todos os reticuldcitos. Com isso, os individuos Duffy, positivo ou negativo, sao
suscetiveis aos esporozoitos, desenvolvendo a infec¢cao da forma hepatica. Quando
0S merozoitos sao liberados para a corrente sanguinea, sé os individuos Duffy
positivos desenvolvem a infeccdo da forma sanguinea, pois os Duffy negativos ndo
expressam o antigeno DARC e ficam refratarios aos estagios sanguineos de P.
vivax (MILLER et al.,, 1976; MAESTRE et al., 2010). Entretanto, recentemente
surgiram evidéncias de transmissdo de P. vivax em individuos Duffy negativos de

uma populacdo do Quénia (RYAN et al., 2006).

Em estudos prévios realizados no Acre (DA SILVA-NUNES, 2008), foi
observado que os gendtipos mais frequentes foram FYA/FYA (36,2%), FYB/FYB
(21,0%) e FYB/FY (18,5%); enquanto 0s gendtipos menos frequentes foram
FYA/FYA (13,3%), FYA/FY (8,7%) e FY/FY (2,3%). Entretanto, nenhuma associagao
entre nivel de expressao de Duffy nos eritrécitos e resposta de anticorpos para

antigenos de P. vivax foi investigada.



ll. OBJETIVOS
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1. Objetivo geral

Avaliar a resposta de anticorpos contra um painel de proteinas recombinantes
derivadas de merozoitos de P. vivax em individuos de uma comunidade rural do

estado do Acre e no seguimento clinico-laboratorial dessa populacdo por 15 meses.

2. Objetivos especificos

2.1. Avaliar a resposta de anticorpos IgG contra as proteinas MSP1;9, AMA-1,

MSP3a e MSP3p de P. vivax em amostras de individuos que participaram

do corte transversal (n=396).
2.2. Investigar a associacao entre prevaléncia de anticorpos IgG e as seguintes
variaveis epidemioldgicas:
a) tempo de residéncia na area endémica
b) nimero de episodios prévios de malaria
c) local de residéncia dos individuos
d) fendtipos do antigeno Duffy

2.3. Determinar os titulos de anticorpos IgG contra cada um dos antigenos em

individuos que se infectaram pelo P. vivax durante o seguimento dessa

populacdo ao longo de 15 meses (n=41).



Il. MATERIAIS E METODOS
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1. Area e populacéo de estudo

O Acre faz parte dos estados da Amazonia Legal. Um Descreto-Lei de
1966 instituiu tratamento especial nos processos de colonizacdo a serem
estabelecidos nessa area, para ndo descaracterizacdo do espaco geografico
(FERREIRA e SALATI, 2005). Neste trabalho, a area de estudo escolhida foi o
Ramal do Granada, gleba Q da linha 14 (Km 14 a 30), e também a Reserva da Linha
14, ambos situados a 30-50 km do municipio de Acrelandia, a 114 km a leste de Rio
Branco. Localizada entre os rios Abuna e Iquiri, no Vale do Rio Acre, a area € parte,
desde 1982, do Projeto de Assentamento Dirigido (PAD) Pedro Peixoto (Figura 8). A
regido caracteriza-se por possuir clima equatorial imido, com periodo chuvoso, que
apresenta média de precipitacdo de 2.198,5 mm entre dezembro e marco (DA

SILVA-NUNES et al., 2008).

Segundo a Secretaria Estadual de Saude do Acre (SESACRE), o
municipio de Acrelandia possui 92 microareas de notificacdo de casos de doencgas
transmissiveis e numero maior de notificacdes de casos de maléria. Isto se deve ao
aumento de assentamento agrario das populagbes, levando a incremento na
transmissdo de malaria na regido, ndo somente pelo fato das mudancas ambientais,
mas também pela aproximacédo entre o ser humano e o habitat do vetor. Tanto em
2001 como em 2002, o Ramal do Granada foi a microarea com maior niumero de
notificagdo de casos de maléria (192 em 2001 e 75 em 2002). A linha 14 também é a
microarea com maior niumero de habitantes (415 habitantes cadastrados em 2001
pela coordenacao local de controle de endemias). Esta linha foi aberta na década de

1970, no inicio do PAD Pedro Peixoto.
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A escolha da éarea de estudo baseou-se nas caracteristicas
epidemioldgicas, na facilidade de acesso ao local e na existéncia de trés postos de
diagnéstico de maléaria. A transmissdo da malaria é heterogeneamente distribuida
pelo Ramal do Granada, em decorréncia dos diferentes padrées de uso da terra e da
derrubada de florestas. Em funcdo desses aspectos, a area de estudo foi dividida
em quatro setores relativamente homogéneos, com incidéncia crescente de malaria:
setor A (do Km 14 ao km 20 do Ramal), setor B (Km 20 a Km 24), setor C (Km 24 a
km 30) e setor D (Reserva da linha 14), sendo este ultimo o de maior incidéncia da
doenca (Figura 8). Estes indices de incidéncia foram medidos entre marco de 2004 e
maio de 2005. O Acre possui cerca de 703.447 habitantes, destes 8.697 residem no

municipio de Acrelandia (IDB, 2008).
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Figura 8: Mapa mostrando a localizacdo do estado do Acre e indicando o municipio de
Acrelandia (Ramal do Granada no PAD), Pedro Peixoto . A localizagdo de cada domicilio
€ indicada por circulos. Os circulos pretos e brancos indicam, respectivamente, domicilios
com e sem casos de maléria registrados durante o seguimento longitudinal. Os triangulos
pretos indicam os postos de diagnéstico microscopico de malaria, mantidos pelo servigo de
saude local, e as estrelas sdo as habitacdes usadas para se calcular a distancia de cada
habitacdo em relacdo a casa-indice (revisto por DA SILVA-NUNES et al., 2008).

2. Colheita e manuseio das amostras

2.1. Individuos expostos a malaria

O total de 396 amostras de soros de individuos expostos ao P. vivax e P.
falciparum, residentes em area endémica, foi coletado no municipio de Acrelandia,
Ramal do Granada, no Estado do Acre, durante o ano de 2004, pela equipe do Dr.
Marcelo Urbano Ferreira, do Departamento de Parasitologia (ICB-USP). Este grupo
€ composto de 219 individuos (55,3%), do sexo masculino, e 177 (44,7%), do sexo
feminino, com idades entre 2 e 91 anos (média de 27 anos). A partir do total de

amostras inicial acima referido, 41 individuos (94 amostras), i) P. vivax (n= 92), ii) P.



31

falciparum (n= 2) fizeram parte do grupo do seguimento. Pelo periodo de 15 meses,
todos os individuos foram mantidos sob vigilancia de morbidade, através de visitas
diarias (no minimo 5 vezes/semana) a area de estudo para detectar todos os

individuos com episédios de malaria e outros parametros laboratoriais.

Os dados destes individuos foram informados em trabalho anterior (DA
SILVA-NUNES et al., 2008), o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do ICB-USP, em 19 de julho de 2002. Para a realizacdo do
presente estudo, o projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da FCF-USP, em 29 de marc¢o de 2010.

2.2. Individuos sadios

Vinte e nove amostras de soro de individuos sadios que nunca estiveram
em area endémica de maléaria foram utilizadas para o calculo do “cut off” nos ensaios
sorologicos. Estas amostras fazem parte da soroteca do laboratério e ja foram
utilizadas em estudos prévios de nosso grupo (RODRIGUES et al., 2003, 2005;

BARBEDO et al., 2007; MUFALO et al., 2008).

3. Composicao dos reagentes, solugdes e meios de cu  ltura utilizados

3.1. Solucbes e tampdes para eletroforese em gel d e poliacrilamida

(SDS-PAGE)

- Gel de poliacrilamida para eletroforese de proteinas (SDS-PAGE) — Para 2 géis

(minigel).
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- Gel de corrida: acrilamida 30%/bis-acrilamida 0,8% (Fluka Chemie, Steinheim,
Alemanha) - 3,5 mL, Trizma base 0,75 M (Invitrogen)/SDS 0,2% pH 8,8
(Invitrogen) - 4,5 mL, persulfato de aménio 10% - 100 uL, TEMED (Invitrogen) - 12

ML.

