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RESUMO

Franca, A. C. B.; Soares, I. S. Dissertacdo de Mestrado. Avaliacdo da resposta de
anticorpos IgG contra diferentes variantes alélicas do Antigeno 1 de Membrana
Apical (AMA-1) de Plasmodium vivax em individuos de areas endémicas de
maléaria. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. Sdo
Paulo. 87 p., 2020.

O Plasmodium vivax é a espécie com maior distribuicdo geogréfica no mundo e a que
predomina nas Américas, incluindo o Brasil. Comparado ao Plasmodium falciparum,
poucas vacinas contra o P. vivax encontram-se em fase de testes clinicos. Um dos
antigenos de formas sanguineas de P. vivax candidato a vacina é o Antigeno 1 de
Membrana Apical (PVvAMA-1). Entretanto, a diversidade antigénica do mesmo na
natureza representa um grande desafio para seu uso no desenvolvimento de uma
vacina de ampla cobertura. No presente estudo, avaliamos se os polimorfismos de
sequéncias ja descritos sdo capazes de influenciar na eficacia de uma vacina
baseada em PvAMA-1. Para isso, geramos 9 proteinas recombinantes a partir da
levedura Pichia pastoris, as quais sao representativas de diferentes variantes alélicas
do antigeno PVAMA-1, a saber: Belem, Chesson |, Sal-1, Indonesia XIX, SK0814,
TC103, PNG_05 ESP,PNG_62 MU e PNG_68 MAS. Apds expressao e purificacao
das proteinas selecionadas, avaliamos comparativamente por ELISA a resposta de
anticorpos 1gG naturalmente adquiridos em individuos expostos a malaria,
procedentes da Regido Amazbnica. Todas as proteinas foram obtidas com
rendimento e pureza apropriados para os estudos propostos. A prevaléncia total de
individuos expostos a maléria com anticorpos contra PvAMA-1 Belem foi de 53,68%,
em 611 amostras de soro testadas. Entre 100 das amostras sorologicamente positivas
para PvAMA-1 Belem, os maiores valores de DOag2 foram obtidos para as variantes
Chesson |, SK0814 e Sal-1, sugerindo que epitopos comuns ou de reatividade
cruzada estdo sendo reconhecidos nessas variantes. Por outro lado, niveis mais
baixos de DOase2 foram obtidos para as variantes Indonesia XIX, TC103,
PNG_05 ESP, PNG_62 MU e PNG_68 MAS, o que pode significar que essas
variantes sdo menos prevalentes ou nao circulam no Brasil. Soros policlonais de
camundongos C57BL/6 previamente imunizados com PvAMA-1 Belem foram
testados quanto ao reconhecimento das diferentes variantes por ELISA. Nossos
resultados demonstraram que as variantes Chesson |, Indonesia XIX, SK0814, Sal-1
e a proteina homologa foram predominantemente reconhecidas. Por fim, ensaios de
competicdo baseados em ELISA revelaram que as proteinas Chesson I, Indonesia
XIX, SK0814 e Sal-1, na fase soluvel, foram capazes de inibir a ligacdo de anticorpos
a variante Belem aderida a placa, sugerindo a presenca de epitopos comuns ou de
reatividade cruzada entre as mesmas. Nossos dados sugerem que uma vacina
baseada na variante PVAMA-1 Belem gera anticorpos variante-transcendentes.
Entretanto, para gerar uma vacina universal baseada em PvAMA-1, uma formulagao
multi-alélica, incluindo variantes da Tailandia e Papua Nova Guiné, deverdo ser
testadas.

Palavras-chave: Maléria, Plasmodium vivax, diversidade antigénica.



ABSTRACT

Franca, A. C. B.; Soares, |. S. Master's Degree Dissertation. Evaluation of IgG
antibody response against different variants of Plasmodium vivax apical
membrane antigen 1 (AMA-1) in individuals from malaria endemic areas. School
of Pharmaceutical Sciences of University of Sdo Paulo. S&o Paulo. 87 pages, 2020.

Plasmodium vivax has the largest geographical distribution Plasmodium species in the
world, and is predominant in the Americas, including Brazil. Fewer P. vivax vaccines
than P. falciparum vaccines have successfully reached clinical trials. One of the
candidate antigens for a blood-stage P. vivax vaccine is the apical membrane antigen
1 (PvAMA-1). However, the high natural variability found in this antigen presents a
major challenge for its development into a wide-range vaccine. In the present study,
we evaluated whether sequence polymorphisms would influence a vaccine based on
PVAMA-1. To achieve this, we generated 9 recombinant proteins from the yeast Pichia
pastoris, representative of different allelic variants of the PvAMA-1 antigen: Belem,
Chesson |, Sal-1, Indonesia XIX, SK0814, TC103, PNG_05 ESP, PNG_62 MU, and
PNG_68 MAS. After expression and purification of these proteins, we compared, by
ELISA and IgG blocking, the natural acquired response from malaria-exposed
individuals in the Amazon Region. All proteins selected had the appropriate yield and
purity for the proposed studies. The total prevalence of malaria-exposed individuals
with reactivity to PvAMA-1 Belem was 53,68%, from 611 serum samples tested. One
hundred of these serologically positive samples were further tested against
recombinant proteins representing the other allelic variants. The highest OD values
resulted from Sal-1, Chesson | and SK0814 variants, suggesting that common
epitopes or cross-reactivity exist across the variants. On the other hand, the lowest
OD values resulted from the variants Indonesia XIX, TC103, PNG_05 ESP,
PNG_62_ MU, and PNG_68_MAS, which may mean these variants are less prevalent
or do not circulate in Brazil. Polyclonal sera from C57BL/6 mice immunized with
PVAMA-1 Belem were tested for recognition of different variants by ELISA. Our results
showed that the variants Chesson |, Sal-1, Indonesia XIX, SK0814 and the
homologous protein were predominantly recognized. Lastly, ELISA-based competition
assays revealed that Chesson |, Sal-1, Indonesia XIX and SK0814 proteins were able
to inhibit antibody binding to the Belem variant, suggesting the presence of common
epitopes or cross-reactivity between these variants. Our data suggest that a vaccine
based on the PvAMA-1 Belem variant displays strain-transcendent antibodies.
However, to generate a universal vaccine based on PvAMA-1, a multiallelic
formulation including variants from Thailand and Papua New Guinea must be tested

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, antigenic diversity.
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l. INTRODUCAO




1.1 Aspectos historicos da malaria

Muito antes dos primeiros hominideos habitarem regides de clima temperado,
mosquitos do género Anopheles - responsaveis pela transmissao da malaria — ja viviam
nestas areas (SCHLAGENHAUF, 2004). Apesar de ndo haver um consenso sobre o
periodo exato de surgimento da doenca, acredita-se que ela foi a mais expressiva causa
de morte entre os primatas antecessores do Homo sapiens (BRUCHE-CHWATT, 1988).
Quanto a origem geografica, a maior parte dos primeiros casos conhecidos foi
documentada na Africa, em regides proximas a Etiépia (GUTIERREZ, 1981).

O grande numero de viagens com viés explorador, crescente com a populacdo
humana, colaborou muito para a disseminacdo da doenca. No geral ocorreram muito
menos casos ha Europa em comparacdo com outras regides do Velho Mundo, fato
creditado principalmente a falta de resisténcia do vetor europeu a baixas temperaturas.
Este é o principal motivo de casos de Plasmodium ocorrerem majoritariamente em regides
de clima temperado (BRUCE-CHWATT, 1965).

O fisiologista grego Hipo6crates foi pioneiro em estabelecer uma conexdo entre a
proximidade de pocos de agua parada e a ocorréncia de febres na populacédo local.
Posteriormente, os romanos também fizeram essa associacao, constituindo-se como 0s
precursores de um método preventivo: drenar os pantanos para evitar o acimulo de agua
e, consequentemente, a reproducéo do vetor. O termo "malaria” surgiu justamente dessa
relacdo entre a ocorréncia da doenca e a proximidade com 0s pantanos; os italianos, no
século XIV, criaram o termo mal'aria (ar ruim), e os franceses originaram a expressao
"paludismo”, que vem de "pantano" (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR,
2008).

A origem do Plasmodium falciparum, espécie com o maior nimero de casos
resultantes em morte, permanece em discussao. Contudo, a analise de aproximadamente
3.000 amostras fecais de macacos africanos identificou a presenca do parasito apenas
em gorilas ocidentais, apontando-os, portanto, como as fontes iniciais da malaria humana
nas regiées em que a espécie Gorilla gorilla esta presente (PRUGNOLLE et al., 2011).

O Plasmodium vivax é ausente na maior parte da Africa Central devido a grande
ocorréncia do antigeno Duffy, uma mutacdo sanguinea que inibe a expressao de seu
receptor. Credita-se a origem desta espécie de parasito, portanto, ao continente asiatico

(LIU et al., 2014). No entanto, ao realizar analises de sequéncia, Liu e



colaboradores defenderam que primatas ndo humanos em toda a Africa sdo infectados de
forma endémica com parasitos filogeneticamente muito proximos ao P. vivax, associando

a origem da espécie justamente a partes da Africa (LIU et al., 2014).

1.2 Maléria atualmente no mundo e no Brasil

A maior parte dos paises africanos sdo areas endémicas de malaria; além destes,
paises como a india, Coréia do Sul e China também s&o zonas de transmiss&o. O Brasil,
a Arménia e a Argélia também possuem consideraveis niveis de transmissao,
especialmente em se tratando de malaria vivax (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019). Embora 2018 tenha apresentado uma diminuicéo global no nimero de ocorréncias
da doenca em relacdo a 2010, a tendéncia de aumento no nimero de casos se mantém
desde 2015. Os dados divergem do ideal estabelecido pela WHO, que objetiva a queda
de pelo menos 90% na incidéncia mundial de maléria até 2030 (CHANDA et al., 2016).

Estima-se que em 2018 o numero de casos mundiais de malaria tenha diminuido
somente 2% em comparacao com o ano anterior, atingindo o expressivo numero de 228
milhdes de ocorréncias anuais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). A doenca
ainda € muito presente em areas tropicais, especialmente em regiées africanas — sendo,
entre as enfermidades parasitarias, a maior causa de 6bito entre as criancas africanas
menores de 5 anos de idade. Calcula-se que mais de 3 bilhées de pessoas vivam em area
de risco, considerando a regido da Africa Tropical, América Central, ilhas da Oceania e

outras regides, conforme apresentado na Figura 1 (WHO, 2019).

Figura 1. Mapa das regides de risco para malaria no mundo. Em coral, as regiées que sédo
consideradas pela WHO como areas de alto risco de transmissao (Il 24). As areas coloridas com
a nuance mais clara sdo de risco consideravel (Il de 1 a 3,9). Il: indice de Infestacdo. Adaptado
de: International Association for Medical Assistance to Travellers, 2018. Disponivel em:
https://www.iamat.org/assets/images/IAMAT_MalariaChart_map_July2017_996x441.png. Acesso
em 24 de outubro de 2019.



Dados da WHO (2018) representados na Figura 2 ainda apontam o Brasil como um dos
paises da América que obtiveram um aumento maior do que 20% no nimero de casos em

comparacao com 2016, além de ainda possuir uma regido endémica consideravel.

1000 1500 km

Figura 2. Mapa das regides de risco para malaria em territorio brasileiro. As areas brancas
nao séo consideradas zonas de risco. As verdes claras, tidas como locais de baixo risco. As
intermediarias, consideradas regides que apresentam médio risco. As de verde mais escuro, areas
de alto risco de transmissao. Adaptado de Sivep-Maléaria e Sinan/SVS/MS, Ministério da Saude
Brasileiro, 20109. Disponivel em:
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/abril/16/Mapa-de-risco-mal--ria-2017.pdf.
Acesso em 13 de novembro de 2019.

