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RESUMO

No presente estudo avaliamos comparativamente a antigenicidade
de quatro proteinas recombinantes correspondentes a regido C-terminal da
Proteina 1 de Superficie do Merozoita (MSP1,5) e duas proteinas
recombinantes derivadas do Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1) de
Plasmodium vivax. Varios aspectos da resposta imune naturalmente adquirida
ao P. vivax foram avaliados em individuos de areas endémicas de malaria
visando contribuir para o diagnostico sorologico e para o desenvolvimento de
uma vacina contra as formas sanguineas de P. vivax.

Inicialmente, desenvolvemos um ensaio imunoenzimatico (ELISA),
usando como antigenos quatro proteinas recombinantes derivadas da regiao C-
terminal da MSP1 de P. vivax (MSP149) produzidas a partir de diferentes
vetores de expressdo. Trés proteinas recombinantes foram expressas em E.
coli e uma em Pichia pastoris. Estas proteinas foram comparadas quanto ao
reconhecimento por anticorpos IgG de 200 pacientes infectados por P. vivax, 53
individuos africanos expostos ao P. falciparum, 128 individuos com outras
doengas nao relacionadas a malaria e 49 individuos normais. A sensibilidade
total obtida no ensaio foi de 95% e a especificidade variou de 97,7 a 100%. Os
nossos resultados demonstram que um ELISA utilizando uma unica proteina
recombinante baseada na MSP1;5 pode ser utilizado como base para o
desenvolvimento de um método sorologico de detec¢cdo da malaria causada por
P. vivax.

Posteriormente, expressamos em E. coli uma proteina recombinante
correspondente a AMA-1 de P. vivax (Hise-AMA-1) e avaliamos o
reconhecimento imune desta por soros de individuos de area endémica de
malaria. A frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgM e i1gG
especificos contra a proteina recombinante Hiss-AMA-1 foi de 48,5% e 85%,
respectivamente. A freqUéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG
contra Hisg-AMA-1 ou PV66/AMA-1 produzida em Pichia pastoris foi similar. A

XX



subclasse de anticorpo IgG especifico para Hise-AMA-1 foi predominantemente
IgG1.

Os ensaios de inibigdo utilizando as duas proteinas recombinantes
derivadas de AMA-1 (Hise-AMA-1 e PVE6/AMA-1) indicam a presenga de
epitopos de reatividade cruzada assim como especificos para os dos antigenos.
Nossos resultados sugerem que a proteina recombinante Hiss-AMA-1 produzida
em E. coli mantém suas propriedades antigénicas e pode ser utilizada, assim
como a MSP1, para estudos imuno-epidemiologicos em areas endémicas de
malaria.

xxi
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1. A situagao atual da malaria no mundo e no Brasil

A malaria € uma doenga parasitaria potencialmente letal que,
juntamente com a AIDS e a tuberculose, atinge e mata um numero
expressivo de pessoas, constituindo-se num dos maiores e mais graves
problemas de saude publica mundial deste século. De acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2002), a malaria representa hoje a
antroponose de maior prevaléncia no mundo. Atualmente, cerca de 40% da
populagdo mundial corre o risco de contrair a malédria. A OMS estima que
ocorra cerca de 300 a 500 milhdes de casos anuais com uma mortalidade
calculada em mais de 1 milhao de individuos. A maioria das mortes acontece
na Africa, entre criangas menores de cinco anos de idade e mulheres
gravidas. Em média, a malaria mata uma crianga a cada 30 segundos (OMS,
2002).

A malaria € causada por protozoarios intracelulares pertencentes
ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium, o qual
apresenta varias espécies, mas apenas quatro infectam o homem:
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, e P. ovale. Destas espécies P.
falciparum e P. vivax sao responsaveis pela maioria dos casos da doenga no
mundo, sendo que ¢ P. falciparum é 0 mais patogénico, podendo levar o
paciente ao ébito em poucos dias, principalmente em pessoas que estao
tendo malaria pela primeira vez (OMS, 2002).

No Brasil, mais de 99% dos casos de malaria ocorrem na
Amazédnia Legal. No periodo de janeiro a agosto de 2003, foram registrados
208.718 casos de malaria no Brasil, sendo que o P. vivax foi responsavel por
78,5% dos casos. Comparando-se ao mesmo periodo do ano de 2002,
observou-se uma redugdo de 13,7% no nimero de casos de malaria. Os
estados que registraram maior numero de casos da doenga foram o
Amazonas, Para e Ronddnia (Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério
da Saude, dados parciais, 2003).

A disseminagdo espacial da malaria na Amazbnia é devida,

principalmente, ac grande fluxo migratério da populagdo do campo para os
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produzindo um zigoto, que caminha para a parede intestinal transformando-
se em um oocisto. Este da inicio a esporogonia, que resulta em milhares de
esporozoitas localizados nas glandulas salivares do inseto. Durante um novo
repasto sanguineo a fémea inocula esporozoitas na corrente sanguinea do
homem, onde permanecem por aproximadamente uma hora.

Apds a invasao dos hepatdcitos pelos esporozoitas, estes se
transformam em esquizontes hepaticos, que amadurecem e sofrem varias
divisGes, produzindo milhares de merozoitas. Apdés o rompimento dos
hepatdécitos, os merozoitas deixam o figado e invadem os eritrécitos e/ou
reticuldcitos, iniciando assim, a segunda etapa do ciclo assexuado do
parasita (ciclo eritrocitico). Neste ciclo ocorre uma nova divisao assexuada,
dando origem aos trofozoitas, que amadurecem e se dividem varias vezes
formando os esquizontes. Com a ruptura da célula sanguinea 0s merozoitas
liberados reinfectam novas hemacias. Apdés um periodo de replicagao
assexuada, alguns trofozoitas se diferenciam em gametécitos, que
amadurecem sem divisao celular e tornam-se infectantes ao mosquito. O
ciclo eritrocitico é responsavel pela patogenia e manifestagbes clinicas da
malaria. O periodo de incubagado varia, dependendo da espécie de
Plasmodium, sendo em média de 15 dias.

A principal caracteristica clinica da malaria em individuos nao-
imunes é o paroxismo malarico, constituido principalmente por febre,
calafrios e cefaléia, como foi demonstrado primeiramente por GOLGI (1889).
Este fen6meno é uma consequéncia da ruptura dos eritrocitos infectados
com esquizontes durante o ciclo eritrocitico do parasita. Com a repeti¢gao do
paroxismo malarico, 0 paciente vai ficando cada vez mais abatido e palido.
Aparecem nauseas e vémitos pos-alimentares, mialgias, artralgias e astenia.
A anemia pode ser bastante acentuada, principalmente nos pacientes em
estado mais grave (criangas e gestantes).

A gravidade da malaria varia em fungao da espécie infectante. Na
infecgao por P. falciparum a auséncia de tratamento rapido e eficiente pode
levar a varias formas clinicas graves da malaria, em que o seqiestramento
de eritrocitos causa patogéneses severas como maldria cerebral, malaria
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No caso especifico do P. vivax, as pesquisas enfocando a
caracterizacdo de antigenos-alvo para o desenvolvimento de vacinas tém
sido limitadas, primeiramente pela dificuldade de se obter grandes
quantidades de parasitas, uma vez que o cultivo deste ainda é restrito a
poucos laboratérios (GOLENDA et al, 1997) e, segundo, pelas baixas
parasitemias obtidas diretamente de pacientes infectados. Porém, com o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, foi possivel o
isolamento, a clonagem e seqienciamento dos genes que codificam
antigenos imunologicamente relevantes de P. vivax. Assim, permitindo a
obtengado de proteinas recombinantes correspondentes a diferentes regides
antigénicas, as quais estdao sendo \utilizadas em estudos imuno-
epidemiolégicos e imunizagbes experimentais, visando uma melhor
compreensao da resposta imune humana e o desenvolvimento de uma
vacina contra o P. vivax. A Tabela 1 apresenta os principais antigenos de

merozoitas de P. vivax cujos genes foram clonados e sequenciados.

Tabela 1. Principais antigenos de merozoita de P. vivax identificados e
caracterizados.

Proteina Localizagao Referéncia

Merozoite Surface Protein-1 Membraha DEL PORTILLO et al. (1991)

(MSP-1) externa
MSP-2 “ BARNWELL et al. (1999)
MSP-3o “ GALINSKI et al. (1999)
MSP-33 e MSP-3y “ GALINSKI et al. (2001)
MSP-4 e MSP-5 “ BLACK et al. (2002)
MSP-9 “ VARGAS-SERRATO et al.
(2002)

Apical Membrane Antigen-1  Polo apical CHENG & SAUL (1994)
(AMA-1)

Reticulocyte Binding Protein “ GALINSKI et al. (1992)

(RBP-1 e RBP-2)
Duffy Binding Protein (DBP) Micronema FANG et al. (1991)
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Dentre as proteinas expressas na superficie do merozoita de P.
vivax, duas foram selecionadas como alvo para nossos estudos
comparativos de antigenicidade de proteinas recombinantes e serdo mais
detalhadas a seguir.