- Gel de separacgdao: acrilamida 12%/Bis-acrilamida 1,2% - 1,25 mL, Trizma base 0,25
M/SDS 0,2% pH 6,8 — 2,5 mL, persulfato de aménio 10% - 100 pyL, TEMED -
12uL.

- Gel de separacgdao: acrilamida 15%/Bis-acrilamida 1,5% - 1,25 mL, Trisma base 0,25
M/SDS 0,2% pH 6,8 — 2,5 mL, persulfato de aménio 10% - 100 pyL, TEMED -
12uL.

- Tampao de amostra para SDS-PAGE (4x): 10% glicerol; 4% SDS; 100 mM 2-
mercaptoetanol (Bio-Rad); 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1% de azul de bromofenol
(Bio-Rad).

- Tampéao de corrida (1x): 35 mM SDS; 160 mM glicina; 25 mM Tris-HCI pH 8,3.

- Solugdo corante: 1% Coomassie blue R250 (USB); 45% Metanol; 10% &cido

aceético.

- Solucao descorante: 45% Etanol; 10% acido acético.

3.2. Meios para cultura de bactérias

- LB (Luria Bertani): 2% LB broth base (Invitrogen); 0,5% NaCl (Synth) pH 7,0.
- LB-amp: LB, 100 pg/mL de ampicilina(USB).
- LB-Amp+Clr: LB, 100 pg/mL ampicilina mais 35 mg/mL cloranfenicol (Sigma).

- LB-agar: LB; 1,5% bacto agar (BD Biosciences).

3.3. Tampdes utilizados para a obtencdo da proteina  recombinante MSP3 B

- Tampéo de sonicacao: 57,5 mM NaH,PO,: 3,45 g; 128,7mM NacCl: 3,76 g; pH 7,0
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- Tampao de lavagem: 57,5 mM NaH,PO4: 6,9 g; 128,7 mM NaCl: 7,52 g; 10%

Glicerol: 100 g; pH 6,0

- Tampéao de eluicdo (gradiente de imidazol):

Imidazol (mM) * Volume Imidazol Volume de Wash
solucéo estoque (1 M) Buffer (mL)
0 0 30
30 0,9 29,1
100 3 27
200 6 24

*Em todos os tampdes foi adicionado 1 mM de PMSF (Pierce).

- Tampao de dialise para estoque da proteina (em PBS 2L)

3.4. Tampdes utilizados para obtencdo da proteinar ecombinante AMA-1 a

partir dos precipitados dos extratos bacterianos (c orpos de incluséo)

- Tampéo de lise: 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 10 mM EDTA; 200 ug/mL
Lisozima (Sigma); 2 mM PMSF

- Tampao de lavagem do precipitado: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,5% CHAPSO
(SIGMA)

- Tampao de solubilizacdo: 20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 6 M Uréia; 10% Glicerol

- Tampao de equilibrio: 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M NaCl; 6 M Ureia; 5 mM
Imidazol; 10% Glicerol

- Tampao de lavagem: 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M NaCl; 6 M Ureia; 20 mM
Imidazol; 10% Glicerol

- Tampao de “refolding”: 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M NaCl; 20 mM Imidazol; 10%
Glicerol; 0,5 mM GSSG; 5 mM GSH; 0,1% Triton X; ureia (6 M, 4 M, 2 M, 1 M, 0,5
M e 0 ureia)

- Tamp&o de eluigédo: Tris-HCI 20 mM pH 8,0; 0,5 M NaCl; 10% Glicerol; 0,5 mM
GSSG; 5 mM GSH; 0,1% Triton X; 300 mM Imidazol

- Tampao de didlise para estoque da proteina: 50 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl; 50%
Glicerol; 0,2 mM DTT; 1 mM PMSF
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3.5. Solugbes e tampdes para ensaios imunoenzimétic  os (ELISA)

- Tampéo para sensibilizagcdo das placas: Tampao Carbonato 0,05M (Synth), pH 9,6
- PBS: 8 mM NaH,POy, 2,3 mM Na,HPO,4, 130 mM NaCl pH final 7,4

- PBS-Tween: PBS, 0,05% Tween 20 (USB)

- Tampao fosfato-citrato: 0,2 M NaH,PO4 (Synth), 0,2 M CgHgO7 (Synth) pH final 4,5-
5,0

- SolucBes de bloqueio: PBS, 5% de leite em p6 desnatado (Molico®), 2,5% de BSA
(Sigma)

- Solugdo de revelacdo: o-Phenylenediamine (OPD, Sigma) 2 mg/mL, 0,03%
(vol/vol) de H,0,, diluidos em tampao fosfato-citrato (pH 4,5-5,0)

4. Obtencéo das proteinas recombinantes em bactéria s para uso nos ensaios

imunolégicos in vitro

4.1. Expressao e purificacdo das proteinas recombin  antes

4.1.1. Regido C-terminal da MSP-1 (MSP1 ;9) e MSP3a (FP-1)

As proteinas recombinantes MSP1l,9 e MSP3[] foram produzidas
previamente em E. coli (JIMENEZ, 2007) e ja estavam disponiveis para este estudo.
A seguir, descreveremos o0 protocolo de expressdo das demais proteinas
recombinantes utilizadas nesse projeto. A tabela 1 apresenta um sumario das

caracteristicas de cada uma destas proteinas.
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Tabela 1 — Aminoéacidos (AA), sistema de expresséo e linhagem do microrganismo
utilizado para expressao das proteinas recombinante s de P. vivax

Proteina AA Sistema de Linhagem Referéncia
expressao
MSP-1;9 1615-1704 Bactéria (E. coli)  BL21 DE3 CUNHA et al. (2001)

AMA-1 43-445 Bactéria (E. coli)  BL21 DE3 RODRIGUES et al. (2005)

MSP-3a  359-798 Bactéria (E. colij  BL21 DE3 JIMENEZ et al. (2008)
(FP-1)
MSP-38  35-654  Bactéria (E. coli) RosettaDE3  JIMENEZ et al. (2008)
(FP-3)

4.1.2. Ectodominio de AMA-1

A expressdo e a purificacdo da proteina recombinante AMA-1 foram
realizadas como descrito previamente por Rodrigues et al. (2005), com algumas
modificacdes. As bactérias recombinantes (E. coli BL21 DE3), transformadas com o
plasmidio pHis-AMA-1, foram cultivadas em meio LB-Amp (100 ug/mL) por 16 horas
a 37°C. A seguir, a cultura foi diluida (1:25) em LB-Amp e incubada a 37°C até
atingir densidade oOptica (DOgoo) entre 0,5 e 0,6. As bactérias foram induzidas com
0,1 mM de IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, Fermentas), por 3 horas.
ApoOs este periodo, as células foram precipitadas por centrifugacdo (3.500 rpm/15
minutos/4°C) e ressuspensas em tampéao de lise (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 200 pg/ml de lisozima, 2 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride, Pierce), seguido de 2 ciclos de sonicacao (Branson Sonifier mod. 450, EUA)
de 1 minuto e 1 ciclo de 30 segundos (poténcia 4). O extrato bacteriano foi
centrifugado (10.000 rpm/30 min/4°C) e ambas as fracdes (precipitado e
sobrenadante) foram analisadas por separacdo eletroforética em gel de

poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE 12%), utilizando equipamento “Mini PROTEAN® 3
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cell” (Bio-Rad, Hercules, EUA), em condi¢cbes redutoras, na presenca de 2
mercaptoetanol (2-ME). O precipitado contendo a proteina (corpos de incluséo) foi
lavado por 4 vezes em tampédo de lavagem com 10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 0,5%
CHAPSO. Apos as lavagens, o precipitado, contendo a proteina sob forma de
corpos de inclusao, foi ressuspendido em tampao de solubilizagdo contendo 20 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M NaCl, 6 M ureia, 20 mM imidazol, 10% glicerol, seguido de
incubacgdo por 2 horas, em banho-maria a 37°C. Apds esse periodo, o material foi
centrifugado (14.000 rpm/30 min/4<C) e a eficiéncia da solubilizacédo foi analisada
em SDS-PAGE 12%.