Apesar de 99% dos casos anuais de malaria no Brasil ocorrerem na regido amazonica,
outras areas do pais possuem elementos de um cenario ideal para a prevaléncia da
doenca; como por exemplo a presenca do mosquito vetor, transito de turistas infectados
sem ciéncia prévia das autoridades de saude e condicbes ambientais favoraveis para a
proliferacdo do vetor e consequente disseminacdo da doenca (MARINHO-E-SILVA et al.,
2018).

Quando estabelecida uma relacdo entre 0 numero de mortes e o de casos, a malaria
falciparum é frequentemente considerada mais preocupante, uma vez que apresenta o
maior nimero de mortes entre os casos de infeccdo. Contudo, a maléaria vivax é endémica
em diferentes regides da América Central, alguns pontos da Africa e em grande parte da
Ameérica do Sul, incluindo o Brasil (KARNAD et al., 2018). Somente em 2018, 73% dos
casos de malaria nas Américas foram atribuidos ao P. vivax, que dentre os agentes
etiolégicos apresenta a maior distribuicdo geogréafica e maior prevaléncia nas Américas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019; BAIRD, 2007). Anteriormente classificada
como “benigna”, a malaria vivax origina graves sintomas e, ocasionalmente, obito (PRICE
et al., 2009). No Brasil, ja houve casos relatados de forma grave de malaria vivax em
individuos de areas ndao endémicas (DE PAULA et al., 2016), além de mais de 15 casos

de infeccdo severa em pacientes equivocadamente diagnosticados com malaria



falciparum (ALEXANDRE et al., 2010). Tais dados ilustram o fato de que a pesquisa em
torno do P. vivax foi durante muito tempo negligenciada, resultando em um parco
conhecimento acerca de sua biologia, patogenia e epidemiologia, quando comparada com
o P. falciparum (GENTON et al., 2008; HUPALO et al., 2016). Esta € uma das razdes pela
qual o P. vivax é um relevante desafio no desenvolvimento de programas de erradicacéo
da malaria (GRIFFING et al., 2015).

1.3 Ciclo de vida do parasito

A malaria humana pode ser causada por 7 diferentes agentes etioldgicos, todos
pertencentes ao género Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e os
mais recentemente classificados como agentes etiologicos humanos: P. knowlesi
(KANTELE; JOKIRANTA, 2011), P. cynomolgi (Ta et al., 2014) e P. simium (BRASIL et al.,
2017). Apds o ciclo no hospedeiro invertebrado, a picada do mosquito do género
Anopheles culmina na infeccdo do homem, através da inoculacdo de esporozoitos na
corrente sanguinea, via vasos sanguineos da derme (SOULARD et al., 2015). Apesar dos
esporozoitos apresentarem motilidade suficiente para migrarem da derme para 0s vasos
sanguineos (HOPP et al., 2015), o proprio movimento do fluxo sanguineo € a principal via
de acesso para o endotélio do figado. Uma vez no endotélio hepatico, cerca de 70% dos
parasitos migra de forma ativa para os hepatécitos (DOUGLAS et al., 2015; ROSAS et al.,
2015). No interior das células hepéticas, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos,
gue entdo se multiplicam por esquizogonia e dao origem a esquizontes teciduais, que
contém milhares de formas hapléides do parasito, denominadas merozoitos (ZHANG et
al., 2016). As espécies P. vivax e P. ovale possuem ainda uma forma latente, que
permanece no figado e € denominada hipnozoito. Ao fim do estado de laténcia, os
hipnozoitos s&o responsaveis pela recorréncia dos sintomas (DEMBELE et al., 2014;
GURAL et al., 2018; MARKUS, 2015). Em geral, sdo descritos como formas uninucleares
e muito pequenas quando comparadas aos outros estagios do parasito, e podem ainda
permanecer por anos no organismo desde a infecgéo inicial (RIVERA et al., 2016).

A fase eritrocitica se inicia quando o merozoito invade as células sanguineas. Uma
divergéncia importante entre o P. vivax e o P. falciparum ocorre justamente nesta etapa:
enquanto o P. falciparum invade tanto as células maduras como as jovens, o P. vivax
adentra somente os reticuldcitos. Credita-se essa divergéncia as ligagoes ligante-receptor,

embora tais mecanismos ainda precisem ser elucidados.



Sabe-se que, no processo de invasdo de eritrocitos proteinas como o Antigeno 1 de
Membrana Apical (AMA-1) tém papel fundamental na reorientacéo e na prépria insercéo
do parasito na célula sanguinea (MOON et al., 2016). Dentro dos eritrécitos, por
esquizogonia, ocorre a formacdo de novos merozoitos que invadem novas hemacias
(BAIRD et al., 2016). Alguns trofozoitos diferenciam-se em gametécitos femininos e
masculinos, estagios sexuados que ndo sofrem divisdo e seguem seu desenvolvimento
no hospedeiro invertebrado. No mosquito, a fecundacéo entre macro-gametocito e micro-
gametocito da origem a forma de zigoto (MAIR et al., 2007). Em seguida, ha a formacéao
do oocineto e oocisto, nesta ordem. Ao final do processo, 0s esporozoitos permanecem
armazenados nas glandulas salivares da fémea e s&o transferidos para a derme do
hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo (PHILLIPS et al., 2017). O ciclo geral
das espécies de Plasmodium é representado na Figura 3. Na Figura 4 esta ilustrado o
processo de invasao de eritrocitos pelo merozoito.

A fase eritrocitica do ciclo do P. falciparum é a responsavel pela chamada maléria terca,
gue reincide a cada 48 horas e normalmente causa sintomas mais expressivos, como
febre e cefaleia intensa; a manifestacdo dos sintomas acontece a cada 48 horas em razao
de estar relacionada com essa fase do ciclo. O P. vivax € o parasito responsavel pela
chamada febre ter¢a popularmente conhecida como “benigna”, tendo seu ciclo a mesma
duracdo em horas, assim como a P. ovale, espécie restrita ao continente africano
(PHILLIPS et al., 2017). De forma geral, o ciclo das espécies de Plasmodium é similar e
dura de 48 a 72 horas, tendo o ciclo do P. ovale a maior duragdo (EBRAHIMZADEH,;
MUKHERJEE; RICHARD, 2017). Os sintomas sao recorrentes a cada rompimento das
hemacias pelos merozoitos. A fase aguda da doenca caracteriza-se por um conjunto de
paroxismos febris, que possuem periodos de frio, calor e suor. Na maior parte dos
pacientes, 0s sintomas comec¢am repentinamente, com periodo de frio que normalmente
dura entre 15 e 60 minutos. Dentre os sintomas, estdo o aumento de temperatura corporal,
calafrios, cefaleia, nduseas e vomitos, fraqueza e cansaco constantes e ictericia em alguns
casos (KALLANDER; NSUNGWA-SABIITI; PETERSON, 2004; SULEMAN et al., 2017;
SECRETARIA DA SAUDE DE SAO PAULO, 2018).
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Figura 3. Ciclo do Plasmodium spp. Incluindo a fase latente do P. vivax e a invasao
exclusivamente realizada em reticuldcitos, diferente dos demais agentes causadores da malaria,
com excecdo do P. ovale. Adaptado de Medicines for Malaria Venture. Disponivel em:
https://www.mmv.org/newsroom/press-releases/one-step-closer-blocking-transmission-malaria.
Acesso em 30 de outubro de 2019.

Figura 4. O estagio sanguineo do ciclo de vida do Plasmodium spp. (1) A interacao inicial
merozoito-eritrocito € determinada por reagdes moleculares especificas, entre os ligantes do
parasito e os receptores da célula sanguinea. (2) Reorientacdo do parasito e formacdo do
complexo de juncdo merozoito-eritrocito. (3) Movimento interno impulsionado pelo complexo
actina-miosina. (4) Projecdo da membrana para a parte interna do eritrécito e insercdo do
revestimento de superficie. (5) Maturacdo morfogénica. Adaptado de QIAGEN, Erythrocyte
Invasion by Plasmodium Merozoite. Disponivel  em:
https://www.malariasite.com/life-cycle/. Acesso em 30 de outubro de 2019.



1.4 Estratégias de prevencao e controle

Considerando que os numeros de casos reportados de maléaria sdo significativos em
ambito mundial, é vital o desenvolvimento de estratégias de controle, tratamento e
prevencdo da doenca (RICHIE; SAUL, 2002; MAIR et al., 2007; BHATT et al., 2015).
Estima-se ainda que nenhuma outra infec¢do parasitéria tenha atingido a raca humana de
forma tdo ampla, uma vez que a malaria tem influéncia até mesmo na evolug¢éo do genoma
humano: é suposto que alteracbes originarias de polimorfismos genéticos conferiram
protecdo contra suas formas mais severas (PHILLIPS et al., 2015).

O diagnostico inclui a identificacdo do parasito ou de seus antigenos no sangue do
paciente. Apesar de parecer um procedimento muito simples, sua eficacia depende de
muitos fatores, incluindo o conhecimento prévio das diferentes formas das espécies
causadoras da doenca em humanos e treinamento frequente e adequado, principalmente
em regides ndo endémicas (TANGPUKDEE et al., 2009). Ap6s o diagndstico, séo
administrados antimalaricos por um periodo que varia de 3 a 14 dias. Normalmente, os
farmacos utilizados sdo primaquina ou cloroquina, este Ultimo ndo mais utilizado para
malaria falciparum devido a ampla resisténcia desenvolvida pelo parasito (VAZQUEZ-
SANCHEZ, 2015). Para gestantes e criangas, uma estratégia de controle e prevencao
comumente usada consiste em doses de antimalaricos com intervalos pré-determinados,
buscando prevenir novas infeccdes em um mesmo paciente. Tal estratégia recebe o nome
de TPI (Tratamento Preventivo Intermitente). Contudo, um dos farmacos mais indicados
para esse tipo de estratégia - dihidroartemisinina-piperaquina - requer exames cardiacos
frequentes, exigindo um maior empenho do paciente em prosseguir com o tratamento e
tornando mais complexa a ministracdo correta da TPl (GUTMAN et al., 2017). Outros
medicamentos antimalaricos, como a doxiciclina e a primaquina, sdo contra-indicados para
gestantes (BAIRD et al., 2016; HEMINGWAY et al., 2016).

No tratamento da malaria vivax, é importante considerar que o medicamento utilizado
para tratar sua forma latente (primaquina) é contraindicado para pacientes com deficiéncia
de G6PD (Glucose-6-fosfato dehidrogenase), condicdo de origem genética. Além disso,
medicamentos preventivos possuem alto custo e requerem dosagem diaria, como € 0 caso
respectivamente da mefloquina e da atovaquona-proguanil (PRICE; NOSTEN, 2014).

Contudo, é importante observar que nos ultimos tempos 0 aumento da resisténcia dos
principais agentes etioldégicos — incluindo o P. vivax e o P. falciparum — contra drogas
antimalaricas tem aumentado consideravelmente (PEPLOW, 2016). O aumento da

resisténcia aos principais medicamentos tem implicado na ocorréncia da malaria em novas
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areas, além da reemergéncia em locais onde anteriormente a doenca foi considerada
erradicada (ROCAMORA et al.,, 2018). Nos Ultimos anos, vérios esforcos foram
direcionados para a descoberta de medicamentos antimalaricos, gerando um amplo
portfélio de novos medicamentos (SIRAWARAPORN et al., 1997; ANTHONY et al., 2012;
PHILLIPS et al., 2015). Para tentar driblar a crescente resisténcia do parasito a farmacos
e seus compostos, novos tratamentos estdo sendo desenvolvidos: a exemplo de terapias
combinadas, envolvendo moléculas com um maior espectro de atividades que incluem
desde tratamento da infeccdo no estagio sanguineo até quimioprevencdo dos estagios
hepéticos (BAIRD et al., 2016).