Proteina 1 da Superficie de Merozoitas (MSP-1)

Entre os antigenos de superficie de merozoitas ja caracterizados,
um dos principais candidatos para o desenvolvimento de uma vacina contra
as formas sanglineas de Plasmodium, é a Proteina 1 da Superficie de
Merozoita (MSP-1) (revisto por FERREIRA & SOARES, 2000).

A MSP-1 é uma proteina que esta presente em todas as espécies
de Plasmodium e dependendo da espécie, 0 peso molecular varia de 180 a
230 kDa (revisto por HOLDER & BLACKMAN, 1994). Estudos realizados
com P. falciparum mostraram que a MSP-1 é sintetizada durante a
esquizogonia (HOLDER & FREEMAN, 1982) e permanece associada a
membrana do merozoita através da ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(revisto por HOLDER & RILEY, 1996). A importancia bioldgica da MSP-1
para a sobrevivéncia do parasita € desconhecida. Entretanto, tentativas de
deletar o gene da msp-1 resultaram em parasitas inviaveis, 0 que sugere
que esta proteina é importante para a sobrevivéncia do parasita
(O'DONNELL et al., 2000).

Foi demonstrado que essa proteina € sintetizada inicialmente
como um precursor de aproximadamente 200 kDa, que durante a invasao do
merozoita é processado por clivagem proteolitica, em que apenas parte da
por¢ao C-terminal permanece na superficie do merozoita. Apos a primeira
etapa de clivagem quatro fragmentos sdo originados (83, 30, 38 e 42 kDa),
entdo o fragmento de 42 kDa (MSP14) sofre uma segunda etapa de
clivagem originando dois fragmentos de 33 e 19 kDa (GARMAN et al., 2003)
Apenas o fragmento de 19 kDa (MSP1,g) permanece ancorado a membrana
e é carreado para dentro dos eritrocitos na superficie dos merozoitas
(BLACKMAN et al, 1990). Anticorpos que reconhecem a MSP1.3 podem
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inibir a invasdo de merozoitas de diversas espécies de Plasmodium,
incluindo P. vivax (BLACKMAN et al., 1990; CHANG et al., 1992; CHAPEL &
HOLDER, 1993).

Nas diferentes espécies de Plasmodium a estrutura da MSP1g
consiste de dois dominios. Estes dominios apresentam 10 a 12 residuos de
cisteinas, sendo que o dominio 1 apresenta 4-6 residuos e forma 2 a 3
ligagdes dissulfidicas, o dominio 2 apresenta seis residuos e forma 3
ligagbes dissulfidicas, ambos configurados de maneira semelhante ao fator
de crescimento epidermal (EGF) (GARMAN et al, 2003). Este tipo de
conformagado foi inicialmente sugerido pela seqléncia primaria de
aminoacidos e, recentemente, foi confirmada pela analise cristalografica de
proteinas recombinantes representando a MSP1:9 de P. cynomolgi e P.
knowlesi (CHITARRA et al, 1999; GARMAN et al., 2003). A estrutura da
MSP1,9 de P. vivax deve apresentar uma grande semelhanga com a de P.
cynomolgi, pois a diferenga na sequéncia primaria da MSP1,4 entre as duas
espécies é de apenas 11 aminoacidos.

Na MSP1,9 de P. falciparum estes dominios apresentam 12
residuos de cisteinas, com seis ligagoes dissulfidicas, trés para cada
dominio. Esta diferenga foi observada por andlise estrutural da molécula por
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (MORGAN et al.,1999). Através do
alinhamento dos dominios EGF-like 1 e 2 foi observada uma substituigao de
uma cisteina por um triptofano no residuo 28 do primeiro dominio nas outras
espécies de Plasmodium, enquanto no P. falciparum este residuo esta
conservado (CHITARRA et al.,, 1999; PIZARRO et al., 2003; GARMAN et al.,
2003).

A comparagao entre as trés estruturas da MSP14g revelou que
estas sao muito similares. A MSP143 de P. knowlesi compartilha uma
identidade de 82% com a seqiiéncia de P. cynomolgi e 51% de identidade
com a sequéncia de P. falciparum. Entretanto, a MSP1.g de P. knowlesi
apresenta um sitio de ligagao para histidina no primeiro dominic EGF, 0 qual
ndo esta presente na estrutura das duas outras espécies de Plasmodium
(GARMAN et al., 2003).
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PORTILLO et al., 1991; GIBSON et al., 1992). Estas duas formas alélicas
sao relativamente conservadas com uma similaridade global de 81%. A
analise da estrutura primaria da MSP-1 destas duas cepas de parasita
permitiu a definicdo de regides conservadas, semi-conservadas e variaveis
da molécula (GIBSON et al., 1992).

A partir do conhecimento da estrutura primaria da MSP-1 de P.
vivax varias proteinas recombinantes baseadas nas sequéncias que
codificam para as regides N - ou C-terminais da molécula foram expressas
em Escherichia coli (LEVITUS et al, 1994; SOARES et al.,, 1997; CUNHA et
al., 2001), Saccharomyces cerevisiae (GIBSON et al.,, 1992; KASLOW &
KUMAR, 1996; SOARES et al., 1999c) e baculovirus (LONGACRE et al.,
1994). Mais recentemente foi obtida também uma proteina recombinante
secretada por Pichia pastoris (SOARES & RODRIGUES, 2002). Estas
proteinas recombinantes tém sido utilizadas para estudos imuno-
epidemiolégicos em diversas areas endémicas de malaria, principalmente na
regiao amazdnica brasileira.

Os primeiros estudos utilizaram 10 proteinas recombinantes
expressas em fusdo com a glutationa S-transferase de Schistosoma
japonicumn (GST) e que representavam os primeiros 682 aminoacidos da
regiao N-terminal da MSP-1 (LEVITUS et al., 1994). Uma proporgao alta de
sords reagiu com proteinas recombinantes que expressavam blocos

“conservados entre as espécies (ICBs) e blocos polimérficos. Em contraste,
as proteinas recombinantes que expressavam exclusivamente |ICBs foram
reconhecidas por uma fragao reduzida de individuos infectados com P. vivax
do Estado de Rondénia (LEVITUS et al., 1994).

Estudos caracterizando a resposta imune humana naturalmente
adquirida contra a MSP-1 de P. vivax foram realizados em areas endémicas
de malaria da regido amazénica brasileira (LEVITUS et al., 1994, SOARES
et al., 1997, 1999a, 1999b). Varios aspectos da resposta imune a MSP-1
foram avaliados em individuos recentemente expostos ao P. vivax que
residem em Belém, Para. Foi comparado o reconhecimento por anticorpos e
células mononucleares do sangue periférico de 11 proteinas recombinantes,
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4. Diagnostico laboratorial da malaria

Os métodos laboratoriais sdo importantes ferramentas no controle
do avango da maldria. Podem ser aplicados para o diagnastico individual ou
para o acompanhamento de pacientes em tratamento especifico com
antimalarico. O “gold standard” para deteccdo de parasitas no sangue
periférico ainda & a gota espessa corada com Giemsa (ROSS, 1903). Este
método permite a identificagao da espécie e o estagio de desenvolvimento
do plasmaddio, e é quantificavel. Sua sensibilidade é 10 a 30 vezes maior que
um esfregago sanguineo e sua especificidade é satisfatéria para a
identificagdo das espécies. Contudo, é preciso levar em consideragdao que o
exame de uma amostra de sangue para procurar plasmodios torna-se pouco
sensivel se os parasitas estao presentes em numero muito reduzido. Novos
métodos mais sensiveis e praticos tém sido desenvolvidos.

Um método alternativo foi desenvolvido para a pesquisa de
plasmédios no sangue — o QBC® (“Quatitative Butty Coat”), baseado na
concentra¢do de parasitas através da centrifugagdo do sangue em capilar
contendo laranja de acridina e anticoagulante, com subsequente exame da
amostra ao microscopio de fluorescéncia. As hemacias parasitadas, por
serem menos densas, ficam entre a camada de leucdcitos e a das hemacias,
tornando-se um método muito sensivel, de facil execugéao e leitura, para a
triagem da malaria em populagdes endémicas. Este método detecta 10%
mais infec¢gdes que a gota espessa. Entretanto, a principal desvantagem é
que exige equipamento de alto custo para leitura, ndo disponivel nas areas
endémicas, portanto, esta praticamente em desuso.