O sobrenadante contendo a proteina solubilizada foi aplicado lentamente
por 2 vezes em resina de niquel (Ni Sepharose™ High Performance - Amersham
Biosciences) previamente equilibrada com tampédo de equilibrio contendo 20 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M NaCl, 6 M ureia, 5 mM imidazol, 10% glicerol. Em seguida, a
resina foi lavada com tampao de lavagem com 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,5%
CHAPSO. Posteriormente, uma segunda lavagem foi efetuada com o tampéao de
“refolding” (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M NaCl, 10% glicerol, 20 mM imidazol, 0,1%
triton, 0,5 mM GSSH, 5 mM GSH) constituido por concentragfes decrescentes de
ureia (6 M, 4 M, 2 M, 1 M, 0,5 M e 0 ureia). Para a eluicdo da proteina, a resina foi
incubada com o tampédo de "refolding" sem a presenca do agente desnaturante,
ureia, porém acrescida de imidazol 300 mM. O material eluido foi analisado em SDS-
PAGE 12% e, posteriormente, as fracdes contendo a proteina foram dialisadas
contra o tampao de dialise com 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NacCl, 0,1 mM DTT, 1
mM PMSF e 50% glicerol durante a noite, sob agitagéo, a 4C. A concentracéo das
proteinas foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando o reagente

Protein Assay — Dye Reagent Concentrate (BioRad).
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4.1.3. MSP3 inteira (FP-3)

A expressdo e a purificacdo da MSP3B foram realizadas conforme
descrito anteriormente por Jimenez et al. (2008), com algumas modificacoes.
Bactérias recombinantes da linhagem Rosetta (DE3) foram cultivadas em meio LB
contendo os antibiéticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (35 mg/mL). A cultura
foi mantida a 37°C durante a noite, sob agitacdo a 200 rpm. A seguir, a cultura foi
diluida (1:50) e incubada a 37°C até atingir uma OD entre 0,6 e 0,8. As bactérias
foram induzidas com IPTG 0,1 mM, por 4 horas. ApGs este periodo, as células foram
precipitadas por centrifugacdo (3.500 rpm/30 minutos/4°C) e o sedimento foi
ressuspendido em tampéao de sonicacdo, com 10 mg/mL de lisozima e 1 mM PMSF,
seguido de sonicagdo em poténcia 15% (5) por 4 ciclos de 3 minutos. O extrato
bacteriano foi centrifugado (15.000 rpm/30 minutos/4°C) e ambas as fragOes
(precipitado e sobrenadante) foram analisadas por separacéo eletroforética em SDS-

PAGE 12%.

O sobrenadante contendo a proteina solavel foi aplicado duas vezes em
resina de niquel (Ni Sepharose™ High Performance - Amersham Biosciences),
previamente equilibrada por 1 hora em tampé&o de sonicacdo. Em seguida, a resina
foi lavada em tampédo de lavagem e as proteinas que se ligaram a coluna foram
submetidas a gradiente de eluicdo, utilizando-se tampao contendo concentracdes
crescentes de imidazol (0, 30, 100, 200 e 400 mM). As fragOes coletadas foram
analisadas em SDS-PAGE 12% e coradas por azul de Coomassie. O material eluido
foi dialisado contra PBS, durante a noite, sob agitagdo constante a 4T. A

concentracéo das proteinas foi determinada como descrito no item 4.1.2.
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5. ELISA para deteccédo de anticorpos IgG

A deteccdo de anticorpos IgG anti-MSP1,9, anti-AMA-1, anti-MSP3a e
anti-MSP3p foi feita por ELISA, conforme descrito por Rodrigues et al. (2003). A
concentracdo de cada proteina recombinante foi ajustada para 4 pug/mL para MSP1;9
e AMA-1 e 2 pg/mL para MSP3a e MSP33 em tampdao carbonato de sédio 0,05 M,
de acordo com o reconhecimento pelo anticorpo monoclonal anti-His, GE
Healthcare. Em seguida, foram adicionados 50 pL, por cavidade, a microplacas de
ELISA (High binding, Costar, New York, EUA). Apds incubacdo durante a noite, a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas e incubadas em solucao de bloqueio
(Leite Molico® 5%, BSA 2,5%), por 2 horas a 37T. | nicialmente, as amostras (soro)
foram diluidas 1:100 na solugdo de bloqueio e 50 uL de cada amostra foram
adicionados por poco em duplicata. Em todos 0s ensaios com as proteinas
recombinantes produzidas em E. coli (MSP1;9, AMA-1, MSP3a e MSP3p) foi feita
uma incubacao prévia por 1 hora dos soros com extrato de bactérias para adsorcao
dos anticorpos inespecificos. As placas foram novamente incubadas durante 2 horas
a temperatura ambiente. Apos lavagem das placas, outra incubacéao foi realizada por
1 hora, com 50 pL por poco, de uma solucdo contendo IgG de cabra anti-IgG
(Sigma) humano conjugado a peroxidase (1:5.000) em solugcdo de bloqueio. A
reacdo enziméatica foi revelada pela adicdo de 1 mg/mL de o-Phenylenediamine
(OPD, Sigma) diluido em tampao fosfato-citrato contendo peréxido de hidrogénio. A
reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50 pL de uma solugdo contendo
H,SO, 4N. A Densidade Otica (DO) foi determinada em leitor de microplacas
(Awareness Technology, mod. Stat Fax 2100, EUA), usando comprimento de onda

de 492 nm (DOagy).
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A média da duplicata dos valores de DQO4g, obtidos contra as proteinas
recombinantes de P. vivax foi subtraida dos valores individuais de DO4g, obtidos nas
cavidades sem adicdo da proteina. A absorbancia discriminante entre os resultados
positivos e negativos (cut off) foi estabelecida pela média das absorbancias
produzidas por amostras de 29 individuos sem histéria clinica de malaria, acrescida
de trés desvios. As amostras do seguimento com DOyg, acima do cut off para as
proteinas recombinantes foram posteriormente testadas em diluicdes seriadas até a
diluicdo de 1:102.400, com finalidade de determinar o titulo de anticorpos IgG. O
titulo foi estabelecido como sendo a ultima diluicdo que apresentava a DO4g, acima
de 0,1. Todos os ensaios foram realizados com soros controles positivos e
negativos. O indice de reatividade (IR) foi calculado dividindo-se a média da
absorbancia de cada amostra pelo valor do cut off, sendo os soros com IR > 1

considerados positivos.

6. Andlise estatistica

As frequéncias de respondedores obtidas nos ensaios soroldgicos
foram comparadas pelo teste do qui-quadrado (x%) em tabelas de contingéncia (2x2),
com correcao de Yates (http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html) e pelo teste
do qui-quadrado para tendéncias (GraphPad Prism versdo 5.0). Os valores dos
indices de reatividade dos anticorpos especificos contra as diferentes proteinas
foram comparados pelo teste estatistico Kruskal-Wallis (GraphPad Prism verséo 5.0)
e por regressdo simples linear (SigmaPlot 10). Os titulos de anticorpos foram

comparados utilizando-se o teste one-Way ANOVA (GraphPad Prism versao 5.0).
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1. Avaliacdo comparativa da resposta de anticorpos IgG contra um painel de
proteinas recombinantes de P. vivax em individuos expostos a malaria (linha

de base do estudo de coorte)

As proteinas recombinantes MSP1;9, AMA-1, MSP3a e MSP3B foram
avaliadas por ELISA guanto ao reconhecimento por anticorpos IgG em 396 soros de
individuos que fizeram parte de uma linha de base (corte transversal) realizado no
municipio de Acrelandia durante o ano 2004. A frequéncia de individuos que
apresentaram anticorpos IgG contra pelo menos uma das proteinas recombinantes
foi de 79,3%. Quando comparamos cada proteina recombinante individualmente,
observamos que as proteinas MSP1l,, AMA-1, MSP3a e MSP3B foram
reconhecidas por 59,8%, 50,0%, 23,5% e 26,5% dos soros, respectivamente (figura
9). Os resultados mostram que a propor¢cdo de individuos que apresentaram
anticorpos IgG contra a proteina MSP1,9 foi maior em relacdo a prevaléncia contra