Além do tratamento de pessoas ja infectadas, o Manejo Integrado de Vetores (estratégia
de erradicacao da maléria indicada pela WHO) inclui medidas de controle e prevencéo da
maléria direcionados ao vetor da doenca. A instalacdo de telas de protecdo e a
pulverizacao de inseticidas séo as principais acdes de combate ao mosquito, adotadas em
pequena e média escala (SNOW et al., 1999; FOSTER; PHILLIPS, 1997). Mosquiteiros
impregnados com inseticidas tém reduzido significativamente a transmissdo de malaria
nos ultimos anos, funcionando de forma expressiva, ocasionando uma diminuicdo da
transmissao em cerca de 70% nas areas em que 0 mosquito realiza a picada em locais
fechados e durante o periodo noturno. No entanto, a mesma eficacia ndo é observada em
regides em que a maior parte das picadas ocorrem em locais externos ou no comeco da
noite: um exemplo destes locais € a América Latina (BINKA; AKWEONGO, 2006; OKELL;
CHURCHER, 2016). Essas estratégias tém se tornado cada vez mais limitadas, uma vez
gue 0s mosquitos vetores tém se tornado mais resistentes também aos inseticidas
(DIJANIC et al., 2018; BUTLER, 2011). No entanto, é preciso observar que o aumento da
resisténcia do vetor aos inseticidas e dos parasitos aos antimalaricos sao estratégias
naturais de sobrevivéncia, portanto um aumento ainda maior destes mecanismos é
previsto.

A ocorréncia de mutacdes ou alteracbes metabdlicas € comum em outras espécies de
Plasmodium. Este mecanismo é uma antiga, bem estabelecida e amplamente estudada
estratégia de sobrevivéncia de vetores, inclusive o Anopheles. Sendo assim, € necessario
tracar outros meios de controle para que se consiga uma interacao proveitosa entre 0s
meios de combate a malaria (HANOVER, 1975; KALLANDER; NSUNGWA-SABIITI;
PETERSON, 2004; KISINZA et al., 2017; MESSENGER et al., 2017; SINGH; DWIVEDI;
NATH, 2018).
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Medidas direcionadas para a producao de vetores transgénicos também sao estudadas
e recentemente apresentaram bons resultados, impedindo a produ¢do do cromossomo X
e a consequente reproducdo de mosquitos fémeas (GALIZI et al., 2014). Entretanto, o
impacto desconhecido da insercédo de animais geneticamente modificados pode acarretar
0 surgimento de uma espécie ainda mais resistente e ser um processo mais lento do que
o esperado (BILGO et al., 2017).

O desenvolvimento de uma vacina efetiva constituiria, entdo, uma importante
ferramenta contra a doenca, uma vez que apresentaria uma forma de prevencdo de
excelente custo beneficio e eficicia, e ajudaria a driblar as estratégias para aumento da
resisténcia - tanto do vetor como do parasito (NIKOLAEVA; DRAPER; BISWAS, 2015).

1.5 Estratégias vacinais contra a malaria

O desenvolvimento de uma formulacédo vacinal pode ter como alvo uma das trés fases
de vida do Plasmodium: a vacina pode ter como objetivo bloquear a transmissao, inibir a
fase pré-eritrocitica ou atuar no estagio sanguineo (HEMINGWAY et al., 2016). As vacinas
de blogueio de transmissdo atuam impedindo a infeccdo do mosquito, assim
interrompendo também a disseminacdo da doenca nas populacdes humanas
(CHURCHER et al., 2017). As formula¢cBes direcionadas para o estagio pré-eritrocitico
procuram evitar a infeccdo do hospedeiro vertebrado (MITCHELL et al., 1976). Por sua
vez, as formulagfes que possuem como alvo a fase sanguinea visam evitar e controlar a
parasitemia e, desta forma, prevenir ou minimizar as manifestacées clinicas.

Em 2015, a primeira vacina contra a malaria foi aprovada para implementacao piloto em
trés paises da Africa: Gana, Quénia e Malawi. Direcionada para a fase pré-eritrocitica, a
RTS,S/AS01 é desenvolvida pela GlaxoSmithKline® e inclui epitopos de células B e T
(AMELIA et al., 2019). Sua composi¢do € baseada na proteina circunsporozoita de P.
falciparum (CSP: 19 NANP repeats seguidos de um repeat de trombospondina) fusionada
com a superficie do virus da hepatite B e um adjuvante composto de MPLA (Monofosforil
Lipidio A, uma forma néo toxica do LPS) e QS21 (saponina purificada) (AMELIA et al.,
2019; ZHENG et al., 2019).

Em andlise realizada em 6.000 criangas vacinadas em 7 diferentes paises africanos, a
RTS,S/ASO1 induziu 56% de prote¢do contra o primeiro episédio de malaria clinica, e
apresentou 47% de eficacia contra a forma grave da doenca (AGNANDJI et al., 2014).

Apesar do mecanismo de inducgéo de resposta imune contido na RTS,S ndo estar ainda

totalmente elucidado, acredita-se que ele consista principalmente na resposta de
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anticorpos contra a porcédo central de repeats (SUN et al., 2003; MOORTHY; REED;
SMITH, 2009; WHITE et al.,, 2013; CHAUDHURY et al., 2017), pois altos titulos de
anticorpos contra esta regido foram encontrados em individuos imunizados (WHITE et al.,
2013). Atualmente procura-se aumentar a duracdo da eficacia da formulacéo, visto que
dados recentes sugeriram uma longevidade de anticorpos especificos de menos de dois
anos (WHITE et al., 2015; MIURA, 2016).

Alguns grupos de pesquisa acreditam que uma formulagéo vacinal que atinja somente
0 estagio pré-eritrocitico do parasito dificilmente conferira protecéo total contra a doenca,
dada a complexidade do ciclo do parasito (SALAMANCA et al., 2019; YUSUF et al., 2019).
Por isso, o desenvolvimento de uma vacina para estagio sanguineo deve continuar sendo
reputado: a inibicdo da proliferacéo do parasito nos eritrocitos € fundamental para impedir
a manifestacdo de sintomas (BOES et al., 2015; TEO et al., 2016). Ademais, uma vacina
direcionada para os estagios sanguineos pode prevenir a doenca nos casos em que as
medidas contra os estagios pré-eritrociticos ndo forem efetivas (SCHMIDT; BUTLER,;
HARTY, 2009).

Entre os alvos de vacinas para fase sanguinea mais estudados, estdo as proteinas de
superficie de merozoito, como a Merozoite Surface Protein (MSP119) e Apical Membrane
Antigen-1 (AMA-1). Contudo, somente vacinas contra P. falciparum chegaram a ensaios

clinicos de fase Il, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Principais vacinas de estagio sanguineo de Plasmodium spp. que tiveram sua
eficacia testada no homem. Vacinas direcionadas para mais de um estagio nao foram incluidas,
assim como o0s testes que ndo apresentaram seguranca ou imunogenicidade consideradas
significativa pelos autores.

Espécie Fase Antigeno(s) Adjuvantel/virus Resultados Referéncia
principais
Sem prote¢do (GENTON et
clinica, mas al., 2002)
MSP1 + Montanide reducdo da cepa
P. falciparum Il MSP2 + ISA 720 especifica da

RESA MSP2 na
infeccéo.

Sem protegdo (THERA et

clinica, mas al., 2011)

reducdo da cepa
especifica na
infeccéo.

P. falciparum Il AMA-1 GSK AS0O2a




Diminuicao na (SPRING et
parasitemia entre al., 2009)
os dias 7-9 apos

desafio (n=10),

Il AMA-1 GSK AS0O2a qguando

comparado com o

grupo controle

(n=6).

P.
falciparum

Reducéo (SIRIMA;
significativa no COUSENS;
risco de malaria DRUILHE,

. clinica: 1.2 (dose 2011)
. P. | MSP3 Hidroxido de de 15ug) e 1.9
alciparum aluminio (dose de 30ug) de
casos contra 5.3
no grupo controle

Reducao (PALACPAC
significativa no et al., 2013)
risco de malaria
. (taxa de risco
P. | SERA-5 Hidroxido de baixa - 0,26 -
falciparum aluminio
quando
comparado ao
grupo controle)

Altos titulos (SINGH;
(Mediana DWIVEDI;
geométrica = 4) NATH, 2018)
de anticorpos IgG
verificados em
soros de
individuos de &rea
endémica (n=36)

P. vivax | DBP GLA-SE

Altos titulos (PAYNE et
(Mediana al., 2017)
geométrica = 4)
de anticorpos IgG
P. vivax I DBP MVA verificados em
soros de
individuos apés
boost (n=36)

Altos titulos (800 (MALKIN et
unidades de al., 2005)
medida) de
S anticorpos 1gG
P. vivax I Pv25* HIgTSr):?n?Ode verificados em
soros de
individuos de area
endémica (n=30)

Montanide ISA720, GSK AS02 e AS02A sao adjuvantes. * bloqueio de transmissao
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Um dos antigenos de fase sanguinea mais estudados para a producéao de uma vacina
contra P. vivax € a Duffy Binding Protein (DBP), uma proteina do micronema parasitario
que liga o antigeno do grupo sanguineo Duffy nos reticulécitos humanos, mediando a
invasdo por merozoitos de P. vivax (CHITNIS; SHARMA, 2008). Os primeiros resultados
de testes clinicos de Fase | relataram altos titulos de anticorpos gerados em soros de
individuos infectados no momento da coleta, de diferentes areas endémicas da india
(SINGH; DWIVEDI; NATH, 2018), e individuos também saudaveis do Reino Unido
apresentaram titulos de anticorpos consideraveis (demonstrando razées maiores do que
1:100, medidas por ELISA) ja na primeira dose de uma imunizacdo prime-boost
heter6loga, contendo DBP e Ankara (MVA) (PAYNE et al., 2017). Ensaios ex-vivo estdo
em andamento para medir a funcdo protetora de anticorpos e verificar a presenca de
anticorpos anti-PvDBP em pacientes de area endémica da Africa (URUSOVA et al., 2019).

Com o foco em bloqueio de transmisséo, uma vacina utilizando como antigenos duas
proteinas (Pv25 e Pv28) expressas na superficie dos gametécitos induziram o
reconhecimento por anticorpos. Tanto a Pv25 quanto a Pv28, expressas como proteinas
recombinantes em leveduras Saccharomyces cerevisiae, induziram a atividade de
anticorpos em camundongos e macacos (HISAEDA et al., 2000; RAMJANEE et al., 2007;
LOPEZ et al., 2017). Estes ensaios sucederam os estudos com uma proteina quimérica
constituida da fusdo de ambos antigenos, e que induziram titulos de anticorpos mais
elevados do que os observados com as duas proteinas separadamente em camundongos
imunizados (HISAEDA et al., 2000). No entanto, ainda s&do necessarios testes de
imunogenicidade e eficacia de formulagdes contendo Pv25 para elucidar o potencial

vacinal destes antigenos (LOPEZ et al., 2017).