Recentemente, testes rapidos imunocromatograficos foram
desenvolvidos com a finalidade de detectar infec¢des por P. falciparum e/ou
P. vivax/P. malariaelP. ovale (ParaSight™-F, ICT Malaria Pf, Malar-Check™
Pf. ICT Malaria Pf/Pv, OptiMAL®). Estes testes detectam proteinas
especificas (Pf-HRP2 ou pLDH) presentes no sangue total de pacientes com
malaria. Em geral, estes testes utilizam tiras ou cartelas de nitrocelulose que
servem de suporte para anticorpos monoclonais ou policlonais. Os métodos
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imunocromatograficos apresentam algumas vantagens em relagdo a gota
espessa, pois dispensam o uso de microscopios e podem ser usados em
areas remotas, sem infra-estrutura laboratorial e sem eletricidade. Além
disso, os resultados sdo obtidos em aproximadamente 15 minutos.
Entretanto, apresentam desvantagens como: nao sido quantitativos e a
sensibilidade ¢é inferior para diagnéstico de maldria em individuos com
baixas parasitemias. E importante ressaltar que estes testes nao sao
capazes de diferenciar entre infecgbes causadas por P. vivax/P. malariae/P.
ovale.

O diagnéstico da malaria por PCR é o método mais sensivel e
especifico para detec¢cdo de plasmddios. Esta técnica possibilita o
diagnostico de individuos com baixas parasitemias e de infecgbes mistas,
nao detectaveis pelo exame de gota espessa, em virtude da semelhanga
morfolégica entre algumas espécies de parasitas ao exame microscopico. O
método baseia-se na amplificagdo de genes ssRNA de Plasmodium
utilizando oligonucleotideos espécie-especificos (SNOUNOU et al., 1993;
KIMURA et al, 1997; RUBIO et al, 1999). A desvantagem desta
metodologia é que ela é de alto custo e necessita de pessoal especializado
para executa-la.

O diagndéstico soroldgico da malaria pode ser utilizado em areas
endémicas, para estudos imuno-epidemiologicos, verificagdo de presenga ou
auséncia de infecgdes maldricas, detectar mudangas estacionais de
transmissao e medir o grau de endemicidade da doenga. Nas zonas onde a
maldria ndo é endémica, os métodos sorolégicos sdo uteis para selecionar
doadores de sangue, elucidar casos clinicos indefinidos e detectar malaria
em pessoas que regressam de zonas endémicas (revisto por AVILA &
FERREIRA, 2000).

Os testes de detecgdo de anticorpos por imunofluorescéncia
indireta ou ELISA indireto utilizando antigenos totais do parasita também tém
sido utilizados, mas a dificuldade de cultivo do P. vivax tem se tornado uma

barreira para essas metodologias. A possibilidade de geragdo de proteinas
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recombinantes através das técnicas da engenharia genética pode contribuir
para o aumento da sensibilidade e especificidade desses ensaios.

5. Racional para o possivel uso de um método de diagnéstico baseado
na deteccao de anticorpos anti-MSP1,9 de P. vivax

Como mencionado acima, mais de 80% dos individuos das areas
endémicas, expostos ao P. vivax, foram capazes de reconhecer, por ELISA,
uma proteina recombinante derivada da MSP1.9 expressa em fusdo com a
GST (GST-MSP14g). Esta frequéncia foi semelhante a frequéncia de
respondedores contra as formas sanguineas por imunofluorescéncia
(CUNHA et al, 2001). Estes resultados sugerem que o0 ensaio
imunoenzimatico utilizando a MSP1:9 recombinante pode constituir-se em
um marcador de exposi¢ao ao P. vivax. E provavel que uma frequéncia mais
alta de respondedores possa ser obtida utilizando-se proteinas
recombinantes geradas em diferentes sistemas de expressao.
Recentemente, foi observado que cerca de 50% dos individuos que ndo
respondem a GST-MSP149 foram capazes de reconhecer uma proteina
recombinante (Hise-MSP1,9) produzida em um outro vetor de expressao, o
qual contém uma cauda de histidina (CUNHA, 2001).

Recentemente, a MSP1,5 de P. vivax foi produzida em diferentes
vetores para expressdao em E. coli (pGEX, pET-14b e pMALc2x ou
pMALp2x) (CUNHA et al., 2001). O reconhecimento imune das diferentes
proteinas recombinantes foi avaliado por um painel de soros de individuos
naturalmente expostos a4 maldaria. Os resultados mostraram que as proteinas
recombinantes produzidas a partir do vetor pET-14b em fusdo com uma
cauda histidina e contendo, ou ndo, uma seqUéncia adicional de 13
aminoacidos (Pan Allelic DR epitope ou PADRE) sao similares, ou seja,
compartiham a maioria dos epitopos. Entretanto, as proteinas
recombinantes produzidas a partir dos vetores de expressdo pGEX e
pMALc2x (ou pMALp2x) apresentam epitopos distintos quando comparadas
as proteinas expressas no vetor pET-14b. Estes resultados sugerem que
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proteinas recombinantes produzidas a partir de vetores bacterianos
diferentes ndo apresentam as mesmas caracteristicas imunoldgicas
(CUNHA et al., 2001).

Em paralelo, a MSP1,3 de P. vivax foi também expressa em
Pichia pastoris com adigao do epitopc PADRE e obtida em sua forma nao
glicosilada (SOARES & RODRIGUES, 2002). Foi observado que a MSP1,g
expressa em P. pastoris mantém sua antigenicidade, pois foi reconhecida
por uma alta percentagem (85,6%) de individuos naturalmente expostos ao
P. vivax (SOARES & RODRIGUES, 2002).

Permanece como area de investigagdo o estudo da
imunogenicidade e antigenicidade de proteinas recombinantes derivadas da
MSP1,9, assim como de outras proteinas derivadas de antigenos de
superficie de merozoitas de P. vivax, bem como a implementagéo de testes
sorologicos utilizando as referidas proteinas e estudos para o
desenvolvimento de vacinas efetivas contra as formas sanguineas do P.

vivax,
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1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo é analisar comparativamente

a resposta imune de anticorpos em individuos infectados por Plasmodium

vivax contra diferentes proteinas recombinantes derivadas da Proteina 1 de

Superficie do Merozoita (MSP149) e do Antigeno 1 de Membrana Apical

(AMA-1) de P. vivax produzidas a partir de vetores de expressao distintos.

2. Objetivos especificos

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

Avaliar comparativamente o0 reconhecimento imune de quatro
proteinas recombinantes derivadas da MSP1g de P. vivax expressas
em diferentes vetores (bactérias e leveduras) por anticorpos IgG de
individuos infectados por P. vivax, visando o desenvolvimento de um
ensaio imunoenzimatico para o diagnostico soroldgico da malaria;

Avaliar a especificidade do ensaio imunoenzimatico baseado na
deteccgdo de anticorpos IgG anti-MSP14g de P. vivax;

Expressar em E. coli uma proteina recombinante correspondente a
AMA-1 de P. vivax, visando estudos comparativos de antigenicidade
com a MSP14g;

Avaliar comparativamente o reconhecimento imune de duas proteinas
recombinantes derivadas de AMA-1 expressas em bactérias ou
leveduras por soros de individuos infectados por P. vivax;

Comparar a antigenicidade das proteinas recombinantes derivadas da
MSP1g e AMA-1.



lll. Material e Métodos
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1. Amostras de sangue.

Neste estudo foram utilizadas amostras de sangue de individuos
com as seguintes caracteristicas clinicas:

1.1. Individuos infectados por P. vivax procedentes de diferentes dreas
endémicas da Regiao Amazodnica.
a) Belém, PA.

Amostras de sangue foram obtidas de 103 individuos com malaria
causada por P. vivax admitidos no Ambulatério de Malaria do Instituto
Evandro Chagas/Fundagao Nacional de Saude (Belém, Pa). Todas as
coletas de sangue foram realizadas sob a responsabilidade do Dr. José
Maria de Souza, no periodo compreendido entre julho de 1995 a dezembro
de 1999, apds o consentimento verbal dos doadores. Dados como sexo,
idade e numero de episédios anteriores de malaria foram solicitados. Estas
amostras foram utilizadas em estudos anteriores sobre a resposta imune
humana a MSP-1 (SCARES et al.,, 1997, 1999a, 1999b).