AMA-1 (teste Xz, p < 0,001). Por outro lado, as proporgdes de respondedores contra
as duas proteinas foram superiores as observadas contra as proteinas MSP3a e
MSP3[ (teste XZ, p < 0,001, em todos os casos). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa quando comparamos as proporcdes de respondedores
para as proteinas MSP3q e MSP3[ (p > 0,05). Um sumaério do perfil de intensidade
de resposta obtido para cada uma das proteinas recombinantes encontra-se

apresentado no Anexo |.
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Figura 9: Comparacado da resposta de anticorpos IgG contra um painel de proteinas
recombinantes em individuos expostos a malaria. Amostras de soro de 396 individuos
expostos a maléria foram analisadas por ELISA quanto & presenca de anticorpos IgG contra
as quatro proteinas recombinantes indicadas. Todas as amostras foram testadas na diluicdo
1:100, em duplicata. Os valores de cut off obtidos para cada proteina recombinante foram de
0,247, 0,254, 0,221 e 0,285 para MSP1,9, AMA-1, MSP3a e MSP3, respectivamente.

Entre os 396 individuos da linha de base, apenas 43 (10,9%) estavam
infectados por P. vivax, P. falciparum ou tinham malaria mista. Com o objetivo de
comparar a resposta de anticorpos IgG entre os grupos infectados e nao infectados,
os 396 individuos foram agrupados de acordo com a presenca ou auséncia de
infeccdo e espécie infectante. Como podemos observar na tabela 2, as frequéncias
de individuos respondedores para as proteinas MSP1;9 e AMA-1 foram mais altas
entre os individuos infectados por P. vivax, atingindo 78,6%, em ambos 0s casos.
Quando comparamos as frequéncias de individuos respondedores para a proteina
MSP3a, observamos que estas foram mais altas nos grupos de individuos com
infecc@o por P. vivax e malaria mista, em relagdo aos individuos infectados por P.
falciparum e individuos ndo infectados (teste x?, p < 0,05). Entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias de respondedores para

a MSP3p nos quatro grupos investigados (teste X% p > 0,05).
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Tabela 2. Resposta de anticorpos IgG contra as prot  einas recombinantes MSP1 g,
AMA-1, MSP3a e MSP3f, de acordo com a presenca ou a auséncia de parasit emia na
linha de base do estudo de coorte

Presenca ou N° de
ausénciade  individuos Numero de respondedores (%)
infeccdo
MSP1;g AMA-1 MSP3a MSP3B
NI 353 211 (59,7) 172 (48,7) 79 (22,4) 90 (25,5)
Pv 14 11 (78,6) 11 (78,6) 7 (50) 5(35,7)
Pf 17 10 (58,9) 9 (52,9) 3(17,6) 6 (35,3)
Mista 12 5(41,7) 6 (50) 6 (50) 3 (25)
TOTAL 396 237 (59,8) 198 (50) 95 (23,9) 104 (26,3)

A figura 10 apresenta os valores individuais de niveis de anticorpos IgG
contra cada uma das proteinas em estudo, expressos como indice de Reatividade
(IR). Podemos observar que os IR de anticorpos IgG obtidos contra MSP1,9 € AMA-
1 foram significativamente maiores do que os obtidos para MSP3a e MSP3[3 (teste
Kruskal-Wallis, p < 0,0001). Por outro lado, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre valores de IR de anticorpos contra as proteinas recombinantes
MSP1,9 e AMA-1, assim como entre os valores de IR obtidos contra as proteinas

MSP3a e MSP3[3 (teste Kruskal-Wallis, p > 0,05).
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Figura 10: Comparacao dos valores individuais de IR de anticorpos IgG contra as
diferentes proteinas recombinantes em soros de indi viduos expostos a malaria . Cada
simbolo representa a reatividade individual das amostras de soro testadas em duplicata por
ELISA na diluicdo de 1:100 contra as proteinas recombinantes indicadas. O IR foi calculado
pela média das absorbancias de cada soro/cut off. A linha horizontal representa a média do
IR obtida para cada proteina recombinante.

A figura 11 mostra a analise das correlacdes entre valores individuais de
IR obtidos com as quatro proteinas recombinantes de P. vivax. Nestes graficos
podemos observar que o mais alto coeficiente de determinacéo (r?) foi obtido quando
foram comparadas as reatividades de anticorpos entre as proteinas recombinantes
MSP1;, versus AMA-1 (r* = 0,481) e pelo par das proteinas recombinantes MSP3a
versus MSP-3B (r’= 0,458). Em contrapartida, coeficientes de determinacdo mais
baixos foram observados quando comparamos o reconhecimento das proteinas
AMA-1 versus MSP3a, MSP1;9 versus MSP3p3, AMA-1 versus MSP3B e MSP1yg

versus MSP3a (r’= 0,302; r’= 0,269; r*= 0,269 e r’= 0,202), respectivamente.
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Figura 11: Correlacdo entre o reconhecimento das diversas prot  einas recombinantes

por soros de individuos expostos a maléria. Todas as amostras foram testadas na
diluicdo 1:100, em duplicata. Os simbolos representam o indice de reatividade de cada
amostra para duas proteinas recombinantes simultaneamente. Os valores de coeficiente de
determinacéo (r%) estdo indicados em cada painel. MSP1,, versus AMA-1 e MSP3a versus
MSP3B (teste Kruskal-Wallis p > 0,05), MSP1, versus MSP3a, MSP1,9 versus MSP3,

AMA-1 versus MSP3a e AMA-1 versus MSP3p (teste Kruskal-Wallis p < 0,05).
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2. Efeito do tempo de residéncia (em anos) na area  endémica de malaria sobre

a resposta de anticorpos IgG contra as proteinasre  combinantes de P. vivax

Com a finalidade de avaliar se a frequéncia de respondedores contra as
proteinas recombinantes em estudo aumenta de acordo com a exposi¢cdo cumulativa
a malaria, 392 individuos, que informaram o tempo de residéncia na area em estudo,
foram subdivididos em cinco grupos: i) 0-5 anos (n=49), ii) 6-10 anos (n=97), iii) 11-
15 anos (n=77) iv) 16-20 anos (n=88), v) >20 anos (n=81). Os dados da figura 12
mostram uma tendéncia de aumento da prevaléncia de respondedores para as
proteinas MSP11g (x*=9,8, p < 0,05), AMA-1 (x*=26,4, p < 0,0001) e MSP3a (x?=9,7,
p < 0,05) em fung&o do maior tempo de residéncia na area endémica. Por outro lado,

para a proteina MSP3B, ndo observamos essa tendéncia (x°=9,0, p > 0,05).

Quanto a influéncia da idade, observamos que, no grupo de individuos
com tempo de residéncia na area endémica entre 0 e 5 anos, 34,7% do total eram
criangas, com prevaléncia de respondedores de 12,2%, 4,1%, 14,3% e 2% contra as
proteinas MSP1,9, AMA-1, MSP3a e MSP3, respectivamente (Figura 12). No grupo
de individuos que residiam na area endémica por 6-10 anos, 53,6% dos individuos
eram criancas, com porcentagens de respondedores contra as proteinas MSP1,g,
AMA-1, MSP3a e MSP3p de 30,9%, 24,7%, 12,4% e 13,4%, respectivamente. Para
0 grupo de individuos com tempo de residéncia entre 11 e 15 anos, apenas 6,5% do
grupo eram criangas, com porcentagens de respondedores de 2,6%, 2,6%, 0 e 1,3%
contra as proteinas MSP1i9, AMA-1, MSP3a e MSP3[, respectivamente. Desta
forma, concluimos que apesar do elevado numero de criancas nos grupos que
residiam ha menos tempo na area endémica, o porcentual de respondedores nessa

faixa etéaria foi ainda expressivo.
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Figura 12: Porcentagem de soros positivos contra as quatro proteinas recombinantes
em relagcdo ao tempo de residéncia (em anos) na area  de estudo e a influéncia da
idade nos diferentes grupos . Os individuos (n=392) que informaram o tempo de residéncia
na &rea em estudo foram subdivididos em 5 grupos: i) 0-5 anos (n=49), ii) 6-10 anos (n=97),
i) 11-15 anos (n=77) iv) 16-20 anos (n=88), v) >20 anos (n=81). As partes destacadas em
cinza nas barras representam as porcentagens de criangas respondedoras dentro de cada
faixa etéria.