1.6 Candidato vacinal PvAMA-1: estrutura, polimorfismo e antigenicidade

A AMA-1 é uma proteina transmembrana do tipo | presente no esquizonte e no
esporozoito do Plasmodium (SANDERS et al., 2005), se acumulando nos micronemas
conforme esquematizado na Figura 5 (KALLANDER; NSUNGWA-SABIITI; PETERSON,
2004; BAl et al., 2005). Esta proteina é conservada entre os parasitos do filo Apicomplexa,
e constituida por um ectodominio onde cisteinas formam oito ligacdes dissulfeto. Essas
ligacdes dobram a proteina em trés dominios (D) principais: DI, DIl e DIll (DONAHUE et
al., 2000; TRIGLIA et al., 2000). Estruturas cristalograficas de PfAMA-1 e PVAMA-1

mostraram que os dominios centrais | e Il (Figura 6) fazem parte de uma superfamilia de
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proteinas que comp&em um sistema de dobramento para invasao da célula hospedeira
(BAl et al., 2005; PIZARRO et al., 2005).

A funcionalidade da AMA-1 é atribuida especialmente ao processo de invasdo dos
eritrocitos ou reticuldcitos, através da juncédo com o aglomerado RON (composto de RONZ2,
RON4 e RON5) formando o complexo moving junction: uma ponte entre a membrana da
célula sanguinea e AMA-1 é formada assim que é feita a ligagdo com a RON2, enquanto
RON4 e RONS5 estéo inseridas na membrana da célula do hospedeiro. Quando a AMA-1
é ligada através do citoplasma ao motor de actomiosina, o parasito € impulsionado para
dentro do eritrocito ou reticulécito ao mesmo tempo em que seu conteudo lipidico é
liberado, formando o vacuolo parasitéforo, no qual o parasito se insere. Este processo de
invasdo completo é muito breve, dependendo essencialmente da lise dos ectodominios da
AMA-1 e da concomitante liberacdo de fragmentos sollveis (DUTTA et al., 2013;
COWMAN et al., 2016; DELGADILLO et al., 2016; SALGADO-MEJIAS et al., 2019)

Figura 5. Localizacdo da proteina AMA-1 no merozoito de Plasmodium spp. Representacao
da localizacdo da proteina AMA-1, nas espécies pertencentes ao género Plasmodium: porgéo
apical do parasito, no micronema, e direcionada para reorientacdo no processo de invasdo das
células sanguineas. A formacg&o do complexo AMA-1 e RON2 possibilita o processo de entrada
nas hemacias. Adaptado de QIAGEN, Structure of Plasmodium Merozoite. Disponivel em:
https://blogs.biomedcentral.com/bugbitten/2018/01/19/vivax-malaria-another-key-red-blood-cell-
invasion/. Acesso em 12 de novembro de 2019.

Outro fator que deve ser considerado em um antigeno candidato a vacina, como a AMA-
1, é a diversidade do gene que a codifica. Embora grande parte das proteinas encontradas
nos diferentes estagios do género Plasmodium sejam essencialmente monomorficas - isto
€, ndo apresentem grande diversidade génica - ferramentas moleculares utilizadas por
epidemiologistas apontam que a AMA-1 faz parte de um possivel processo adaptativo,
resultante em regides altamente polimorficas (BARRY, 2005; QUANG et al., 2009).
Diversos trabalhos descrevem o polimorfismo de genes que codificam a AMA-1 em
diferentes isolados naturais de P. vivax (REMARQUE et al., 2008; ARNOTT et al., 2013).

A presenca de polimorfismo em genes que codificam uma proteina pode comprometer a
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efichcia de uma vacina que a utiliza como base, uma vez que € possivel que existam
regides de epitopo justamente nas areas polimorficas (LO et al., 2018; OUATTARA et al.,
2018). Os Dominios | e Il de AMA-1 compartiliham uma topologia central comum,
constituida por um par de dominios intimamente associados (BAI et al., 2005). Os loops
de DI e DIl se estendem destes dominios associados para formarem uma fenda
hidrofébica longa, local de forte interacdo com o ligante altamente conservado (BAI et al.,
2005; COLEY et al., 2007). Portanto, € suposto que as estruturas de loop altamente
polimérficas acarretam em um mascaramento conformacional (A. MACRAILD et al., 2011;
VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012), protegendo o local de interacdo da resposta dos
anticorpos do hospedeiro (A. MACRAILD et al., 2011).

Analisando os aminoécidos polimérficos da PvAMA-1 em diferentes faixas etarias
infectadas, Nedaei e colaboradores trabalharam com 92 amostras de sangue do sul e
sudeste iranianos. Mutac6es nucleotidicas foram encontradas em 49 locais e, com base
na sequéncia de aminoécidos, foram detectados 30 locais variaveis. A distribuicdo etaria
dos casos de maléria mostrou que a maioria dos pacientes tinha entre 10 e 30 anos. Os
haplétipos do grafico de disperséo por idade mostraram uma taxa de incidéncia crescente
com a idade na infancia, enquanto a incidéncia foi a mais baixa em pacientes com menos
de cinco anos de idade. Contudo, algumas substituicdbes foram relacionadas a
determinados grupos etarios, o que sugere que essas substituicbes podem ser
responsaveis por manifestacbes clinicas dos sintomas em diferentes idades,

provavelmente como resultado da pressao imune do hospedeiro (NEDAEI et al., 2017).
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Figura 6. Estrutura cristalogréfica e representacdo esquematica da PvAMA-1. (A) Estrutura
cristalografica da proteina AMA-1 de P. vivax. Os dominios I, Il e lll estdo representados pelas
cores: verde, azul e magenta, respectivamente. O dominio | é significativamente maior que os
demais, corroborando a predicéo estrutural com base na contagem de aminoéacidos presentes em
cada dominio. Estruturacéo e representacao: Pizarro et al., 2005. (B) Representagdo esquematica
da proteina AMA-1 de P. vivax. A regido transmembrana (TM), o peptideo sinal e a regido
citoplasmética estdo representada em cinza claro. O dominio | € composto de 216 aminoacidos,
tendo inicio no de nimero 43 e final no 258, O dominio Il contempla 137 aminoacidos, tendo inicio
no de nimero 259 e final no de 395. O dominio Il € o mais curto, com 102 aminoéacidos: do 396
ao 497

Apesar dos estudos direcionados a PFAMA-1 serem mais numerosos, analises voltadas
para a antigenicidade da AMA-1 de P. vivax também tém sido conduzidas ao longo dos
anos, inclusive com contribuicdes do nosso grupo. Estudos imunoepidemiolégicos
demonstraram que o ectodominio de P. vivax é altamente imunogénico em infeccdes
naturais, especialmente em regides com maiores niveis de transmissdo e em individuos
com infeccdes recentes (MORAIS et al., 2006; REMARQUE et al., 2008a; MUELLER et
al., 2013). Ademais, anticorpos contra a proteina AMA-1 s&o capazes de inibir a invasao
dos esporozoitos nos hepatdcitos, além de impedir a reorientacdo do merozoito para
invasao dos eritrécitos ou reticulocitos (KENNEDY et al., 2002; REMARQUE et al., 2008a).

Rodrigues e colaboradores avaliaram a resposta imune naturalmente adquirida contra
PVAMA-1 em 200 individuos de areas endémicas brasileiras: quatro diferentes cidades do
Par4 (Belém, ltaituba, Maraba e Tailandia), Porto Velho (Rondénia) e Serra do Navio

(Amapa). A proteina recombinante His6-AMA-1 reagiu com 85,0% de anticorpos IgG e a
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taxa de resposta demonstrou ser diretamente proporcional ao niumero de episddios prévios
de malaria, sendo de 100% em individuos com pelo menos quatro episodios anteriores. O
sequenciamento parcial da regido variavel de 20 isolados brasileiros, inserida no Dominio
[, confirmou o polimorfismo da PvAMA-1 sugerido nos resultados dos ensaios sorolégicos,
sugestionando uma diversidade génica limitada no Brasil e uma alta imunogenicidade da
proteina (RODRIGUES et al., 2005).

Posteriormente, a resposta imune contra PvAMA-1 foi avaliada em regides endémicas
brasileiras com diferentes niveis de transmisséo: Belém (Para) e Cuiaba, Apiacas e Terra
Nova do Norte (Mato Grosso), todas pertencentes a Regiao Amazodnica. No local de maior
endemicidade (Apiacas), a prevaléncia de anticorpos IgG foi mais alta (95%). Quanto a
longevidade de anticorpos IgG, as porcentagens de respondedores em todas as regides
foram expressivas mesmo em individuos expostos brevemente a malaria, inclusive apés
sete anos; esses resultados sugeriram um alto potencial imunogénico da PvAMA-1
(MORAIS et al., 2006).

Mais tarde, utilizando 220 amostras do Para, Barbedo e colaboradores compararam a
resposta de anticorpos a trés proteinas recombinantes baseadas em PVAMA-1, PYMSP119
e PvDBP-RII. Em individuos infectados, a frequéncia de anticorpos IgG foi de 72,7, 95,0 e
44,5%, respectivamente, e 0s niveis de anticorpos especificos contra cada uma das
proteinas ndo sofreram quedas significativas apds nove meses. Tais resultados sugerem
a regulacao da resposta imune aos diferentes antigenos da fase sanguinea da malaria, o
gue pode contribuir para reinfeccfes em individuos de area endémica (BARBEDO et al.,
2007).

Expressando os trés dominios de PvAMA-1 separadamente e em duas diferentes
combinac¢des (DI-1l e DII-lIl), um estudo de Mdufalo et al. objetivou mapear os epitopos
imunodominantes do ectodominio da PvAMA-1. Para isso, 100 amostras de individuos de
area endémica (Regido Amazonica Brasileira) foram testadas por ELISA. As proteinas
recombinantes que continham o DIl (DIl, DI-ll e DII-lll) foram predominantemente
reconhecidas (apresentando as respectivas porcentagens de respondedores: 65%, 60%
e 59%). Ademais, a imunizacdo de camundongos com o ectodominio completo induziu
altos titulos de anticorpos, predominantemente para proteinas contendo o DIl (MUFALO
et al., 2008).

Considerando os resultados que sugeriram que o Dominio Il é altamente imunogénico,
Gentil e colaboradores testaram a inducdo de anticorpos contra uma proteina

recombinante baseada no DIl de PvAMA-1, imunizando camundongos com a proteina em
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guestao na presenca de seis adjuvantes: Adjuvante Completo e Incompleto de Freund
(CFA e IFA), hidroxido de aluminio, Quil A, saponina QS21, CpG-ODN 1826 e TiterMax.
Os resultados corroboraram o estudo de 2008: o DIl mostrou-se imunogénico quando
ministrado em conjunto com qualquer um dos seis adjuvantes testados. Além disso,
anticorpos anti-DIl reconheceram a proteina PvAMA-1 nativa em isolados de pacientes de
Manaus, regiao endémica brasileira (GENTIL et al., 2010).

Para verificar a resposta de anticorpos contra o DIl em individuos naturalmente
infectados, foram realizadas analises da sequéncia primaria de PvAMA-1 e a identificacdo
de epitopos lineares de células B, tendo a sequéncia de aminoécidos 290-307
apresentado a maior antigenicidade. Com a hip6tese de que este peptideo sintético
poderia possuir alta antigenicidade, soros de individuos infectados que conhecidamente
continham anticorpos anti-PvAMA-1, anti-DIl ou ambos foram testados. Apesar do
peptideo sintético ter induzido a atividade de anticorpos em todas as amostras de soro
especificas para o Dominio Il, os soros com reatividade exclusiva a versdo completam
representaram 58,3% das amostras. Os resultados entdo sugerem gue um epitopo
(SASDQPTQYEEEMTDYQK) contido no Dominio Il é altamente antigénico durante
infeccbes humanas naturais (BUENO et al., 2011).