Cinco mililitros de sangue foram coletados de cada paciente em
tubos “Vacutainer’ (Labnew, Campinas, Brasil) sem anticoagulante apds o
diagnostico para o P. vivax pela gota espessa e antes do inicio do
tratamento quimioterapico. O sangue permaneceu a temperatura ambiente
até a separagao do soro. O sangue foi centrifugado e aliquotas de soro
foram mantidas a —20° C até o momento da realizagao dos ensaios. Este
grupo de individuos é constituido por 69,9% de homens e a idade variou de
01 a 66 anos (média 24,9 + 11,6).

b) Outras localidades endémicas de malaria do estado do Para.

Trinta e seis amostras de sangue foram coletadas de individuos
com parasitemia patente durante o0 ano de 1997, no municipio de Igarapé-
Acu, Estado do Para, pela Dra. Maristela Gomes da Cunha, da Universidade
Federal do Pard. Este grupo de pacientes é formado por 63,9% de
individuos do sexo masculino com idade entre 01 e 70 anos (média 20 £
17,5).
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Um total de 61 amostras foi coletado em 3 municipios do Estado
do Para (Maraba, ltaituba e Tailandia), durante o ano de 1999, pelo Dr.
Ricardo Machado do Instituto Evandro Chagas/FNS. Este grupo é composto
de 75,4% de homens com idade entre 11 e 67 anos (média de 29,2 + 13,7).

1.2. Individuos expostos ao P. falciparum procedentes da Africa.

Dezenove amostras de soros de individuos africanos expostos ao
P. falciparum foram gentiimente cedidas pelo Dr. Marcelo Urbano Ferreira,
ICB/USP e outras 34 amostras foram cedidas pela Dra. Silvia Di Santi,
pesquisadora da Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN). Os
dados destes individuos foram informados em trabalhos anteriores
publicados pelos respectivos grupos (FERREIRA et al., 1996; MARSH et al.,
1986; MARSH & HOWARD, 1986). Estas amostras foram testadas com o
objetivo de verificar se anticorpos de individuos que tiveram somente malaria
por P. falciparum reconhecem a MSP1,g de P. vivax. O motivo da utilizagao
de amostras de soro de africanos é que estes individuos nunca tiveram
malaria causada pelo P. vivax.

1.3. Individuos com outras doencas néao relacionadas a malaria.

Amostras de individuos com sorologia positiva para Doenga de
Chagas (n=21), Sifilis (n=21), Hepatites B (n=19) e C (n=21), AIDS (n=12), e
HTLV (n=14), foram cedidas pelo Dr. Orlando C. Ferreira Jr. do
Departamento de Hemoterapia do Hospital Israelita Albert Einstein, Sao
Paulo. Estas amostras foram utilizadas para verificar a existéncia de
reatividade cruzada do ensaio utilizando antigenos de P. vivax com outros
agentes etiolégicos de doengas infecciosas e parasitarias.

Soros de individuos positivos para fator reumatéide (n=10) e
anticorpo anti-nuclear (n=10) foram gentilmente cedidos pela Dra. Elaine C.
Antonacci Russo do Laboratério SAE (Servigo de Analises Especializadas
Ltda), Sao Paulo.
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A proteina recombinante Hisg-AMA-1 foi produzida em nosso
laboratério recentemente (RODRIGUES et al.,, 2003a). Resumidamente, a
sequéncia de nucleotideos correspondente aos aminodacidos 43 a 487 de
AMA-1 foi obtida através da amplificagdo por PCR a partir do DNA gendémico
de um paciente infectado por P. vivax procedente de Belém, Para (cddigo
12B). A reagao de PCR foi realizada com os seguintes oligonucleotideos: 5'-
ATG GAT CCG CCT ACC GTT GAG AGA AGC -3 (senso) e 5'- GCT CGA
GTG TAG TAG CAT CTG CTT GTT -3’ (antisenso)(invitrogen, Sao Paulo,
Brasil). As por¢oes sublinhadas dos oligonucleotideos senso e anti-senso
indicam sitios para as enzimas BamHI ou Xhol, respectivamente. O produto
de PCR foi purificado utilizando-se o “QlAquick PCR Purification kit”,
Valencia, EUA) e ligado, inicialmente, no vetor comercial “pMOS Blue blunt
ended cloning kit” (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra) de
acordo com as instrugoes do fabricante.

Apds transformacgao das bactérias competentes com os produtos
de ligagdo, os clones recombinantes (correspondentes as colbnias brancas)
foram selecionados por analise de restricdo das preparagdes de plasmidios
obtidos em pequena escala. A seqiéncia de nucleotideos dos clones que
apresentavam insertos do tamanho esperado (1.3 kb) foi confirmada através
de sequenciamento automatico utilizando o “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit' no seqlienciador ABI PRISM 377 (ambos da Perkin-Elmer,
Wellesley, EUA) do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

Apds confirmacdo da seqliéncia, o inserto correspondente ao
clone 9 foi removido do vetor pMOS por digestdao enzimatica com as
enzimas BamHl e Xhol. Para extragdo do DNA da agarose, utilizou-se 0
“GeneClean !l kit" (BIO 101, Carlsbad, EUA), de acordo com as
especificagdes do fabricante O inserto purificado foi ligado no vetor pHIS
(PET-22b modificado por SHEFFIELD et al.,, 1999) em fusdo com cauda de
histidina (Hise, N-terminal) e digerido com as mesmas enzimas. O vetor pHIS
foi gentimente cedido pelo Dr. Peter Sheffield (“University of Virginia®,
Estados Unidos). Apos transformagdo dos produtos de ligagdo em bactérias
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Tabela 2. Sumario das proteinas recombinantes derivadas da MSP1y5 e
AMA-1 de P. vivax produzidas em E. coli e Pichia pastoris.

Proteina Aminoacidos Vetor de Sistema de
recombinante ) expressao expressao
GST-MSP1y 1616-1704 pPGEX-3X E. coli
Hisg-MSP 149 1616-1704 pET-14b E. coli
Hisg-MSP119—PADRE* 1616-1704 pET-14b E. coli
MSP1e-PADRE" 1616-1704 pPICOK P. pastoris
Hise-AMA-1 43-487 pHIS (pET-22b) E. coli
PV66/AMA - 1 43-487 pHIL-S1 P. pastoris

Nos genes que codificam as proteinas recombinantes expressas nos vetores
pET-14b e pPIC9K foi adicionado a sequéncia de nucleotideos que codifica
os aminoacidos AKFVAAWTLKAAA ou epitopo PADRE (ALEXANDER et al.,
1994). Este epitopo foi adicionado visando aumentar a antigenicidade e
reduzir a eventual restricao genética que possa ser encontrada na resposta
imune (CUNHA et al., 2001).

4. Expressao e purificagdao da proteina recombinante AMA-1 em fusao
com Hiss.

A expressdo e purificagdo da proteina recombinante Hiss-AMA-1
foi realizada conforme descrito por SAINI et al. (2002), com algumas
modificagdes. As bactérias recombinantes (E. coli BL21 DE3) foram
cultivadas em meio LB-Amp por 16 horas a 37°C. A seguir, a cultura foi
diluida (1:50) em LB-Amp e incubada a 37°C até atingir uma densidade
optica (DOswo) entre 0.5-0.6. As bactérias foram induzidas com IPTG 0,1 mM
(Invitrogen, Aukland, Nova Zelandia), por 3 horas. Apds este periodo, as
células foram precipitadas por centrifugagdo (8.000 rpm/15 minutos/4°C) e
ressuspensas em tampéao de lise, seguido de 3 ciclos de sonicagdo de 30
segundos. O extrato bacteriano foi centrifugado (10.000 rpm/30 minutos/4°C)
e ambos as fragbes (precipitado e sobrenadante) foram analisadas por
separagao eletroforética em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE 12%)
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utilizando equipamento “Mini PROTEAN® 3 cell” (Bio-Rad, Hercules, EUA),
em condi¢des redutoras, na presenga de 2-ME. O precipitado contendo a
proteina (corpos de incluséo) foi lavado por 2 vezes em tampéao de lavagem
e ressuspendido em tampao de solubilizagdo seguido de incubagao por 2
horas, a 37°C. Em seguida o material foi centrifugado como anteriormente e
a eficiéncia da solubilizagdo foi analisada em SDS-PAGE 12%.

O sobrenadante contendo a proteina solubilizada foi aplicado
lentamente por 2 vezes em resina de Niquel (Ni-NTA Superflow, Qiagen,
Valencia. EUA) ou Cobalto (BD TALON™, Palo Alto, EUA) previamente
equilibrada com tampao de equilibrio. Em seguida a resina foi lavada com o
mesmo tampao acima acrescido de imidazol 20 mM. Posteriormente, a
resina foi lavada com o tampao de “refolding” constituido de concentragdes
decrescentes de uréia. Para a eluigao da proteina, a resina foi incubada com
o tampéao de “refolding” sem a preseng¢a do agente desnaturante, porém com
imidazol 250 mM. O material eluido foi analisado em SDS-PAGE 12% e,
posteriormente, dialisado contra o tampao de didlise durante a noite, sob
agitagdo, a 4°C. A concentragdo da proteina foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976).