3. Efeito do niumero de episddios prévios de malaria na resposta de anticorpos

contra as proteinas recombinantes  de P. vivax

Com intuito de verificar se a frequéncia de respondedores contra as
proteinas aumenta de acordo com o numero de episddios prévios de malaria, 392
individuos, que informaram a sua historia clinica de malaria, foram distribuidos em
cinco grupos: i) NI ndo infectados (n=235), ii) 1 episédio (n=68), iii) 2 episddios

(n=38), iv) 3 episddios (n=15) v) 4 ou > 4 episédios (n=36). Como pode ser
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observado na figura 13, observamos uma tendéncia de aumento da prevaléncia de
respondedores de acordo com o maior numero de episoédios de maléaria apenas para
a proteina MSP144 (x?=10,3, p < 0,05). Entretanto, para as proteinas AMA-1 (x?=3,5,
p > 0,05), MSP3a (x?=6,7, p > 0,05) e para a proteina MSP3B (x°=1,4, p > 0,05), ndo

observamos essa tendéncia.
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Figura 13: Andlise comparativa da resposta de antic  orpos IgG contra as proteinas
recombinantes em estudo quanto a frequéncia de epis  Odios prévios de malaria . Os
individuos sem episddios de malaria e os que informaram o nimero de malaria prévia na
area em estudo (n=392) foram subdivididos em 5 grupos: i) Sem episodios prévios de
malaria (n=235), ii) 1 episodio (n=68), iii) 2 episédios (n=38), iv) 3 episodios (n=15) v) 4 ou >
4 episddios (n=36). Foram consideradas nessa analise infeccBes prévias por qualquer
espécie P. vivax, P. falciparum e malaria mista (P. vivax e P. falciparum).
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4. Avaliacdo comparativa da reatividade de anticorp  os IgG contra as proteinas
recombinantes de P. vivax em individuos que residem em locais com

diferentes riscos de transmissao de malaria

Com o intuito de avaliar se a resposta de anticorpos especificos varia em
funcdo do local de moradia dos individuos, ja que as amostras foram coletadas de
regides com diferentes riscos de transmissdo, agrupamos os 392 individuos
conforme as respectivas residéncias na Amazonia rural (Figura 14): Km 14-20
corresponde a area de baixo risco (n= 98); Km 20-24, local de médio risco (n= 105);
Km 24-30 area de médio risco (n= 146); e a area de reserva, de alto risco de
transmissdo (n= 43). Quando fizemos a analise comparativa entre os diferentes
grupos de individuos, observamos que as propor¢cdes de individuos que
apresentaram anticorpos anti-MSP1,9 foram significativamente mais altas na area de
alto risco de transmisséo (reserva), quando comparadas com as areas de baixo (Km
14-20) e médio risco (Km 20-24 e Km 24-30) (teste x?, p < 0,05). Um perfil
semelhante foi observado na reatividade contra AMA-1, exceto que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa quando comparamos 0S grupos reserva
versus Km 24-30 (teste X% p < 0,05). Para a proteina MSP3a, as proporcées de
todos os grupos diferem entre si, exceto grupo Km 14-20 versus grupo Km 20-24 e
reserva versus Km 24-30 (teste X% p < 0,05). No caso especifico da MSP3B, ndo
observamos diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos
(teste x?, p > 0,05, em todos os casos). Quando aplicamos o teste qui-quadrado para
tendéncias, confirmamos que a proporcdo de respondedores para as proteinas
MSP1,9, AMA-1 e MSP3a tende a aumentar em funcao dos individuos residirem em

areas de mais alto risco de transmissao (p < 0,001, em todos 0s casos).
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De forma semelhante, quando analisamos os niveis de anticorpos para as
proteinas em estudo, observamos que indices de reatividade mais elevados foram
detectados nos individuos residentes na area de maior risco (reserva), quando
comparados com os residentes nas demais ares, exceto para a proteina MSP33. Os
dados de prevaléncia de respondedores e niveis de anticorpos estdo apresentados

na figura 14.

5. Avaliacdo comparativa do reconhecimento imune da s proteinas
recombinantes de P. vivax em individuos com diferentes gendétipos de

antigeno Duffy

Com intuito de avaliar se o genétipo do antigeno Duffy influencia na
reatividade aos antigenos em estudo, 384 individuos foram agrupados de acordo
com a tipagem molecular do grupo sanguineo Duffy realizada previamente (DA
SILVA-NUNES, 2008): Fy?Fy? (n= 51), Fy’Fy" (n= 81), Fy?Fy® (n= 133), Fy°Fy (n=
37), FY’Fy (n= 71) e FyFy (n= 11). Na figura 15 observa-se que 11 individuos que
ndo expressam o antigeno Duffy nas hemécias foram encontrados, os quais
correspondem ao fenotipo FyFy. Neste grupo nota-se que um pequeno porcentual
de individuos apresenta anticorpos contra as proteinas MSP1;9, AMA-1 e MSP3
(18,2%). Entretanto, em geral os indices de reatividade observados para as trés
proteinas foram baixos com apenas um individuo (ID409) apresentando IR > 5 para
a proteina MSP114. E interessante ressaltar que este mesmo individuo respondeu
para mais outras duas proteinas (AMA-1 e MSP3) e o mesmo relatou ter tido mais
de 4 episddios prévios de malaria. Os demais individuos sorologicamente positivos

nao relataram terem tido episodios prévios de malaria.
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Figura 14: Comparacdo da reatividade dos anticorpos contra proteinas recombinantes
de P. vivax em 392 amostras de soros de individuos expostos a malaria residentes em
areas com diferentes niveis de transmissao. Os individuos com local de residéncia
confirmado foram subdivididos em quatro grupos: i) Km 14-20 (n=98), ii) Km 20-24 (n=105),
i) Km 24-30 (n=146), iv) Reserva (n=43). Os simbolos representam os indices de
reatividade de cada amostra obtidos contra as proteinas recombinantes indicadas. A linha
horizontal representa a média do IR obtida para cada proteina recombinante.
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N&o encontramos associacdo entre as frequéncias de individuos que
apresentaram anticorpos IgG contra as proteinas investigadas e a distribuicdo dos
fendtipos sanguineos Duffy positivos na populacdo estudada (homozigoto ou
heterozigoto para o alelo Fy com apenas um alelo funcional), exceto para a MSP33
nas comparacdes Fy°Fy® versus Fy*Fy” e Fy’Fy® versus Fy°Fy (teste x2 p < 0,01 em
todos os casos). Entretanto, na comparacdo dos indices de reatividade dos
respectivos grupos nédo observamos diferengas estatisticamente significativas (teste
Kruskal-Wallis p > 0,05, em todos os casos). Por outro lado, quando comparamos a
prevaléncia de respondedores entre os individuos com fendtipo Duffy positivo versus
Duffy negativo, as diferencas estatisticamente significativas mais relevantes foram
para a proteina MSP1i9 nas comparacdes Fy?Fy? Fbeyb, e Fy""Fyb versus FyFy
(teste x?, p < 0,01 em todos os casos) e Fy*Fy versus FyFy (teste X% p < 0,05). Ndo
identificamos nenhum individuo FyFy sorologicamente positivo para a proteina

MSP3a.