Uma PvAMA-1 recombinante tendo como base a mesma sequéncia de aminoacidos foi
expressa em Pichia pastoris e demonstrou alta taxa de inducéo de resposta em ensaios
realizados com amostras sanguineas de individuos naturalmente infectados, e induziu
resposta imune em camundongos. Além disso, os anticorpos gerados pela vacinacéo
reconheceram a proteina nativa de esquizontes maduros de isolados asiaticos de P. vivax
(VICENTIN et al., 2014).

Objetivando primariamente elucidar os efeitos de uma infeccdo por malaria que ocorre
em conjunto com uma infeccdo parasitaria, Sanchez-Arcila e colaboradores realizaram um
trabalho em uma area brasileira endémica para maléria, no estado de Rondbnia. Ao medir
a inducdo de anticorpos IgG para PvAMA-1 e PvMSP119 nestes individuos, o grupo
verificou uma prevaléncia de 74%. Além disso, a prevaléncia de anticorpos especificos foi
similar para ambas as proteinas. Também foi observada uma resposta de anticorpos IgG
reduzida para as duas proteinas em individuos com parasitos intestinais (SANCHEZ-
ARCILA et al., 2015).

Anticorpos contra DBP, AMA-1 e PvMSP119 tiveram seus niveis monitorados apos 9
anos em um estudo que avaliou o potencial destes marcadores sorolégicos. O

acompanhamento foi realizado em individuos adultos de éarea endémica (floresta
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amazobnica). Os resultados sugeriram que o0 histérico imunolégico da populagdo em
questao é um importante fator a ser considerado no que dizer respeito a longevidade da
resposta imune para todas as proteinas inclusas no estudo, uma vez que 0s anticorpos
contra as proteinas se mostraram mais presentes em individuos recentemente expostos,
enquanto anticorpos contra proteinas menos imunogénicas foram indicativos de
imunidade naturalmente adquirida (PIRES et al., 2018).

Um outro trabalho mostrou que uma vacina contendo diferentes alelos da PvAMA-1 tem
eficiéncia sob a diversidade alélica de forma mais satisfatoria quando comparada a uma
vacina que contenha somente um alelo da proteina, seguindo, portanto, o perfil antigénico
da AMA-1 de falciparum. Os resultados demonstraram que anticorpos contra quatro
diferentes alelos, quando combinados, inibem o desenvolvimento do parasito (DREW et
al., 2012; DUTTA et al., 2013). Isso pode ser causado pela diluicdo da resposta especifica
gerada para cada alelo separadamente, enquanto a resposta contra regides conservadas
esta em maior concentracdo por estar presente em todos os alelos. Isso sugere um
favorecimento da resposta aos epitopos conservados (DUTTA et al., 2013).

Mais recentemente, nosso grupo produziu uma proteina quimérica (PVAMAlee-
PvMSP119) composta pelo ectodominio de AMA-1 e pela regido C-terminal da MSP-1 de
P. vivax. Testes ELISA com essa proteina foram conduzidos utilizando soros de individuos
infectados: PvAMAles, MSPlis e a proteina quimérica foram reconhecidas por,
respectivamente: 73,0%, 91.9% e 91,0% destes soros (ROCHA et al., 2017).

Arnott e colaboradores avaliaram a diversidade génica global da PvAMA-1, comparando
a sequéncia génica de proteinas originarias de duas diferentes regibes endémicas da
Papua Nova Guiné com dados previamente publicados de outras popula¢des do parasito.
Descrevendo um alto polimorfismo geograficamente estruturado, os autores discutem que
um proximo e importante passo para dimensionar o potencial vacinal da PvAMA-1 seria
uma etapa de testes funcionais de antigenicidade de hapl6tipos representativos, o que
determinaria com maior especificidade quais os alelos essenciais na constituicdo de uma
vacina baseada em PvAMA-1 (ARNOTT et al., 2013).

Objetivando diminuir essa lacuna na descricdo do potencial vacinal da AMA-1, no
presente trabalho analisamos a imunogenicidade de nove variantes alélicas baseadas na
PvAMA-1, selecionadas a partir do estudo de 2013. Os alelos selecionados apresentam o
maior nimero de polimorfismos regionais, sendo, portanto, representativos da regido na
qual foram encontrados. As variantes foram selecionadas com base no sequenciamento
realizado, e sdo: Belem, Sal-1, Chesson |, SK0814, Indonesia XIX, TC103, PNG_05 ESP,
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PNG_62 MU e PNG_68 MAS. Suas origens geograficas sdo, respectivamente: Brasil,
Sudeste da Asia, Coréia do Sul, Sudeste da Africa e Papua Nova Guiné. A caracterizag&o
bioquimica parcial e a verificacdo da resposta de anticorpos humanos, em conjunto com
a analise da antigenicidade dessas proteinas, pode ser uma importante ferramenta no

entendimento do potencial vacinal da AMA-1.



II. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o impacto da diversidade antigénica do Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-

1) de P. vivax na inducdo de anticorpos IgG contra diferentes variantes alélicas, em

individuos naturalmente expostos a malaria vivax e em camundongos imunizados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Expressar e purificar as proteinas recombinantes Belem, Sal-1, Chesson |,
Indonesia XIX, SK0814, TC103, PNG_05_ESP, PNG_62_MU e PNG_68_MAS,
representando diferentes formas alélicas de AMA-1 de P. vivax, a partir da

levedura Pichia pastoris;

i) Avaliar a prevaléncia e magnitude de anticorpos IgG contra diferentes variantes
de PVAMA-1 em soros humanos de areas endémicas de maléria,;

iii) Avaliar a resposta imune induzida em camundongos ap0s a vacinacdo com a
variante PvAMA-1 Belem e estabelecer o grau de reatividade cruzada entre as

demais variantes.



IIl. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Genes selecionados para expresséao na levedura P. pastoris

Os genes sintéticos que codificam as sequéncias PvVAMA-1 em suas formas alélicas
utilizadas foram construidos com base em sequéncias selecionadas a partir do estudo de
populacdo de PvAMA-1 (ARNOTT et al., 2013). Os genes selecionados para utilizacdo no
presente estudo estdo descritos na Tabela 2. As alteragcbes realizadas na sequéncia
original foram realizadas para evitar n-glicosilacéo, e também foram descritas previamente
pelo grupo.

Os genes sintéticos foram obtidos comercialmente (GenScript USA Inc®, Piscataway,
NJ), com cddons otimizados para expressao em levedura Pichia pastoris. Em trabalho
anterior desenvolvido pelo grupo, a MSc. Juliana Inés Branco utilizou a sequéncia de
aminoacidos da proteina PvAMA-1 Sal-1 (Genbank XM _001615397) e a proteina
yPVAMA-1 (Genbank KJ010958) previamente estudada em imunoensaios (VICENTIN et
al.,, 2014). Em seguida, transformou cada plasmideo em bactérias E. coli de linhagem
DH5-a (Introvitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) a fim de se obter a
expansdo clonal. O DNA obtido por lise alcalina foi quantificado por analise
espectrofotométrica em Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific USA Inc.) e teve a
integridade dos sitios enzimaticos confirmada por meio da andlise de restricdo utilizando
as enzimas Sall, EcoRI e Notl (New England Biolabs USA). A integridade das sequéncias
foi confirmada através de sequenciamento prévio realizado pela GensScript. As proteinas
recombinantes possuem em seu interior o ectodominio completo da PvAMA-1 (Dominios
[, Il e lll) e a adicdo de uma cauda de hexa histidina na regido C-terminal. Os genes
otimizados correspondentes as novas proteinas PvAMA-1 foram subclonados no vetor
pPICOK (Invitrogen, Life Technologies, Corporation USA Inc.), ilustrado na Figura 7. Os
genes foram denominados na seguinte e respectiva ordem: pPIC9K-PvAMA-1 Belem,
pPIC9K-PVAMA-1 Sal-1, pPIC9K-PVAMA-1 Chesson |, pPIC9K-PVAMA-1 Indonesia XIX,
pPICO9K-PVAMA-1 SKO0814, pPIC9K-PVvAMA TC103, pPIC9K-PVAMA-1 PNG_05 ESP,
pPIC9K-PVAMA-1 PNG_62_MU e pPIC9K-PVAMA-1 PNG_68_MAS.

Todos os plasmideos recombinantes ja estavam disponiveis, e as proteinas foram
produzidas conforme descrito anteriormente pelo nosso grupo (VICENTIN et al., 2014).
Para este trabalho, utilizamos os clones ja selecionados anteriormente conforme descrito

no paragrafo anterior.



Tabela 2. Codigos correspondentes as variantes no banco de dados Genbank®.

Gene Cadigo Genbank®
Belem EU395595
Sal-1 XM_001615397
Chesson | EU395596.1
Indonesia XIX EU395598
SK0814 GU477788
TC103 ACY68751
PNG_05_ESP KC702448.1
PNG_62_MU KC702493.1
PNG_68 MAS KC702496
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Figura 7. Mapa do plasmideo pPIC9K. O pPIC9K foi usado em trabalho do grupo desenvolvido
pela MSc. Juliana Inés Branco, como vetor para expressao secretada na levedura P. pastoris. Os
genes foram clonados previamente dentro dos sitios de restricdo EcoRI e Notl, para a expressao
sob o controle do promotor AOX1, indutivel por metanol. Leveduras da linhagem GS115 foram
transformadas por eletroporagdo com os plasmideos linearizados, com as enzimas Sall (New
England Biolabs™). As leveduras transformadas foram cultivadas em placas de meio deficiente em
histidina, com o objetivo de selecionar clones recombinantes HIS". A sele¢cdo de clones com
inser¢Bes multiplas foi feita em placas de meio YPD contendo geneticina, ha concentragéao final de

0.25a 4.0 mg/mL.

As proteinas recombinantes expressas em P. pastoris apresentam as sequéncias

primérias descritas na Figura 8. Antecedendo-as, ha o peptideo sinal a seguir (a-factor),

composto por 42 aminoacidos para expressao secretada das proteinas:
I MNKIYYIIFLSAQCLVHIGKCGRNQKPSRLTRSANNVLLEKG#?
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de amino&cidos correspondentes as diferentes
formas alélicas da proteina PvAMA-1. As sequéncias foram alinhadas através da ferramenta
bioinforméatica Seaview®, utilizando o tipo de alinhamento Muscle (EDGAR; DRIVE; VALLEY,
2004). Em locais sinalizados com ponto, os amino4cidos sao iguais aos encontrados na variante

Belem.
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A selecao de clones foi desenvolvida previamente a este trabalho, com insergbes
multiplas feitas em placas de meio YPD (Yeast extract — Peptone — Dextrose) contendo

geneticina (Sigma-Aldrich®) na concentracgéo final de 0.25 a 4.0 mg/mL.

3.2 Obtencédo das proteinas recombinantes da partir da expressdo em Pichia
pastoris )
Inoculou-se uma colonia selecionada em placas de meio YPD Agar em 1.000 mL de

meio BMGY (Buffered Medium Glycerol complex for Yeast), [10 g de peptona Sigma-
Aldrich®, 20 g de extrato de levedura Sigma-Aldrich® em 700 mL de Agua bidestilada,
10xGlicerol Affymetrix®, 50 mL de Yeast Nitrogen Base Sigma-Aldrich®, 50 mL de Tampéo
Fosfato pH=6 (8,7 g de Fosfato de potassio bibasico Sigma-Aldrich® em 50 mL de agua
bidestilada e 40,83 g de Fosfato de potassio monobasico Sigma-Aldrich® em 300 mL de
agua bidestilada, 1 mL de biotina Sigma-Aldrich® (20 mg em 100 mL de agua bidestilada)
em tubo cdénico de volume de 50 mL, indicado para centrifugacdo em equipamento modelo
5810R Eppendorf®].