5. Imunizacao de camundongos para obtengao de soro policlonal anti-

PV66-AMA-1.
Dois camundongos, fémeas, da linhagem BALB/c foram

imunizados com 5 ug da proteina recombinante PV66-AMA-1 emulsificada
em adjuvante completo de Freund nas patas traseiras, por via subcutanea
(s.c). Apdés 3 semanas, 0s animais receberam um reforgo com 5 ug da
mesma proteina emulsificada em adjuvante incompleto de Freund, injetado
s.c. na base da cauda. Quinze dias apés a primeira e segunda doses, 0s
animais foram sangrados pela veia caudal. O sangue foi centrifugado, o soro

separado e estocado a -20°C até o momento do uso.
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com as proteinas recombinantes produzidas em P. pastoris (MSP1,9-PADRE
e PV66/AMA-1) foi feita uma incubagao prévia por 1 hora dos soros com
extrato de leveduras (P. pastoris, cepa GS115) para adsorgao dos
anticorpos inespecificos. As placas foram novamente incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente. Apds lavagem das placas, uma outra
incubag¢ao foi realizada por 1 hora com 50 uL por pogo de uma solugao
contendo IgG de cabra anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido
1:16.000 em solugao de blogueio. A reag¢do enzimatica foi revelada pela
adigdo de 1 mg/mL de OPD diluido em tampéo fosfato-citrato pH 5,0
contendo 0,03% (vol/vol) de peroxido de hidrogénio. A reagdo enzimatica foi
interrompida pela adi¢do de 50 uL de uma solugéo contendo H>SO4 4 N. A
DO foi determinada em um leitor de microplacas (SLT SPECTRA, SLT
Labinstruments, Salzburg, Austria) usando comprimento de onda de 492 nm
(DOas2).

Os valores individuais de DQgg, obtidos contra as proteinas
recombinantes de P. vivax foram subtraidos dos valores individuais de DOygp
obtidos contra GST. A absorbancia discriminante entre os resultados
positivos e negativos (“cutoff”) foi estabelecida pela média das absorbancias
produzidas por amostras de 49 individuos sem historia clinica de malaria,
acrescida de cinco desvios padrao para Os ensaios com as proteinas
recombinantes derivadas da MSP1,4 e trés desvios padrao para os ensaios
com as proteinas recombinantes derivadas de AMA-1. As amostras com
DO.g, acima do “cutoff" para a proteina recombinante Hisg-AMA-1 foram
posteriormente testadas em diluigdes seriadas até a diluicao de 1:102.400
com finalidade de determinar o titulo de anticorpos IgG. O titulo foi
estabelecido como sendo a ultima diluigdo que apresentava a DOug2 acima
de 0.1. Todos os ensaios foram realizados com soros controles positivos e

negativos.
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7.2. ELISA para a detecc¢ao de anticorpos IgG subclasses especificos.

O ELISA foi realizado como descrito no item 7.1, exceto que os
anticorpos secundarios foram anticorpos monoclonais de camundongo
especificos para as diferentes subclasses de |IgG humana (todos obtidos da
Sigma, Saint Louis, EUA). Estes monoclonais anti-lgG1, 1gG2, 1gG3 ou IgG4
foram diluidos respectivamente 1:8.000, 1:3.000, 1:3.000 e 1:3.000 em
solugdo de blogueio conforme determinado previamente. Apds 1 hora de
incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes e incubadas com anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase, na diluicdo de 1:5.000, conforme
determinado anteriormente. Apés incubagao por mais uma hora e um novo
ciclo de lavagens, a revelagao foi feita como descrita no item anterior. A
absorbéancia discriminante entre os resultados positivos e negativos (“cutoff”)
foi estabelecida pela média das absorbancias produzidas por amostras de
soros 21 individuos sem histéria clinica de malaria, acrescidos de trés

desvios padrao.

7.3. ELISA para detecg¢ao de anticorpos IgM.

O ELISA foi realizado como descrito acima no item 7.1, exceto
gue o anticorpo secundario foi um anticorpo monoclonal de camundongo
especifico para IgM humano (especifico para cadeia p, Sigma, Saint Louis,
EUA) diluido 1:16.000 em solugdo de bloqueio, conforme determinado
previamente. Apés 1 hora de incubagéo, as piacas foram lavadas 3 vezes e
incubadas novamente com anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
na diluigdo de 1:5.000. Apds incubagdo por mais uma hora e um novo ciclo
de lavagens, a revelagdo foi feita como descrita no item 7.1. A absorbancia
discriminante entre os resultados positivos e negativos (“cutoff”) foi
estabelecida pela média das absorbancias produzidas por amostras de
soros 21 individuos sem histéria clinica de malaria, acrescidos de cinco
desvios padrdo para o ensaio com a proteina recombinante Hisg-MSP149 €
trés desvios padrdo para 0s ensaios com a proteina recombinante Hise-
AMA-1,
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7.4. ELISA de inibigao.

Os ensaios de inibigdo com as duas proteinas recombinantes
derivadas de AMA-1 foram realizados como descrito no item 7.1, exceto que
a PV66/AMA-1 foi adsorvida a placa e as proteinas recombinantes soluveis
(Hise-AMA-1 e PV66/AMA-1) em diferentes concentragtes a partir de 10
pug/mbL foram incubadas previamente por 1 hora com os soros humanos
(diluicoes entre 1:200 e 1:600) ou soro policlonal de camundongo anti-
PV66/AMA-1 diluido 1:1.000. Apdés 1 hora de incubagao, as placas foram
lavadas 3 vezes e um anticorpo anti-lgG humano ou anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase foi adicionado e as placas novamente
incubadas por mais 1 hora. Um novo ciclo de lavagens foi realizado e a
revelagdo foi feita com OPD como anteriormente. As percentagens de
inibicdo foram calculadas como descrito por SOARES et al. (1999b).

8. Analise estatistica.

Os valores de sensibilidade e especificidade foram calculados
como descrito por GALEN & GAMBINO, 1999. Os valores de DQ4g; Obtidos
contra as diferentes proteinas recombinantes foram comparados pelo teste
estatistico Kruskal-Wallis utilizando-se o programa de computador GraphPad
Prism versdo 3.0. As proporgdes de soros positivos foram comparadas pelo
teste do qui-quadrado (xz) em tabelas de contigéncia (2x2), com corregao de
Yates (GraphPad Prism 3.0). As correlagbes entre os valores de DOug
obtidos com as diferentes proteinas recombinantes foram realizadas
utilizando-se o programa SigmaPlot 2001. Os resultados estdo apresentados
como coeficientes de determinagao ().
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comparamos cada proteina recombinante individualmente, observamos que
a proteina GST-MSP1yy foi reconhecida por 90% dos individuos testados,
enquanto que as demais proteinas recombinantes (Hisg-MSP1,9, Hisg-
MSP1,,-PADRE e MSP1.o-PADRE) foram reconhecidas por 93,5% dos
individuos (tabela 3). Como podemos observar, 100% dos individuos da
regido de ltaituba foram positivos para as quatro proteinas recombinantes
testadas. Por outro lado, uma menor freqliéncia de respondedores foi
observada no grupo de individuos procedentes de Belém, cuja positividade
variou de 83,5% (GST-MSP149) a 90,3% (Hise-MSP 1,4, Hiss-MSP1:9-PADRE
e MSP1,9-PADRE).