53

g7
(N7
* %
Q
3 2
A o o
) ) [9))]
2 s = 2
= <
o
n
=
I T T
T T T T Lo o Lo
r T T n o o o — —
3 S o - Ny - = apepIAIesY 9p 2oIpu|
- o apepIAlleay ap a2Ipu| Al
apepiAliesy ap dIpu| e ; apepinlleay ap adipu|
7
_H 7
_H *
L1 Iy
N [
A/W\ A/W\ _Hv*
7
_H > /VNV\\,
¥ |~ T
S
% %%
¥ a8
Lz, v S
% %
¥ L1 T Nv,\
S e 2
‘\/\V\ 4 v o |
er - 3 %) %r
3 M < Lo, o s V.
— 2r % Lo 5
= > B N,Y
% % < Y = N
0 5 5 "
= 7 %,
% ro N
£ S &
%5, £ %,
K _H o
,mv\\. 1@4. N
G 7
e 7 i3 &
K ¥ % ,
% .z & & .
v n,v Q =] [=] < <] d S A,u o m @© © < 39
; " i y i E ® © ~ <4 2 3 S & soanisod s010s 3p %
8 8 5 < & ° soAlsod s0.10s ap 9% S
8 8 soAmsod so1os ap o

soAsod S010S ap %



Figura 15. Comparacao da reatividade dos anticorpos anti-proteinas recombinantes

de P. vivax em 384 amostras de soros de individuos expostos a malaria com
diferentes gendtipos quanto ao antigeno Duffy. Os 384 individuos que foram fenotipados
para o antigeno Duffy foram agrupados como: Fy*Fy? (n= 51), Fy’Fy® (n= 81), Fy°Fy® (n=
133), Fy?Fy (n= 37), Fy°Fy (n= 71) e FyFy (n= 11). Os simbolos representam os indices de
reatividade de cada amostra obtidos contra as proteinas recombinantes indicadas. A linha
horizontal representa a média do IR obtida para cada proteina recombinante.
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6. Resposta de anticorpos IgG contra as proteinas r  ecombinantes em estudo

durante a infeccdo aguda por  P. vivax no seguimento

Com o intuito de verificar o perfil sorolégico de individuos que tiveram
malaria ao longo do seguimento longitudinal, analisamos 92 amostras de soros de
individuos que contrairam uma ou mais infeccbes por plasmodio em diferentes
periodos apods o corte transversal. Duas amostras foram positivas para P. falciparum,
as quais nao foram incluidas na analise, por serem de pouca representatividade.
Entre as amostras dos individuos infectados por P. vivax, as porcentagens de
positividade para cada proteina recombinante foram de 81,9%, 80,9%, 31,9% e
48,9%, para MSP1,9, AMA-1, MSP3a e MSP3p, respectivamente, confirmando a alta

antigenicidade das proteinas MSP1;9e AMA-1 na fase aguda da infeccéo (figura 16).
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Figura 16: Porcentagem de soros positivos contra as proteinas recombinantes de P.
vivax durante a infeccdo aguda no seguimento por P. vivax. Foram analisadas 92
amostras de soros obtidos de individuos que tiveram malaria vivax na area em estudo. As
amostras foram testadas por ELISA, como descrito na legenda da figura 9.
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A fim de avaliar comparativamente os titulos de anticorpos IgG contra
cada uma das quatro proteinas recombinantes em 41 individuos da linha de base,
que tiveram malaria nos 15 meses de seguimento, as respectivas amostras foram
agrupadas da seguinte forma: i) TO, amostras da linha de base; ii) T1, amostras
coletadas durante o primeiro episodio de malaria; T2, amostras coletadas durante o
segundo episddio de malaria; iii) T3 ou > 3, amostras coletadas a partir do terceiro
episodio de malaria. Como pode ser observado na figura 17, altos titulos de
anticorpos foram detectados para as proteinas em estudo, atingindo logip = 5 para
as proteinas MSP1,9, AMA-1 e MSP3B. Entretanto, ndo observamos diferencas
estatisticamente significativas quando comparamos os titulos de anticorpos no TO
versus T1, T1 versus T2 e T2 versus T3 (p > 0,05, ANOVA). Para efeito ilustrativo,
os indices de reatividade das respectivas amostras na diluicdo 1:100 estdo

resumidos na tabela 3.
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Figura 17: Avaliacdo comparativa dos titulos de anticorpos IgG

recombinantes de P. vivax em 92 amostras de soros coletadas durante o seguim

contra proteinas

ento.

As amostras foram agrupadas como: i) TO, amostras da linha de base com exame
parasitolégico negativo, ii) individuos que tiveram 1, 2, 3 ou mais episddios de malaria por
P. vivax no seguimento (T1, T2 e T3 ou >3). As amostras foram analisadas por ELISA em
diferentes diluicdo a partir de 1:100. Cada simbolo representa os titulos de anticorpos de
cada amostra de soro para as proteinas recombinantes indicadas. A linha horizontal
representa a média dos titulos de anticorpos obtidos para cada proteina recombinante.
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Tabela 3. Niveis de intensidade de resposta de anti corpos IgG em amostras de
individuos coletadas durante episodios de malaria p or P. vivax no seguimento
longitudinal

D |idade | TR| W™P MC D |idade |[TR| WP MC
NEREIEL 1Pf PV
36| 34 |10
2 | 22
42 Pv 33 |11 | 4Prrapy | Py
372
2Pt
ERE
13 | 8 6Pf
s | 4 |7 373
33 33 65 40 | 11 mistas
183 380
27 | 27| 1pv
187 | 38 |16 388
39 | 5 | 5PHIPY
20| 1|1 395
2 | 7 | 1(PHPY) 14 |5 3pf

248

396

250

37 | s Pv 31 | 5 | 5Pf2Pv

398

405 18 18 2Pf

264

20 | 20 | 1(Pf+PV)

29 29 4Pv
409

267

9 8 1 Pf+1Pv

38 | 12 | 7Pf+1Pv Pv

271

49 19 417

277

15 10 | 3Pf+1Pv 16 10 | 9Pf+1Pv

419

48 48 Pv 24 4 2Pv
424
290
438 17 17
201 33 23 1Pf Pf
70 | 70 Pv
1Pf 439
312 19 19
17 17 2Pf
440
2Pf
316 23 4 | 11Pf+1Pv
27 |5 443
35 1 2Pf 50 9 | 1Pf+1Pv
459
326
19 9 1Pv
463
339 40 10
484
41 10 1Pf
347
24 15

520

Noventa e duas amostras de soros (diluidas 1:100) foram analisadas quanto & presenca de
anticorpos IgG contra as proteinas recombinantes indicadas. “ID” refere-se ao niumero de
identificacdo do individuo; Idade; TR= representa o tempo de residéncia do individuo (em
anos) na regido Amazébnica; MP= malaria prévia; MC= malaria durante a coleta; TO
representa amostras coletadas na linha de base (sem parasitemia); T1, T2, T3, T4 e T5
representam amostras coletadas durante a infec¢cdo por P. vivax contraida ao longo do
seguimento. Os valores do indice de reatividade (IR) = 1 foram considerados positivos e
estdo representados nos quadrantes por intensidade de cores: do mais claro para o mais
escuro(lR=z1a<25/IR225a<5;IR=25a<10edelR = 10).



V. DISCUSSAO
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Estima-se que cerca de 3 bilhdes de pessoas no mundo correm risco de
contrair malaria por P. vivax. No Brasil, essa espécie causa mais de 80% dos casos
de malaria e, nos Ultimos anos, tem se observado aumento crescente de casos

graves e, algumas vezes, fatais (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de uma vacina
contra o P. vivax, nossos estudos estdo focados em investigar diversos aspectos da
resposta imune naturalmente adquirida contra proteinas recombinantes baseadas
em antigenos de estagios assexuados sanguineos do P. vivax. Para isso, em
estudos prévios, produzimos diversas proteinas recombinantes baseadas na
MSP1,9, AMA-1, MSP3a e MSP3pB a partir de diferentes sistemas de expressao em
E. coli (CUNHA et al., 2001; RODRIGUES et al., 2005; JIMENEZ et al., 2008), em
Saccharomyces cerevisiae (SOARES et al., 1999c), VICENTIN et al., 2010). Estas
proteinas recombinantes foram utilizadas com sucesso em estudos
imunoepidemioldgicos em individuos de areas endémicas do Para, do Mato Grosso
e do Amazonas (SOARES et al., 1997, 1999a; RODRIGUES et al., 2003, 2005;
MORAIS et al.,, 2005, 2006; OLIVEIRA et al., 2006; BARBEDO et al., 2007;

JIMENEZ, 2007; MUFALO et al., 2008; CERAVOLO et al., 2009).