Em seguida, as col6nias ficaram sob agitacdo constante de 230 rpm em equipamento de
agitacdo modelo InforsHT™ Standard®, a 30°C por 24 horas, quando entdo foi feita a
centrifugacéo (equipamento modelo 5810R Eppendorf®) a 3.000 rpm por 5 minutos a T.A.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 2.000 mL de BMMY
(Buffered Medium Metanol complex for Yeast, preparado de forma semelhante ao meio
BMGY previamente descrito, porém adicionando-se Metanol Merck® em substituicdo ao
Glicerol). Ap6s 24 horas, fora realizada a indugcdo com 1% de metanol (Merck®),
procedimento este repetido por mais 72 horas e sempre com 0 mesmo intervalo de tempo
de 24 horas. Em seguida, cada cultura fora centrifugada e o sobrenadante recolhido e
filtrado em membranas de 0,45 pum (Millex®HV) a bomba a vacuo (Edwards®). A

identificacdo das proteinas foi feita em SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie™.

3.3 Purificagdo das proteinas recombinantes

As purificagcdes das proteinas recombinantes envolvidas no projeto foram realizadas
em 2 etapas cromatograficas, sendo estas respectivamente de afinidade e troca idnica.
Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a purificagdo por afinidade em coluna
HisTrap™ FF (GE Healthcare® USA Inc., Pittsburgh, PA) acoplada ao sistema FPLC AKTA
Prime™ Plus (GE Healthcare® USA Inc.). A eluicdo ocorreu contra um gradiente de
imidazol (5400 mM de imidazol, USB, Affymetrix® USA Inc., Santa Clara, CA) em tampé&o
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fosfato-cloreto [20 mM NaH2POa4 (Synth®, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA®
Ltda.), [20 mM NazHPOa4 (Synth®, Labsynth Produtos para Laboratorios BRA® Ltda.), 0,5

M NaCl (Synth®, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA® Ltda.),
pH=6,0]. As fracGes contendo as proteinas recombinantes, identificadas em SDS-PAGE

. ™ .. .
12% corado com azul de Coomassie , foram dialisadas em membrana SnakeSkin

Pleated Dialysis TubingTM 10.000 MWCO (Thermo Fisher Scientific® USA Inc., Waltham,
MA) contra 20 mM Tris-HCI, (pH=8,0). Apdés a didlise, as proteinas foram filtradas

(Millex®HV 0,45 um) e submetidas a uma etapa de purificagao por cromatografia de troca
ibnica, utilizando a Coluna HiTrapTMQFF (GE Healthcare® USA Inc.), também acoplada ao

sistema AKTA™. A eluicdo das proteinas ocorreu com um gradiente linear de 0 a 1 M de

NaCl em relacdo ao tamp&o 20 mM Tris-HCI (InvitrogenTM, Life Technologies Corporation®

USAInc.). As fracBes contendo a proteina recombinante quimérica foram entéo dialisadas
contra tampao fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate-buffered saline) [8 mM NaH2POa,
2,3 mM Naz2HPOs4, 137 mM NaCl, pH=7,4] 16-18 horas, sob constante agitagao, a 4°C.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-

PAGE) e Western blot

As eletroforeses foram realizadas de acordo com protocolos estabelecidos pelo grupo.
Os géis de empilhamento foram obtidos utilizando 3% de acrilamida/bis-acrilamida, a partir
das solucdes estoque [12% (m/v) acrilamida (Invitrogen™, Life Technologies Corporation®
USA Inc.), 1,2% (m/v) bis-acrilamida (Invitrogen™, Life Technologies Corporation® USA
Inc.) e 0,25 mM Tris (Invitrogen™, Life Technologies Corporation® USA Inc.), 0,2% (m/v)
dodecil sulfato de sédio (SDS, Invitrogen™, Life Technologies Corporation® USA Inc.)] e
polimerizados utilizando 0,1% (m/v) de persulfato de amdnio (Sigma-Aldrich® USA Co.
LLC) e 12 uL de TEMED (Invitrogen™, Life Technologies Corporation® USA Inc.) para 5
mL de solucdo final. Os géis de separacgao foram obtidos utilizando 12% de acrilamida/bis-
acrilamida, a partir de solugdes estoque [30% (m/v) acrilamida, 0,8% (m/v) bis-acrilamida
e 0,75 mM Tris, 0,2% (m/v) SDS] e polimerizados utilizando 0,1% (m/v) de persulfato de
amoénio e 12 uL de TEMED para 9 mL de solugéo final. As eletroforeses foram realizadas
a 120 V em solugdo tampéo Tris-glicina [35 mM SDS, 160 mM glicina (Synth™, Labsynth

Produtos para Laboratérios BRA® Ltda.), 25 mM Tris-HCI)]. Os géis foram corados em
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solugdo corante [1% (m/v) Coomassie™ blue R250 (USB Affymetrix™ USA Inc.), 45% (v/v)
metanol e 10% (v/v) acido acético (Synth™, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA®
Ltda.)] e descorados com solucdo descorante [45% (v/v) etanol e 10% (v/v) acido acético
glacial]. As amostras foram preparadas em tampé&o de amostra [concentracdo final: 2,5%
(m/V) glicerol, 4% (m/v)] SDS, 25 mM 2-mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories® USA Inc.),
12,5 mM Tris-HCI e 0,025 mM azul de bromofenol (Bio-Rad Laboratories® USA Inc.), e
aquecidas a 97°C por 2 minutos.

A determinacéo da concentracdo das proteinas foi realizada por analise de predicao,
utilizando o software ImageQuantTM TL versao 8.1 (GE Healthcare® USA Inc.), utilizando
como base comparativa uma curva de calibracdo com concentracdes definidas de
albumina de soro bovino (ASB, InvitrogenTM, Life Technologies Corporation® USA Inc.).

Para o Western blot, proteinas recombinantes foram submetidas a eletroforese em
SDS-PAGE 12% conforme descrito anteriormente e, ap0s esta, as amostras separadas
no gel de acrilamida/bis-acrilamida foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose Hybond™N (GE Healthcare® USA Inc.) em tampé&o de transferéncia [160 mM
glicina, 25 mM Tris e 20% (v/v) metanol] a 90 V por 30 minutos, utilizando o sistema de
transferéncia semi-Umida Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories™ USA Inc.). As membranas
foram coradas com solucdo Ponceau-S [0,1% Ponceau red (Bio-Rad Laboratories® USA
Inc.) e 10% acido acético] para confirmacdo da transferéncia, e em seguida foram
incubadas por 16-18 horas, 4°C, em solucéo de bloqueio [5% (m/v) leite em p6 desnatado
(Molico®, Nestlé™ CHE S.A., Vevey, VD), 2,5% (m/v) albumina sérica bovina] em PBS.

Apos este periodo, as membranas foram incubadas por 1 hora a Temperatura Ambiente
(T.A), com o anticorpo monoclonal anti-AMA1-DII-K243 na diluicdo de 1:2.000 (v/v), sob
condi¢Bes redutoras. Apos 3 lavagens de 10 minutos com PBS-T [0,05% Tween 20, (V/v),
Invitrogen®, Life Technologies Corporation™ USA Inc.], a membrana foi incubada com o
anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (KPL®, Kirkegaard & Perry
Laboratories™ USA Inc., Gaithersburg, MA) diluido 1:3.000 em solucéo de blogueio por 1
hora a T.A. Apos 3 lavagens com PBS-T foi feita revelacdo por quimioluminescéncia,
utilizando kit ECL Western blotting Analyses System™ (Thermo Fishing Scientific™ USA
Inc.) em leitor de imagem, utilizando-se as solu¢bes de revelagéo e fixagdo (Eastman
Kodak™ USA Co., Rochester, NY).
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3.5 Cromatografia liuida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) das

proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes purificadas foram analisadas por cromatografia liquida de
alta performance em fase reversa (RP-HPLC), usando uma coluna de modelo C4 Vydac
(4,6 mm x 250 mm, para particulas de 300 Hm) acoplada em um sistema HPLC Shimadzu
LC Solution™ (Shimadzu JPN Corp™., Kyoto, KY). O procedimento foi realizado no
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da FCF/USP, no Laboratorio de
Toxinas e Produtos Naturais de Algas. Utilizou-se um gradiente de acetonitrila (Merck™
KGaA DEU Inc.) de 0-100% em 0,1% de &acido trifluoracético (TFA, Thermo Fisher™
Scientific USA Inc.) / 90% acetonitrila a aproximadamente 24°C, sob um fluxo de 1
mL/minuto por 40 minutos. A eluigéo foi monitorada com um detector de absorbéncia UV—
visivel (Shimadzu SPD M20A™, Shimadzu JPN™ Corp.) a 214 nm (JIMENEZ et al., 2008).

3.6 Comparacgao entre as sequéncias das proteinas recombinantes

A representacéo esquematica das proteinas foi feita com auxilio do software PyMOL®,
utilizando-se as sequéncias correspondentes a cada um dos alelos de acordo com o banco
de dados Genbank™. As regibes destacadas tiveram como base a diferenca de
conformacdo de aminoacidos em relacdo ao alelo Belem, por ter sido isolado de um
parasito do Brasil (VICENTIN et. al, 2014). As regides de polimorfismo dos aminoacidos
podem ser consultadas na Figura 9.
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Figura 9. Representacdo esquematica da PvAMA-1 em suas variantes Sal-1, Chesson |,
Indonesia XIX, SK0814, TC103, PNG_05_ESP, PNG_62_MU e PNG68_MAS, em comparacao
com a cepa Belem. Representacdo esquematica das comparagfes nas sequéncias de
aminoacidos da PvAMA-1 Belem com as demais variantes. As barras verticais inseridas em cada
um dos dominios representam os aminoacidos que diferem da variante Belem, enquanto a cor da
porcdo superior e inferior corresponde a classe do aminoacido encontrado na variante
correspondente. As cores das classes dos aminoacidos estéo representadas da seguinte forma:
azul: alcalinos, amarelo: apolares, verde: polares e laranja: acidos.

14 1
145
230
231
437

Tabela 3. Aminoacidos divergentes entre as variantes da proteina PvAMA-1.