Tabela 3. Andlise da reatividade dos soros de individuos com malaria
por P. vivax procedentes de diferentes areas endémicas do Estado do
Para contra proteinas recombinantes derivadas da MSP1,4

Area de Numero de

estudo individuos Positividade (%)
GST-MSP14 Hise- Hise- MSP1s-
MSP14e MSP14g- PADRE
PADRE
Belém 103 83,5 90,3 90,3 90,3
Maraba 21 95,2 95,2 95,2 90,5
Itaituba 20 100 100 100 100
Tailandia 20 95,0 95,0 95,0 100
Sao 36 97,2 97,2 97,2 97,2
Jorge
TOTAL 200 90,0 93,5 93,5 93,5

A figura 2 apresenta a comparagdo das respostas de IgG
estimadas pela DOa4g2. A média de DOu4e2 (DO % desvio padrdo) obtida para
cada uma das proteinas recombinantes foi de: 1,508 + 0,777, 1,735+ 0,783,
1,757 + 0,771 e 1,711 + 0,723 para GST-MSP1,y, Hisg-MSP149, Hise-
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MSP1,.—PADRE e MSP1,,—PADRE, respectivamente. Observamos que 0s
valores de DO obtidos para as proteinas recombinantes Hisg-MSP149 e Hisg-
MSP1,5—PADRE foram significativamente maiores do que os obtidos para
GST-MSP1,9 (teste Kruskal-Wallis, P<0,01). Por outro lado, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre as DOs obtidas para as
proteinas recombinantes Hisg-MSP1,9, Hisg-MSP1,-PADRE e MSP1,o—
PADRE, assim como entre GST-MSP145 e MSP1,—PADRE (teste Kruskal-
Wallis, P>0,05).
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Figura 2. Comparac¢do da resposta de anticorpos de 200 amostras de
soro de individuos com maldria vivax contra as proteinas
recombinantes derivadas da MSP19 Os simbolos representam a media
das DOs4 de cada soro testado em duplicata. As barras horizontais
representam o “cutoff” obtido para cada proteina recombinante, cujos valores
foram de 0,127, 0,170, 0,198 e 0,500 para GST-MSP1 49, Hisg-MSP 1,9, Hise-
MSP1,—~PADRE e MSP1,o—PADRE, respectivamente.

Dos 200 pacientes infectados por P. vivax testados, dez nao

responderam para nenhuma das quatro proteinas recombinantes
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correspondentes a MSP1,9. Os soros destes dez individuos foram testados
também quanto a presenga de IgG contra proteinas recombinantes
derivadas da regido N-terminal da MSP1 (ICB1-2, ICB2-3, ICB3-4, P4-ICB5)
e duas outras proteinas recombinantes derivadas da Proteina 3 de
Superficie do Merozoita (MSP3a e B), os quais deram resuitados negativos.
Em seguida, realizamos ensaios de ELISA para detecgao de anticorpos IgM
nos soros destes individuos utilizando na placa somente a proteina
recombinante Hisg-MSP114. Observamos que 90% (9/10) destes individuos
apresentaram anticorpos IgM anti-Hisg-MSP 1,9 (dados nao mostrados).

Com o objetivo de verificar se a auséncia de resposta de
anticorpos IgG nos soros destes dez individuos seria devido a baixa
sensibilidade do ensaio, resolvemos testar os mesmos em uma diluigao
menor (1:50) somente contra a proteina recombinante Hise-MSP145. Nestas
condi¢gbes, 100% (10/10) dos pacientes foram respondedores (dados néo

mostrados).

2. Avaliacdo da especificidade do ensaio imunoenzimdtico utilizando
proteinas recombinantes derivadas da MSP1,9 de P. vivax para o
diagnéstico sorolégico da malaria.

A especificidade do ensaio foi avaliada em 177 soros, sendo 108
de pacientes com doengas ndo relacionadas a malaria, 10 soros de
pacientes positivos para fator anti-nuclear, 10 soros positivos para. fator
reumatdide e 49 soros de pacientes normais. Além destes, soros de 53
individuos africanos expostos ao P. falciparurm foram testados apenas contra
a proteina recombinante Hise-MSP149, devido a limitagdo de quantidade
destas amostras.

A Figura 3 apresenta os valores de DO,s> obtidos apos analise
das amostras de soros dos 430 individuos envolvidos neste estudo. Dois
pacientes sorologicamente positivos para Doenga de Chagas foram
respondedores, sendo que um deles foi positivo para trés proteinas
recombinantes (GST-MSP149, Hise-MSP1,5 e Hise-MSP119-PADRE) e o
outro, para apenas uma delas (Hiss-MSP1,5-PADRE). Resultados
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Figura 3. Analise da especificidade do ensaio imunoenzimatico
baseado na deteccao de anticorpos contra proteinas recombinantes
derivadas da MSP1:3. Os simbolos representam as médias de DQj;q2 de
cada amostra de soro testada em duplicata contra cada as quatro proteinas
recombinantes indicadas. Todas os soros foram testados na diluicdo de
1:100. As abreviaturas sdo as seguintes: a) Pv = individuos infectados por P.
vivax (n = 200), b) Pt = individuos expostos ao P. falciparum (n = 53); c) Cha
= individuos com sorologia positiva para Doenga de Chagas (n = 21), d) Sif =
individuos com sorologia positiva para sifilis (n = 21), €) HBV = individuos
com sorofogia positiva para hepatite B (n = 19), f) HCV = individuos com
sorologia positiva para hepatite C (n = 21), g) HTLV = individuos HTLV
positivos (n = 14), h) HIV = individuos HIV positivos (n = 12), i) FAN =
individuos com fator anti-nuclear positivo (n = 10), j) FR = individuos fator
reumatoide positivo (n = 10), I) Normais = individuos sadios. Os soros dos
individuos expostos ao P. falciparum foram testados apenas contra a
proteina recombinante Hise-MSP14. As barras horizontais pontilhadas
representam o “cutoff” obtido para cada proteina recombinante cujos valores
foram de: 0,127, 0,170, 0,198 e 0,500 para GST-MSP1 49, Hisg-MSP 119, Hiss-
MSP1,,—PADRE e MSP1,s—PADRE, respectivamente.
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4. Expressao e purificacao da proteina recombinante Hisg-AMA-1.

Apés a transformagdo da construgdo pHIS/AMA-1 em E. colicepa
BL21(DE3), um clone foi expandido e induzido com IPTG. A anélise em
SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie das fragdes obtidas
(precipitado e sobrenadante) apos lise da cultura bacteriana, revelou a
presenga majoritaria de uma proteina de aproximadamente 66 kDa no
precipitado do extrato bacteriano caracterizando a formagdo de corpos de
inclusdo. A solubilizagao e purificagdo da proteina recombinante Hisg-AMA-1
foram realizadas como descrito no item Metodologia.

A figura 5A apresenta as diferentes etapas do processamento do
precipitado bacteriano até a solubilizagao da proteina recombinante a partir
dos corpos de inclusao. Durante a etapa de purificagdo na resina foi feito
“refolding” parcial, caracterizado pela retirada decrescente de uréia da
amostra, seguindo ao final do processo, por didlise contra uma solugao
contendo 50% glicerol, para que fosse evitada a agrega¢ao da proteina
purificada. Mesmo utilizando esta estratégia, uma parte da proteina fica
agregada, e esta foi removida por centrifugagdo. O perfil de migragao da
proteina recombinante purificada em SDS-PAGE 12%, sob condigdes
redutoras, pode ser visualizado na figura 5B.

Apesar de ndo termos nenhum ensaio biolégico que nos
possibilitasse avaliar se o recombinante obtido é funcional, demonstramos
por analise em SDS-PAGE, que amostras submetidas a eletroforese em
condigbes redutoras e nao redutoras apresentam padrao de migragdo
diferentes, sugerindo que a proteina recombinante obtida retém parte de sua
conformacdo (dados ndo mostrados). Além disso, a proteina AMA-1 foi
reconhecida em “immunoblotting” por soro policlonal de camundongo anti
PV66/AMA-1 e por soro de um paciente infectado pelo P. vivax (figura 6), o
que sugere que ambos os recombinantes (obtidos em bactéria e levedura)

tém uma conformagéo semelhante.
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Figura 8. Comparagdo da resposta de anticorpos de 200 amostras de
soro de individuos com malaria vivax contra as proteinas
recombinantes derivadas de P. vivax. Os simbolos representam a média
das DOs.g de cada soro testado em duplicata. As barras horizontais
representam o “cutoff” obtido para cada proteina recombinante, cujos valores
foram de 0,332, 0,114 e 0,170 pra Hise-AMA-1, PV66/AMA-1 e Hisg-MSP 1,4,
respectivamente.