No presente trabalho, demos continuidade a esses estudos
imunoepidemioldgicos concentrando-se em uma comunidade rural do Acre, onde,
desde janeiro de 2003, o grupo do Dr. Marcelo U. Ferreira (ICB-USP) tem estudado
fatores demograficos, socioecondmicos, ambientais, genéticos e imunolégicos
associados ao risco de maléria e a sua expressdo clinica (DA SILVA-NUNES &
FERREIRA, 2007; DA SILVA-NUNES et al., 2008). Em conjunto, nossos estudos em
colaboracgéo visam contribuir para o estabelecimento das condigées necessérias aos

ensaios clinicos futuros.
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Neste contexto, a resposta de anticorpos contra as proteinas
recombinantes MSP1,9, AMA-1, MSP3a e MSP3p foi avaliada em 396 individuos
que fizeram parte da linha de base de uma coorte e foram acompanhados do ponto
de vista clinico e laboratorial durante 15 meses. Inicialmente, confirmamos que as
frequéncias de individuos expostos ao P. vivax, que apresentaram anticorpos IgG
contra as proteinas MSP1;9 e AMA-1, foram consideradas expressivas na linha de
base, sendo de 59,8% e 50%, respectivamente (figura 9 e tabela 2). Resultados
semelhantes ja4 haviam sido demonstrados anteriormente em outros estudos
realizados em populacées com diferentes niveis de exposicdo a malaria no Brasil
(DA SILVA-NUNES et al., 2008; BASTOS et al., 2007; MORAIS et al., 2005, 2006),

assim como em outras areas endémicas (MEHRIZI et al., 2009; SETH et al., 2010).

Por outro lado, em relagdo a resposta de anticorpos contra as proteinas
da familia MSP-3 de P. vivax, existem poucos dados na literatura (CUNHA, 2001;
JIMENEZ, 2007; LIMA-JUNIOR et al., 2011). As frequéncias de individuos que
apresentaram anticorpos IgG para a MSP3a e MSP3[3 foram de 23,9% e 26,3%,
respectivamente (figura 9 e tabela 2), sendo estas frequéncias mais baixas do que
as obtidas anteriormente por Jimenez (2007), analisando amostras de individuos
durante a infeccdo patente por P. vivax (68,2% de positividade para a MSP3a e
65,9% para a MSP3p). De fato, dentre os individuos infectados da linha de base
(10,9%) as porcentagens de respondedores contra todas as proteinas foram mais
altas, particularmente em individuos diagnosticados com malaria vivax, como pode
se observar na tabela 2. Entre os individuos infectados por P. falciparum, a
positividade para as proteinas de P. vivax testadas pode ser atribuida a infec¢bes

anteriores por essa espécie de parasito.
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Além das porcentagens de respondedores terem sido mais altas,
observamos, pela distribuicdo dos indices de reatividade, que 0s niveis de
anticorpos contra as proteinas MSP1;9 e AMA-1 foram mais altos do que para as
proteinas MSP3a e MSP3B (figura 10). A analise comparativa do indice de
reatividade dos anticorpos IgG, entre os pares de proteinas estudadas, também
revelou associacdo mais alta entre o reconhecimento imune das proteinas MSP1;9
versus AMA-1, confirmando que estas proteinas foram imunodominantes em relagéo
as proteinas MSP3a e MSP3pB (figura 11). Uma possivel explicacdo para a baixa
antigenicidade das proteinas MSP3a e MSP3 seria a diversidade antigénica de

ambas as proteinas encontradas em isolados naturais (JIMENEZ, 2007).

Quando avaliamos as associacfes entre presenca de anticorpos contra
cada uma das proteinas e o tempo de exposicdo ao parasito na area endémica,
verificamos uma associagao positiva, em alguns dos grupos comparados. Ou seja,
de modo geral, a exposicdo cumulativa, medida pelo tempo de residéncia na area
endémica, interfere na positividade para as proteinas estudadas, com excec¢do da
MSP3pB (figura 12). Em estudos prévios, jA havia sido demonstrada a associagado
positiva entre os niveis de IgG contra a MSP1;9 e a AMA-1 e o periodo de residéncia
em diferentes areas endémicas na Amazbdnia (MORAIS et al., 2005, 2006;

CERAVOLO et al., 2005).

A fim de avaliar o efeito da exposicao prévia aos antigenos das formas
sanguineas de P. vivax, verificamos que as propor¢cbes de individuos que
apresentavam anticorpos IgG contra as proteinas MSP1,9, AMA-1 e MSP3a tendem
a aumentar com o maior numero de episodios de malaria informados pelos
moradores da area em estudo. Porém, nenhum efeito boost foi observado para a

MSP3p (figura 13). Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo em outras areas
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de transmissdo focal de malaria, observamos que multiplos episédios prévios de
malaria aumentam a frequéncia de individuos sorologicamente positivos contra as

proteinas MSP1;9 (BARBEDO et al., 2007), AMA-1 (MUFALO et al., 2008), MSP3a e

MSP3B (JIMENEZ, 2007).

Na avaliacdo de anticorpos IgG contra as quatro proteinas recombinantes
em amostras de individuos que residem em locais com diferentes riscos de
transmissdo observamos maior propor¢cdo de respondedores contra todas as
proteinas testadas em individuos residentes na reserva (alto risco), quando
comparada com os demais locais de residéncia (figura 14). Esse perfil de resposta
de anticorpos foi semelhante ao observado previamente por Bastos (2007), para
qual o local de residéncia com maior risco de transmissao foi significativamente

associado a positividade para a MSP11g.

Pouco se conhece sobre a associacao entre grupo sanguineo Duffy e a
aquisicdo de imunidade ao P. vivax. Em um estudo realizado com individuos de
regides endémicas do Brasil, foi demonstrado que duplo heterozigotos para o alelo
Fy (fenétipo Fy3FyP) apresentam maior risco de infeccdo por P. vivax (CAVASINI et
al.,, 2007). Em contrapartida, outro estudo, realizado em individuos asiaticos,
demonstrou que a heterozigozidade com apenas um alelo funcional para o antigeno
Duffy diminui a susceptibilidade a infeccdo (KASENHAGEN et al., 2007). Quando
avaliamos a prevaléncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG contra as
proteinas de P. vivax e a distribuicdo de fendtipos do grupo sanguineo Duffy na
populacao investigada, verificamos que ndo houve associagao entre presenca de um
ou dois alelos funcionais e positividade para as proteinas em estudo, exceto em
alguns casos para a proteina MSP3p (figura 15). Além disso, quando comparamos

as frequéncias de respondedores nos individuos Duffy positivos (Fy') versus
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negativos (Fy), observamos que estas foram significativamente mais altas entre os
individuos Fy" somente para a proteina MSP1,5. O que demonstra que a resposta
imune adquirida contra MSP1,9 € influenciada pelo fenétipo do antigeno Duffy do
hospedeiro. Neste contexto, um estudo recente realizado na Colémbia (MAESTRE
et al., 2010), no qual foi demonstrado que tanto a frequéncia quanto a magnitude da
resposta de anticorpos contra a PvMSP-1 e a PvDBP foram significativamente mais
altas entre individuos Fy' (16% para a PYMSP-1 e 12% para a PvDBP), quando
comparadas a individuos Fy (8% para a PYMSP-1 e nenhum respondedor para a
PvDBP). Um resultado interessante de nossa andlise foi que identificamos individuos
Duffy negativos sorologicamente positivos (18,2%) para a maioria das proteinas
estudadas (MSP1,9, MSP3a e MSP3B). Por outro lado, todos foram né&o
respondedores para uma proteina recombinante derivada da DBP (PvRII) (dados

ndo mostrados).