Belem

Sal-1
Chesson |
Indonesia XIX
SK0E14
TC103
PNG_05_ESP
PNG_62_MU
PNG_68 MAS

Tabela contendo os aminoacidos do dominio | que divergem nas regides especificadas na Figura
9. A sequéncia da tabela vem logo em seguida do peptideo sinal especificado previamente. As
cores colocadas em cada amino&cido refletem a classe a qual pertencem, sendo: amarela: polar,
azul: alcalino, verde: apolar e laranja: acido.
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3.7 Amostras de soros humanos

Neste trabalho, 548 amostras sao originarias de trés localidades do Estado do Para:
Trés Boeiras, localidades inseridas no municipio de Trairdo (coordenadas: S 5°18' 55.21",
W 55° 57' 0.01"), as margens da BR103; Ararandeua (coordenadas: S 4°5' 1.78", W 48°
50" 6.68"), Rouxinol (coordenadas: S 03°41' 27.7" W 48°51'59.5") e Santa Paula
(coordenadas: S 03°57' 11.7" W 48°58'32.7"), localidades inseridas no municipio de
Goianésia do Para; e Cotijuba (coordenadas: S 1° 27' 19.91" , W 48° 30" 9.03"), ilha
pertencente ao municipio de Belém. Além destas, 63 amostras de individuos infectados
foram coletadas no Instituto Evandro Chagas e cedidas pela Professora Dra. Maristela
Gomes da Cunha e Dra. Marinete Pdévoa, da Universidade Federal do Para. As 548
amostras constituem uma coleta de linha de base (corte transversal) realizada nas areas
endémicas mencionadas acima. A equipe da Dra. Maristela coordena projetos de pesquisa
que tém por objetivo estudar diferentes aspectos da resposta imune em individuos
naturalmente expostos a malaria, bem como a epidemiologia da transmissao da doenca.
A utilizacdo das amostras foi analisada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, sob protocolo de
namero CAE 3.198.871, em 14 de marco de 2019 e possui parecer de aprovacdo n°
0030/2010, nimero CAAE 0014.0.072.000-10, do Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Evandro Chagas/SVS/MS. O grupo de amostras é composto de 311 individuos
(50,90%) do sexo masculino, e 300 (49,10%) do sexo feminino, com idades entre 2 e 93
anos.

Todas as 611 amostras de soros foram armazenadas individualmente em microtubos
(Eppendorfs®) 0.6 mL e refrigeradas em equipamento Electrolux™ (modelo FE18) até o
momento de utilizacdo. Um total de 533 destas amostras corresponde ao grupo de
individuos néo infectados, enquanto 78 comp&em o grupo de infectados, pois 15 amostras
da linha de base estavam positivas para P. vivax. O diagnéstico fora realizado pelo método
de gota espessa no ato da coleta.

Vinte amostras de soro de individuos saudaveis, que nunca estiveram em area
endémica de malaria, foram utilizadas para o calculo do cutoff nos ensaios soroldgicos.
Essas amostras foram utilizadas em estudos prévios de nosso grupo (RODRIGUES et al.,
2003, 2005; BARBEDO et al., 2007; MUFALO et al., 2008).

O presente projeto fora submetido para apreciacdo do Comité de Etica da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo e ao Comité de Etica da
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Universidade Federal do Pard, via Plataforma Brasil. O niumero de registro do documento
€ 02201218.0.3001.0018.

3.8 ELISA para comparacao do reconhecimento imune das diferentes variantes

de PvAMA-1 em soros humanos

Aliquotas de 50 pL de cada proteina na concentracdo de 4 pg/mL foi adicionada as
placas Costar high-binding® (Céd. 3590) de 96 pogos. Apds incubacédo durante a noite a
T.A, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween 20° Sigma™ e bloqueadas com
uma solugdo de leite desnatado a 5% em PBS (PBS-leite), permanecendo nessas
condi¢cbes por 2 horas a 37°C. As amostras foram adicionadas em duplicata, po¢co por
poco, na diluicdo de 1:100, seguida de nova incubacéo por 2 horas, em T.A. Apos lavagem
com PBS-Tween 20. Adicionou-se entédo 50 uL por poco da solucéo contendo conjugado
peroxidase anti-lgG humano (Especifico Fc; GE®) em diluicéo final de 1:80.000. A reagdo
enzimatica desenvolveu-se com uma solugédo de o-fenilenodiamina (1 mg/mL, Sigma)
diluido em tampao fosfato-citrato (pH 5.0) e adicdo de perdxido de hidrogénio (0,03%
[vol/vol]). A interrupcédo da reacédo enzimatica se deu com a adicdo de 50 pL da solucao a
4N de H2S04. A densidade éptica foi medida a 492 nm (DOag2), utilizando uma leitora de
microplacas (Thermo Scientific®, modelo Thermo Electron 0Y). O célculo do cutoff foi feito
utilizando-se como base 3 desvios padrdes (DP) sobre o valor da média das DOa4g2 de 20

individuos do Estado de S&o Paulo, nunca antes expostos a malaria.

3.9 Teste de imunogenicidade da variante de PvAMA-1 Belem em camundongos

Os imunoensaios visando a avaliacédo da resposta de anticorpos IgG em animais foram
realizados utilizando soros de camundongos previamente imunizados com PVAMA-1
Belem, em projeto anterior do grupo. Foram utilizadas fémeas isogénicas de camundongos
com idade de 6-8 semanas, linhagem C57BL/6, com peso entre 20-25 g e obtidos do
biotério de experimentacdo da FCF/IQ-USP (Protocolo CEUA/FCF/520). Grupos
experimentais compostos por 6 animais, receberam 3 doses de 10 pg de PvAMA-1 Belem
na presenca de 50 pL do adjuvante Poly (I:C), Invivogen®. O volume final de até 0,130 mL
foi injetado com intervalo de 21 dias, sendo que no presente projeto foram utilizados soros
originados da terceira sangria. O projeto anterior, do qual as amostras foram originadas,
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (Protocolo CEUA/FCF/520). Os

procedimentos foram realizados nas dependéncias do biotério da FCF/IQ-USP, em
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ambiente adequado e com temperatura, luz e umidade controladas. Os animais foram
acomodados em gaiolas de polipropileno com tampas de ac¢o inoxidavel, contendo
maravilha estéril, mantida limpa através de trocas periodicas.

A Figura 10 apresenta o esquema de imunizacéao utilizado, em que os intervalos das

doses de proteina em conjunto com o adjuvante foram de 21 dias.
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Figura 10. Esquema de imunizagcdo realizado para obtencdo das amostras de soros de
camundongos. Grupo de 6 camundongos C57BL/6, fémeas, com idade entre 6 e 8 semanas, foi
imunizado com a variante Belem (10 pg) e adjuvante Poly (I:C) (50 ug). As imunizagbes foram
realizadas durante o desenvolvimento do projeto da MSc. Juliana Inés Branco, e seguiram o
cronograma acima descrito: a cada 20 dias, uma sangria foi realizada. No dia seguinte a cada
sangria, foram ministradas as doses da formulac&o vacinal. No dia de nimero 62, realizou-se uma
sangria para acompanhamento dos titulos de IgG, repetindo-se o processo no dia de nimero 92.
Os camundongos utilizados foram cedidos e mantidos de acordo com o protocolo do biotério de
experimentagdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo. Para os testes ELISA, foram utilizados soros oriundos da ultima
sangria.

Placas de 96 pocos modelo High Binding Costar (C6d. 3590, Corning, Sigma-Aldrich
USA Co.) foram sensibilizadas com 50 pL de cada uma das proteinas (=200 ng/pogo), em
tampdo de carbonato-bicarbonato [Na2CO3 (0,01M), NaHCO3 (0,03M), pH=9,6]. As
placas foram incubadas 16-18 horas a T.A. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes
com solucdo PBS + 0,05% Tween 20 Sigma. Entdo, foram adicionados 200 uL/poco de
solucao PBS-Leite [leite desnatado 5% (m/v), PBS pH 7,4], durante o periodo de 2 horas
a temperatura de 37°C para o bloqueio de sitios inespecificos.

O soro obtido dos camundongos foi testado em diluicdo seriada, a partir de 1:100 em
volume de 50 pL, seguido de incubacado por 1 hora a T.A. Em seguida, as placas foram
lavadas 5 vezes com solugcdo PBS + 0,05% Tween 20. A cada poco, foram entdo
adicionados 50 pL do anticorpo secundario anti-lgG camundongo conjugado a peroxidase
(GE Healthcare®). Foi realizada a diluicdo 1:3.000 em solucdo PBS-Leite, durante o
periodo de 1 hora a T.A. Posteriormente, as placas foram lavadas 5 vezes com solugao
PBS + 0,05% Tweeen 20. A reacdo enzimatica desenvolveu-se conforme especificado no
item 3.8.
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3.10 ELISA de competicdo com multiplos antigenos

Placas de 96 po¢cos modelo High Binding Costar (Cod. 3590, Corning, Sigma-Aldrich
USA Co.) foram sensibilizadas com 50 pg da variante PvAMA-1 Belem (=200 ng/poco),
em tampéo de carbonato-bicarbonato [Na2CO3 (0,01M), NaHCO3 (0,03M), pH=9,6]. As
placas foram incubadas 16-18 horas a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes
com solucéo PBS + 0,05% Tween 20. Entéo, foram adicionados 200 pL/poc¢o de solucao
PBS- Leite [leite desnhatado 5% (m/v), PBS pH 7,4], durante o periodo de 2 horas a
temperatura de 37°C para o blogueio de sitios inespecificos.

Em paralelo, o soro obtido dos camundongos foi pré-incubado durante 1 hora com cada
uma das proteinas heterélogas na concentracao final de 10 pg/mL, separadas em 3 grupos
distintos: i) com porcentagem de inibicdo de anticorpos anti-PvAMA-1 Belem (verificada
no ELISA de competi¢édo) igual ou menor que 48% ii) com porcentagem de inibicdo maior
que 48% e iii) mix com todos os alelos, e colocado na placa na diluicdo 1:100 e em volume
de 50 pL. Apés 1 hora, as placas foram lavadas 5 vezes com solugédo PBS + 0,05% Tween
20. A cada poco, foram entdo adicionados 50 pL do anticorpo secundario anti-lgG
camundongo conjugado a peroxidase (GE Healthcare). Foi realizada a diluicdo 1:3.000 em
solucdo PBS-Leite, durante o periodo de 1 hora a 37°C. Posteriormente, as placas foram
lavadas 5 vezes com solucéo PBS + 0,05% Tweeen 20. A reagdo enzimatica e o calculo

do cutoff desenvolveram-se conforme especificado no item 3.8.

3.11 Andlises estatisticas e calculo do indice de Reatividade (IR)

O teste x? foi utilizado para comparacéo das porcentagens de respondedores, utilizando
o dominio de uso livre VassarStats. Os valores correspondentes aos indices de reatividade
foram calculados individualmente, dividindo o valor da DOag2 pelo valor de cutoff de cada
proteina. A comparacdo do IR entre os grupos, foi feita utilizando-se o teste de Kruskal-
Wallis, também utilizado para comparacéao entre respostas de individuos saudaveis versus
infectados para cada uma das variantes, e para o calculo de significancia entre a
prevaléncia das amostras em relacéo a Belém.

Todos os valores, incluindo os de correlacdo determinados pelo teste de Spearman,
foram feitos através do software GraphPadPrism 8.0.1.

O nivel de significancia foi estabelecido como p < 0.05.
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4.1 Expresséo e purificagdo das variantes de PvAMA-1

Essa etapa teve como finalidade a expressao e purificagdo das seguintes proteinas
recombinantes, todas com base em variantes de PvAMA-1: Belem, Sal-1, Chesson |,
Indonesia XIX, SK0814, TC103, PNG_05 ESP, PNG_62_MU e PNG_68 MAS, com o
objetivo de utiliza-las nos ensaios imunoldgicos propostos (a ordem de obedece a ordem
cronoldgica de descricdo das variantes na literatura). Uma proteina PVAMA-1 (variante
Belem) foi utilizada como padrao para os experimentos, uma vez que ja foi extensivamente
estudada pelo nosso grupo (VICENTIN et al., 2014). A Figura 11 atesta a expresséao das
proteinas apds 96 horas com suplementacdo de metanol a 1% a cada 24 horas. Apos 96
horas, o nivel de expresséo foi satisfatorio, apresentando o rendimento de expresséo
descrito na Tabela 4. As referidas proteinas possuem padrao de migracdo de 50-55 kDa,
conforme observado anteriormente pelo grupo, e apresentaram poucos produtos de
degradacdo visiveis. A presenca de bandas inferiores as principais foi considerada
caracteristica do padrao de migracao de cada alelo de PvAMA-1 quando analisado por

SDS-PAGE, uma vez que houve a repeticdo do mesmo padrédo em diferentes expressoes.