A figura 9 apresenta os graficos de correlagdes entre valores de
DQ4e> obtidos com as trés proteinas recombinantes. Nestes graficos
podemos observar que o mais alto coeficiente de determinagéo (r°) foi obtido
guando foram comparadas as reatividades de anticorpos entre as duas
proteinas recombinantes derivadas de AMA-1 (Hisg-AMA-1 e PV66/AMA-1,
r’= 0,74), indicando que os epitopos reconhecidos nestas proteinas sao
similares. Por outro lado, coeficientes de determinagdo bem mais baixos
foram observados quando comparamos o reconhecimento das proteinas
Hisg-AMA-1 e Hiss-MSP14g (P= 0,40) ou PVBB/AMA-1 e Hise-MSP14g (P=
0,24).
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Figura 9. Comparacgao do reconhecimento das proteinas recombinantes
derivadas de AMA-1 e MSP149 por anticorpos IgG dos soros coletados
de 200 individuos durante infec¢ao por P. vivax. Cada painel representa
a reatividade destes soros contra duas proteinas recombinantes. Os soros
foram testados na diluigdo final de 1:100, em duplicata, e cada simbolo
representa a média da DO.g. O coeficiente de determinagdo () esta
indicado em cada painel.
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Com o intuito de avaliar se os epitopos reconhecidos nas duas
proteinas recombinantes derivadas de AMA-1 sdo similares, realizamos
ensaios de inibigao, por ELISA, utilizando na placa a proteina recombinante
PV66/AMA-1. Os soros humanos (153BM, MRB019 ou ITA0OS nas diluigbes
de 1:400, 1:600 e 1:400, respectivamente) e o soro policlonal de
camundongo anti-PV66/AMA-1  (diluido 1:1.000) foram incubados
previamente com as proteinas recombinantes Hisg-AMA-1 ou PV66/AMA-1
em diferentes concentragdes a partir de 10 pg/mL. A figura 10 mostra as
curvas de inibigdo obtidas. Observamos que na presenga da concentragao
maxima do inibidor (10 ug/mL) as percentagens de inibigdo nos ensaios com
0s trés soros humanos variaram de 86,5 a 90,6% ou 33,9 a 86,5% quando
utilizado PV66/AMA-1 ou Hise-AMA-1, respectivamente. Na presenga do
soro policlonal de camundongo anti-PV66/AMA-1, as percentagens de
inibicdo maxima foram de 93% e 58%, quando utilizamos o0s inibidores
PV66/AMA-1 ou Hisg-AMA-1, respectivamente.

A partir destes resultados, estendemos estes estudos para outras
48 amostras de soros utilizando como inibidor apenas a proteina
recombinante Hiss-AMA-1 na concentragdo de 10 pg/mL mantendo a
proteina PV66/AMA-1 na placa. A figura 11A mostra as DOs4g; Obtidas para
cada um dos soros dos 51 pacientes na presenga ou auséncia do inibidor.
Os soros foram testados em diluicdes que variaram de 1:200 a 1:600. A
percentagem de inibigdo para as 51 amostras testadas foi de 56 + 18,4%,
em que a maior percentagem de inibi¢io foi de 87,5% e a menor de 15,1%.

A figura 11B mostra a percentagem de individuos que
apresentaram valores médios de inibigdo <33.3% (Grupo 1), entre 33,3% e
66,6% (Grupo 2) e >66,6% (Grupo 3). Os resultados demonstram a
presenga de epitopos de reatividade cruzada assim como especificos para
os dois antigenos recombinantes derivados de AMA-1,
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Figura 10. Ensaio de inibigdo por ELISA (l). As placas foram cobertas com
a proteina recombinante PV66/AMA-1. As proteinas recombinantes Hisg-
AMA-1 ou PV66/AMA-1 foram adicionadas em diferentes concentragoes a
partir de 10 pg/mL apés incubagdo prévia com soros humanos (153BM,
MRBO019 ou ITA005) ou soro policional de camundongo anti-PV66/AMA-1
nas diluicbes indicadas em cada painel. As percentagens representam a
inibicdo na presenga de 10 ug/mL do inibidor (Hisg-AMA-1 ou PV66/AMA-1).
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A andlise estatistica mostrou significancia quandc comparados os
grupos de individuos respondedores com IgG primo infectados com o grupo
de individuos que apresentavam de 1 a 2 episédios de malaria e individuos
com mais de 3 episoddios da doenga (teste do qui-quadrado, P<0,05). Por
outro lado, nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
de individuos que tinham de 1 a 2 ou mais de 3 episodios de malaria
(P>0,05). Para IgM, ndo houve diferenga estisticamente significativa entre os

3 grupos.
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recombinante derivada da MSP1;s em fusdo com a GST (ICB10) em
individuos expostos ao P. vivax apés somente 2 meses de tratamento
quimioterapico (SOARES et al., 1999b). Em contraste a estes resultados, foi
descrito que a resposta de anticorpos contra uma proteina recombinante
correspondente a regido C-terminal da MSP-1 (Pv200} produzida em
leveduras persistiu por 7 anos apos breve exposi¢do dos individuos ao P.
vivax (BRAGA et al., 1998). Mais recentemente foi observada a persisténcia
de anticorpos anti-MSP14g por mais de 30 anos em individuos que vivem em
areas onde a malaria foi erradicada (LIM et al., in press). Entretanto, a
longevidade da resposta de anticorpos aos antigenos utilizados neste estudo
ainda precisa se avaliada.

A especificidade do ensaio foi avaliada pela andlise de 128
amostras de soros de individuos com outras doengas nao relacionadas a
malaria e 49 amostras de soros de individuos normais. Além destas
amostras, 53 soros de individuos africanos expostos ao P. falciparum foram
testados apenas a contra proteina Hise-MSP14. Os valores de
especificidade obtidos foram de 98,3% para GST-MSP14g, 97,7% para Hise-
MSP1,5 e Hise-MSP1,4-PADRE ou 100% para MSP1,5-PADRE.

E importante ressaltar, que no grupo de individuos africanos
apenas 5,7% foram respondedores (figura 3). Como controle, 39 dos soros
de individuos africanos, foram testados contra uma proteina recombinante
derivada da MSP-2 de P. falciparum. A percentagem de respondedores
obtida foi de 69,2% (dados nao mostrados). Para estudos imuno-
epidemiolégicos, selegdo de doadores de sangue e diagnostico soroldgico
da malaria por P. vivax, a falta de reatividade cruzada entre a MSP 1,9 de P.
vivax e P. falciparum pode ser a principal vantagem. Entretanto, esta
auséncia de reatividade cruzada por anticorpos de individuos expostos ao P.
falciparum contra a proteina MSP14e de P. vivax, pode ter algumas
consequéncias imunoldgicas, tais como, no desenvolvimento da imunidade
adquirida e na composi¢ao de uma vacina para as areas em que ambas as

especies sao prevalentes.
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Recentemente, um ensaio de ELISA sandwiche direto, para
detectar anticorpos IgG e IgM contra a regido C-terminal da MSP1 de P.
vivax foi proposto como um método de diagndstico para individuos expostos
ao P. vivax na Coréia (LIM et al, 2002). Este ensaio apresentou uma
sensibilidade elevada (99,5%), mostrando que as proteinas recombinantes
derivadas da regido C-terminal da MSP1 de P. vivax podem ser usadas em
diferentes partes do mundo para detecg¢ado de individuos infectados por P.
vivax.

E importante mencionar que a detec¢do soroldgica da maléria por
P. vivax pode ser optimizada utilizando-se estratégias alternativas. Uma
delas é a possibilidade do uso combinado de outras proteinas
recombinantes derivadas de antigenos de formas sanguineas de P. vivax,
tais como MSP3a e B, AMA-1 e DBP, as quais estdao sendo atuaimente
produzidas em nosso laboratdrio. No presente estudo, se considerarmos 0s
resuitados obtidos com as proteinas recombinantes derivadas de AMA-1
para efeito de diagndstico soroldgico a sensibilidade do ensaio nao aumenta,
pois 0s mesmos dez individuos que nao responderam para a MSP149 foram
também nio respondedores para AMA-1.

Uma outra estratégia interessante seria 0 desenvolvimento de um
ensaio de quimioluminescéncia baseado na MSP14 de P. vivax. Este ensaio
foi proposto para o diagnéstico sorolégico da Doenga de Chagas e mostrou-
se ser altamente sensivel e especifico (ALMEIDA et al., 1994, 1997). Desta
forma, possivelmente seriamos capazes de eliminar as amostras falso-
positivas e falso-negativas que obtivemos.

Alternativamente, foi descrito um ensaio imunocromatografico
baseado também na detecgdo de anticorpos anti-MSP1i¢ de P. vivax.
Utilizando-se esta metodologia, foram obtidos valores de 100% de
sensibilidade e 98,3% de especificidade. Entretanto ndo foram inciuidas
neste estudo amostras de soros de individuos com P. falciparum (PARK et
al, 2003). As vantagens deste método sdo a rapidez, simplicidade e
possibilidade de uso em trabalhos de campo. De modo semelhante, o nosso
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ensaio poderia servir como base para o desenvolvimento de um teste
imunocromatografico.

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que para a
populagdo brasileira, um ensaio imunoenzimatico baseado em apenas uma
proteina recombinante derivada da MSP1,9de P. vivax pode constituir-se em
um marcador de exposicdo ao P. vivax, e, portanto ser util para testes
sorologicos de detecgdo de anticorpos especificos para o P. vivax.
(RODRIGUES et al., 2003b — em anexo). Entre as proteinas recombinantes
testadas, a Hisg-MSP1,9 pode ser considerada a mais indicada por ser
produzida em E. coli que é um sistema mais simples de obtengdo de
proteinas recombinantes em relagédo ao sistema de expressao em leveduras,
e por nao conter nenhum epitopo adicional (GST ou PADRE).