Dos individuos que fizeram parte da linha de base do estudo, apenas
10,4% tiveram malaria ao longo do seguimento. Em parte, isso pode ser explicado
pela baixa taxa de transmissdo de malaria nos meses subsequentes, dificultando
avaliar se a presenca de anticorpos na linha de base estaria associada a resisténcia
ou a susceptibilidade em contrair maléria vivax. As amostras dos individuos que
tiveram um ou mais episédios de malaria ao longo do seguimento foram agrupadas
e avaliamos a reatividade destas contra cada uma das quatro proteinas (figura 16).
Os resultados demonstram que durante a infeccdo patente a prevaléncia de
anticorpos IgG contra as proteinas MSP1,9, AMA-1 e MSP3 foi significativamente
mais alta quando comparada as prevaléncias encontradas na linha de base (figura

9).
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A reatividade destas proteinas também foi estimada pela distribuicdo dos
indices de reatividade (tabela 3) e titulos de anticorpos (figura 17), de acordo com o
namero de episédios de maléaria contraidos ao longo do seguimento. Quando 0s
niveis de anticorpos determinados na linha de base (ndo infectados) foram
comparados com os titulos de anticorpos durante cada episédio, ndo houve
diferenca significativa nesta distribuicdo, indicando que a magnitude da resposta de
anticorpo foi similar, embora uma tendéncia de aumento apés cada episddio fosse
observada em alguns casos.

O efeito da exposicdo ao parasito sobre o desenvolvimento da resposta
imune ao P. vivax tem sido pouco explorado. E possivel que o desenvolvimento de
imunidade seja influenciado pelo maior nimero de episédios de malaria, pela idade
do primeiro episddio e pela persisténcia da resposta de anticorpos contra cada um
desses antigenos.

Em conclusao, acreditamos que nosso estudo sera de grande importancia
para estudos futuros de triagem clinica na regido. Os resultados obtidos aqui, assim
como ensaios pré-clinicos em camundongos, que estdo sendo conduzidos pelo
nosso grupo, indicam que as proteinas MSP1;9 € AMA-1 sdo potenciais candidatos

para futuros ensaios clinicos no ser humano.



V. CONCLUSOES
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. A frequéncia de individuos que participaram da linha de base que apresentaram

anticorpos 1gG contra as proteinas recombinantes MSPl;g e AMA-1 foi

significativamente maior do que para as proteinas MSP3a e MSP3[3.

Em geral, a positividade para as todas as proteinas estudadas apresentou tendéncia
a se associar com o maior tempo de residéncia na area endémica, exceto para a

MSP3p.

A prevaléncia de anticorpos contra a proteina MSP1,9 tende a aumentar ap6s o
segundo episddio de malaria, alcancando 100% no grupo com trés episédios

préevios.

A maior prevaléncia de anticorpos para as proteinas estudadas foi encontrada na

area da reserva, considerada de alto risco de transmissao de malaria.

Em geral, ndo observamos associacdo entre as frequéncias de individuos com
anticorpos 1gG contra as proteinas investigadas e a distribuicdo dos fendtipos
sanguineos Duffy positivos na populagdo estudada (homozigoto ou heterozigoto
para o alelo Fy); além disso, identificamos individuos que, embora ndo expressem o

antigeno Duffy, foram sorologicamente positivos para as proteinas de P. vivax.

No estudo longitudinal, observamos um aumento da prevaléncia de respondedores
para as proteinas estudadas durante a parasitemia patente, mas ndo observamos
associacdo evidente entre presencga/auséncia de anticorpos na linha de base e

resisténcia/susceptibilidade contra reinfeccdes.
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Tabela 4. Niveis de intensidade de resposta de anti
individuos coletadas durante a linha de base do est

corpos lgG em amostras de
udo de coorte . Anticorpos IgG foram

avaliados por ELISA na diluicdo de 1:100, em 396 amostras de soros frente a varios
antigenos de superficie de merozoitos do P. vivax “ID” refere-se ao niumero de identificacéo
do individuo; M+ “Maléria na linha de base”. Para cada antigeno em estudo, foi obtido um
cut off . Este foi calculado pela média das absorbéancias produzidas de 29 amostras de soros
de individuos sem histéria clinica de malaria. Os indices de reatividades (IR) foram
calculados dividindo a média de OD pelo cut off. Os valores do indice de reatividade (IR) = 1
foram considerados positivos e estdo representados nos quadrantes por intensidade de
cores: do mais claro parao mais escuro (IROa<1;IR=z1a<25/IR=z25a<5;IR=z5a«<

10 e de IR = 10).

IR
Oax<l1
=2la<25
=225a<5,0
=250a<
10,0
=10,0
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~ risco de infecc@o. No Brasil, mais de 99% dos casos de malaria concentram-se na :
. Amazénia Legal e o Plasmodium vivax é a espécie mais prevalente. sende responsavel -
- por 70-80% dos casoes. Nos ultimos anos, estudamos vérios aspechs da resposta 1 .
imune naturalmente adquirida em individuos de diferentes dreas endémicas da Regido | :
. Amazotnica, expostos @ maldria Para isso, utiizamos proteinas recombinantes
‘baseadas em antigenos de formas - sangwneas de P. vivax, os quais ¥&m sido |
- . considerados candidatos a vacina contra a maléria vivax. No presenie projeto estamos
Propondo réalizar um ‘estudo longitudinal da resposta de anticorpos contra um ‘painel
- de proteinas recombinantes derivadas de merozoitas de P. vivax (MSP- 1 AMA-1;
MSP-3 e MAEBL) em 400 indmduos de uma comunidade rural do Estado do Acre. O
nosso intuito & amfw!xgar a associagio enfre resposta de antacarpos confra cada um
do: igen jLiSi dema!anamsegumeﬂmdest%mmmao!mgﬁde ”
dOIS anos. Acredﬂamcs que esse esmdéfomecera mfarmat;mes nmoﬁantes para o
eniend(mento da lmlmldade aﬂqwﬂda a malana vivax.
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- e Avaliar a vesposta de anticorpos 1gG contra um painel de protemas recombmantes
- derivadas de merozoitos de P. vivax (MSP-1, MSP-3, AMA-1 e MAEBL) em
f amostras de individuos expostos a malaria prewdmtes 69 uma wmmm rural |
*  do Estado do Acre {(n=400); -
e Determinar os titulos de anticorpos 1gG (e subclasses de IgG) contra cada um dos'
antigenos em- individuos que se infectaram pelo P. vivax duraﬁ{e o segulmento
-dessa poptﬂat;ac 20 longo de dois anos (n=53); - s
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Pacuemes as amostras de soro’ rfeymde area en@m de ma%éna foram

_ previamente coletadas sob amﬁa}mﬁﬁe do Prof. Dr. Marcelo Urbano Ferreira do
Deparwmento de. Parasxto{ogta do ICB/USP, cujo projeto foi aprovade pe[o Comité de
~_ FEticaem Pesqmsa do ICB (documento em anexo). As mesmas foram utilizadas em -
. estudos anteriores sobre a tesposta imune humana a MSP-1 (BASTOS ef al, 2007,
NUNES et al., 2008). A érea de estudo esta muito bem caracterizada do ponfo de vista
demograﬁco sém-emnémm genético e eptdﬁmdogace portanto consideramos .
dnspensévei a coleta dems soros. No presente projeto, 0s soros serdo testados
‘quanto a reahv:dade imune (presenga de- antimrpas) contra, as proteinas MSP14g, -

MSP-3, AMA-1 e MAEBL, as qua:s sao consndefadas uand:datas a vacma contra -
_malaria vivax. e
Grupo controle: sérao estudados 29 amostras de seros de individuos ndo mStdemes S
em area endemcaemomsﬁancenegaﬁvodadoenga Estas amostras se
enconfram dlsponwets em nosso laboratério € foram utilizadas em estudos anteriores -
do nosso grupo (Rodngues et al., 20063, 2005, Mufa]o et al., 2008), cujo projeto foi .
analisado e aprovado pelo CEP da FCFIUSP e S
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