Na segunda parte deste estudo, expressamos em E. coli uma
proteina recombinante correspondente a AMA-1 (Hiss-AMA-1) de P. vivax,
com o objetivo de realizar estudos comparativos de antigenicidade com a
MSP1,,. (RODRIGUES et al., 2003a). Uma outra proteina recombinante
correspondente a AMA-1 de P. vivax e produzida em Pichia patoris
(PV66/AMA-1) também foi incluida neste estudo (KOCKEN et al., 1999).

O reconhecimento imune de ambas as proteinas derivadas de
AMA-1 por anticorpos IgG foi avaliado, por ELISA, em 200 soros dos
mesmos individuos testados contra a MSP1:9 na primeira etapa deste
trabalho. As proteinas recombinantes, Hisg-AMA-1 e PV66/AMA-1, foram
reconhecidas por anticorpos IgG de 85% e 81,5% dos individuos,
respectivamente. Estes resultados mostram que a proteina AMA-1 é
altamente antigénica em infecgbes naturais por P. vivax e sugerem que a
proteina recombinante Hisg-AMA-1 produzida em E. coli mantém suas
propriedades antigénicas, uma vez que a diferenga entre as proporgdes de
respondedores obtidas para as duas proteinas recombinantes derivadas de
AMA-1 nao foi estatisticamente significativa.

Apds demonstrarmos que durante a infecgao patente por P. vivax
a frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG contra as
proteinas derivadas de AMA-1 foi alta, realizamos analises comparativas
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entre estes resultados e os ja obtidos com a proteina recombinante Hisg-
MSP11. Como o reconhecimento imune das proteinas recombinantes
derivadas da MSP1,9 expressas em fusdo com Hisg foi semelhante,
selecionamos o recombinante Hiss-MSP1,g para analise comparativa, por
esta proteina nao conter o epitopo adicional PADRE. Nossos resultados
mostram que a propor¢do de individuos respondedores para a proteina
recombinante Hisg-MSP1 44 foi significativamente maior do que as proporgoes
obtidas para as duas proteinas recombinantes derivadas de AMA-1.

Através de analises de correlagao linear, calculamos o coeficiente
de determinagdao entre os valores de DOug, obtidos com cada par de
antigenos recombinantes. Para esta andlise foram utilizados os resultados
obtidos com as 200 amostras de soro testadas contra as trés proteinas
recombinantes. Os resultados desta andlise revelaram que as proteinas
derivadas de AMA-1 compartiiham epitopos similares, o0 mesmo néao
acontece entre a proteina recombinante Hiss-MSP14g € as proteinas Hise-
AMA-1 e PV66/AMA-1.

A fim de confirmar a hipotese de que as duas proteinas
recombinantes derivadas de AMA-1 apresentam epitopos comuns,
realizamos ensaios de ELISA por inibigao utilizando na placa a proteina
PV66/AMA-1. Os resultados obtidos com 51 amostras de soros indicam a
presenga de epitopos de reatividade cruzada assim como especificos para
os dois antigenos derivados de AMA-1. Quando realizamos o ensaio de
inibicdo na presenga de soro policlonal de camundongo anti-PV66/AMA-1 os
resultados obtidos sugerem que alguns epitopos presentes na proteina
PV66/AMA-1 ndo estdo presentes na proteina recombinante Hiss-AMA-1.
Entretanto, epitopos relevantes estdo presentes na proteina Hise-AMA-1,
pois esta foi reconhecida por 85% dos soros dos individuos com infecgao
patente por P. vivax.

O fato de que, proteinas recombinantes produzidas a partir de
diferentes vetores ou sistemas de expressao (procarioto e eucarioto) nao
apresentam os mesmos epitopos ndo € uma grande surpresa, pois tem sido
observado com outras proteinas como por exemplo, a MSP145 (CUNHA et
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al., 2001). Estas observagdes mostram que estas comparagdes devem
continuar sendo feitas e podem ter implicagbes para sele¢ao de antigenos
para imunizagdes experimentais.

No presente estudo também caracterizamos a resposta de
anticorpos IgM e subclasses de IgG contra a proteina recombinante Hisg-
AMA-1 produzida em E. coli. Demonstramos que durante a infecgao patente
por P. vivax a fregiéncia de individuos gque apresentam anticorpos IgM
contra a proteina recombinante foi de 48,5%. A freqiéncia total de
respondedores obtida foi de 90%, se considerarmos a presencga de 1gG ou
IgM AMA-1-especificos nos soros. A determinagdo das subclasses de IgG
produzidas contra a proteina Hiss-AMA-1, revelou que anticorpos citofilicos
da subclasse IgG1 foram predominantes na resposta imune naturalmente
adquirida. Na malaria causada por P. falciparum, esta subclasse de IgG,
assim como IgG3, estio associados a resposta imune protetora em
individuos de areas de alta endemicidade (GARRAUD et al.,, 2003). Estes
anticorpos promovem a inibigdo da multiplicagdo do parasita através de um
mecanismo que envolve a participagdo de monécitos denominado ADCI
(BOUHAROUN-TAYOUN et al., 1990) .

Finalmente, avaliamos o efeito do nimero de episddios prévios de
malaria na resposta de anticorpos IgG e IgM contra a proteina recombinante
Hiss-AMA-1. Foi observado que a proporgdo de IgM se mantém, enquanto a
de IgG aumenta de acordo com o maior numero de exposi¢des prévias ao P.
vivax, padrao correspondente a uma resposta primaria e secundaria de
anticorpos. Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente pelo nosso
grupo utilizando uma proteina recombinante derivada da MSP14 (ICB10) em
fusdo com GST (SOARES et al, 1997). Este resultado sugere uma
associagao entre a exposicdo e o desenvolvimento da imunidade, mas para
gue esta informagdo seja valida serdo necessarios estudos mais amplos e
detalhados sobre a imunidade adquirida na malaria por P. vivax.

Que seja de nosso conhecimento, este é o primeiro estudo de
resposta imune naturalmente adquirida contra proteinas recombinantes
derivadas de AMA-1 de P. vivax. Varios aspectos da resposta imune
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humana naturalmente adquirida contra esta proteina ainda necessitam ser
investigados como a persisténcia da resposta de anticorpos e a
caracterizagdo de regibes particularmente antigénicas para anticorpos e
células T. Nossos resultados sugerem que a proteina recombinante Hise-
AMA-1 produzida em E. coli mantém suas propriedades antigénicas e pode
ser utilizada, assim como a MSP1,g, para estudos imunoepidemioldgicos em
areas endémicas de malaria.

E nosso intuito investir na obtengdo de novas proteinas
recombinantes baseadas em AMA-1 de P. vivax, utilizando, se necessario,
sistemas alternativos de expressao com o objetivo de obter recombinantes

solluveis que possam ser usados futuramente em imunizagdes pré-clinicas.
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. A freqléncia de individuos com infecgdo patente por P. vivax que
apresentaram anticorpos 1gG, por ELISA, contra pelo menos uma das
proteinas recombinantes derivadas da MSP1.9 foi de 95%. A proteina
recombinante GST-MSP19 foi reconhecida por 90% dos individuos
testados, enquanto que as demais proteinas recombinantes (Hiss-
MSP1,4, Hisg-MSP1,5-PADRE e MSP1,3-PADRE) foram reconhecidas
por 93,5% dos individuos.

. O ensaio imunoenzimatico baseado nas proteinas recombinantes
derivadas da MSP1,4 apresentou valores de especificidade que variaram
de 97,7% a 100% .

Os resultados obtidos nesta primeira etapa do trabalho demonstram
que um ELISA utilizando uma Unica proteina recombinante baseada na
MSP1,5 pode ser utilizado como base para o desenvolvimento de um
meétodo sorologico de detecgdo da malaria causada por P. vivax.

. Uma proteina recombinante correspondente ao antigeno de superficie de
merozoita de P. vivax AMA-1 foi expressa em E. coli em fusao com Hisg
(Hiss-AMA-1). A proteina recombinante foi obtida a partir de corpos de
inclusao e purificada por cromatografia de afinidade apds “refolding”

parcial.

. A frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG por ELISA
contra as proteinas recombinantes Hise-AMA-1 e PV66/AMA-1
(produzida em Pichia pastoris) foi de 85% e 81,5 %, respectivamente.

. A freqiiéncia de individuos respondedores para a proteina recombinante
Hise-MSP1,g foi significativamente maior do que as frequéncias obtidas
para as duas proteinas recombinantes derivadas de AMA-1.
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