Indonesia XIX

Belem
Chesson |
SK0814

Sal 1

TC103
PNG_05_ESP
PNG_62_MU
PNG_68_MAS

PM

Figura 11. Avaliac&o da expresséo das variantes de PvAMA-1 (96 horas) em sobrenadante
de culturas de P. pastoris, em gel de poliacrilamida. A avaliacdo foi realizada sob condi¢des
redutoras com 2-ME, em gel de poliacrilamida, a 12% e apds centrifugacéo a 2.600g. As aliquotas
aplicadas possuem 16 L de cada proteina obtida ap6s a filtracdo do sobrenadante da cultura, e
um volume de 4 pL de tamp&o de amostra para proteinas.

Ambas as etapas de purificacdo (cromatografia por afinidade e por troca ibnica) sao
aplicadas com o objetivo de obter-se proteinas no mais alto grau de pureza possivel, para
gue assim as mesmas possam ser utilizadas em imunoensaios. A Figura 12 apresenta 0s
cromatogramas da variante Belem como exemplo de perfil de eluicdo. Os demais
cromatogramas de afinidade e troca ibnica podem ser consultados nos anexos | e I,

respectivamente.
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Boen

Figura 12. Cromatogramas representativos das etapas de A. Cromatografia por afinidade e
B. Cromatografia por troca ibnica. Para cromatografia de afinidade, o pico obtido para a variante
Belem em mAu foi de 1.000, a partir da porcentagem de 26% de solucdo de eluicdo. Na
cromatografia de afinidade, o perfil de eluigdo encontrado foi: 330 mAu de pico em 31% de solucéo
de eluicdo. As imagens foram geradas automaticamente pelo software Unicorn, integrado ao
equipamento AKTA Prime™ Plus.

Na cromatografia por afinidade, os picos apresentados em mAU (area de pico) se
mostraram visiveis, alcancando indices satisfatérios (de 900 a 1500) em uma pequena
area, o que certifica que as proteinas ficaram concentradas em um numero reduzido de
fracOes de eluicdo, tornando os processos seguintes de purificacdo mais efetivos. A taxa
minima de solucao B para eluicdo das proteinas foi de 25 a 28%, conforme detalhado nas
legendas das figuras correspondentes. Tal dado atesta que todos os alelos expressos
apresentaram uma boa homogeneidade, ja que nao foi preciso uma grande quantidade de
solucao de eluicdo para que as proteinas fossem obtidas.

Na cromatografia de troca-ibnica, indices também satisfatérios de mAu foram obtidos,
variando de 100 a 330. A taxa minima de solucéo B para eluicdo das proteinas variou de
25 a 32%. Novamente, os dados atestaram uma concentracdo e pureza satisfatoria das
proteinas obtidas.

ApoOs as etapas de purificacdo, as proteinas tiveram sua pureza avaliada através do
método de cromatografia liguida de alta performance em fase reversa (Reverse
Performance, High Performance Liquid Chromatography - RP-HPLC). Este meétodo,
extremamente preciso e sensivel, € capaz de detectar contaminantes presentes na
amostra, independentemente de sua origem - uma purificagao nao eficiente ou produto de
degradacdo das proteinas. Os cromatogramas da Figura 13 representam a avaliagéo do
grau de pureza das amostras. Em todos, hd um pico sobressalente que demonstra que as

amostras se encontram puras e sem produtos de degradacdes a niveis detectaveis.
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Figura 13. Cromatogramas da etapa de RP-HPLC das variantes. (A) Belem, (B) Sal-1, (C)
Chesson |, (D) Indonesia XIX, (E) SK0814, (F) TC103, (G) PNG_05_ESP, (H) PNG_62_MU
e (I) PNG_68 MAS. Gradiente de eluigao combinando tampao “A” [TFA (0,1%) (v/v), agua] e “B”
[TFA (0,1 %) (v/v), acetonitrila (90%) (v/v)], a 24°C, 1 mL/minuto por 40 minutos, em uma coluna
C4. Os picos de maior comprimento vertical sdo caracterizados como 0s picos correspondentes as
variantes; os demais ruidos encontrados nos graficos denotam degradacao das amostras em grau
leve, uma vez que possuem valores menores do que os picos definidos como das proteinas.
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Tabela 4. Rendimento das proteinas recombinantes.

Variante Concentracdo em pg/mL Volume obtido em mL
Belem 532.39 8
Sal-1 274.53 12
Chesson | 113.36 6
Indonesia XIX 363.42 6
SK0814 296.57 7
TC103 93.58 12
PNG_05_ESP 223.73 7
PNG_62_MU 382.16 6
PNG_68 MAS 349.15 6

Apbs protocolos de expressao e purificacdo descritos anteriormente, foram obtidos os
volumes e concentragcfes acima.

4.2 Reconhecimento das proteinas por anticorpo especifico anti-AMA1-DII-K243

Os ensaios de Western blot foram realizados apds a expressdo em pequena escala de
todas as proteinas recombinantes previamente citadas. Este ensaio teve como objetivo
confirmar se as proteinas foram expressas em sua integridade. A Figura 14 atesta que 0s
epitopos presentes no dominio Il das proteinas recombinantes foram reconhecidos por
anticorpos monoclonais (anti-AMA1-DII-K243). Com os resultados positivos, foi viavel

prosseguir com 0s imunoensaios descritos a seguir.
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Figura 14. Andlise da expressdo das proteinas Belem, Sal-1, Chesson |, Indonesia XIX,
SK0814, TC103, PNG_05_ESP, PNG_62_ MU e PNG_68 MAS por SDS-PAGE e Western Blot,
apo6s purificacado. Para a analise, foram utilizados 1ug de cada proteina obtida apds expressao
das variantes em pequena escala. (A) SDS-PAGE 12%; 1: Marcador de massa molecular. Demais
pocos: variantes com massa molecular aproximada de 55kDa. (B) Western blot revelado conforme
descrito no item 3.4. O poc¢o de nimero 1 correspondem ao marcador de massa molecular.
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4.3 Comparativo de estruturas determinadas por software de predicdo molecular
O PyMOL® é um sistema de predicdo e visualizacdo molecular, que pode produzir

imagens 3D de moléculas e macromoléculas biolégicas. A verséo do software licenciada
para estudantes foi utilizada para estimar a similaridade entre os alelos das proteinas
recombinantes utilizadas. A Figura 15 demonstra a estrutura molecular da forma alélica
Belem. Destaca-se os trés diferentes dominios da proteina, tendo como base a
cristalografia e comparacdo da sequéncia de aminoacidos descritas anteriormente
(PIZARRO et al., 2005).

Figura 15. Estrutura da proteina PvAMA-1 na forma alélica Belem, originada em software de
estruturacdo molecular. As cores representam os trés diferentes dominios caracteristicos da
PVAMA-1, sendo a cor roxa representante do Dominio I, a cor azul representante do Dominio Il e
a cor verde representante do Dominio lll. A estrutura e coloracao foram feitas através do software
PyMOL®, utilizando como base a sequéncia de aminoacidos do banco de dados GenBank™ e a
definicdo de dominios previamente realizada por PIZARRO et al., 2005

A Figura 16 destaca as diferengcas nos aminoacidos conformacionais das demais
variantes em relacdo a Belem, detalhados na Tabela 3. Existe a hipotese de que estruturas
polimorficas acarretem em mascaramento conformacional, impedindo ligacbes de
resposta de anticorpos do hospedeiro (ARNOTT et al., 2013). Essa possibilidade foi
melhor explorada nos imunoensaios, incluindo de reatividade cruzada de anticorpos,

posteriormente detalhados.
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Figura 16. Estruturas das 8 variantes expressas da proteina PvAMA-1, originadas em
software de estruturacdo molecular: As cores representam os trés diferentes dominios
caracteristicos da PvAMA-1, sendo a cor rosa representante do Dominio |, a cor azul representante
do Dominio Il e a cor verde representante do Dominio Ill. As estruturas foram feitas através do
software PyMOL®, utilizando como base a sequéncia de aminoacidos do banco de dados
GenBank™ e a definicdo de dominios previamente realizada (PIZARRO et al., 2005). Em
vermelho, as regides com aminoacidos que diferem do alelo Belem, que esta representado acima
de cada uma das estruturas, para efeito comparativo.
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4.4 Comparacao da resposta de anticorpos IgG contra as variantes de PvAMA-1

em individuos expostos a malaria

Com o objetivo de avaliar comparativamente o reconhecimento das variantes de
PVAMA-1, 611 amostras de area endémica do Estado do Para foram testadas por ELISA,
inicialmente apenas contra a variante Belem na placa. Para isso, 0os soros foram
separados em dois grupos: i) pacientes néo infectados no momento da coleta do soro e ii)
pacientes infectados por P. vivax no momento da coleta. Para classificar um paciente
como infectado ou nao infectado, foi realizado o teste de gota espessa no momento da
realizacdo da coleta da amostra. Os dados foram documentados em Termo de
Consentimento Individual (anexo Il1).

A prevaléncia de respondedores entre individuos infectados e nao infectados esta
apresentada na Figura 17A, a qual demonstra que a porcentagem de amostras positivas
no grupo de pacientes infectados é significativamente maior do que em pacientes néo
infectados (80,77 e 46,32%, respectivamente), (teste x2, p < 0,0001). Além disso, o indice
de reatividade em individuos infectados € significativamente mais alto do que em
individuos nao infectados (teste de Kruskal-Wallis, p = 0.337). A comparacdo entre
infectados e ndo infectados que apresentaram casos anteriores e aqueles individuos que
ja foram infectados anteriormente pode ser consultada na Figura 17B. Na mesma figura,
verificamos que ndo ha diferenca estatistica nos valores de IR entre entre os infectados
gue apresentaram episédios prévios e 0s que nado tiveram episodios anteriores (teste
Kruskal-Wallis, p > 0.05). Ja os individuos ndo infectados no momento da coleta
apresentam uma diferenca significativa (teste Kruskal-Wallis, p < 0,0001) entre 0os que nao

apresentaram e 0s que apresentaram episédios anteriores da doenca.
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Figura 17. Comparacado da resposta de anticorpos IgG contra a proteina recombinante
PvVvAMA-1 Belem em individuos expostos a malaria, infectados e ndo infectados. A. As 611
amostras foram agrupadas em: i) individuos infectados no momento da coleta (n=78) e ii)
individuos néo infectados no momento da coleta (n=533). As amostras foram analisadas por ELISA
guanto a presenca de anticorpos IgG contra a proteina PvAMA-1 Belem. O diagndstico dos
individuos infectados foi realizado pela técnica de gota espessa no momento da coleta. Todas as
amostras foram testadas 1:100 em duplicata. Para calculo do cutoff (=0,125), foram utilizados 20
soros de individuos da cidade de Sao Paulo, que nunca foram expostos a malaria. B. Indice de
reatividade entre os individuos agrupados por nimero de episodios prévios de malaria. O indice
de reatividade foi calculado individualmente, dividindo o valor de DOug; pelo valor do cutoff. As
linhas horizontais pretas sobre os simbolos indicam a mediana com intervalo de 95% de confianca.
A linha pontilhada indica o valor 1, correspondente ao valor minimo de IR positivo. **** p <0,0001,
teste Kruskal-Wallis.

A fim de comparar a magnitude dos anticorpos para as demais variantes, soros de 100
pacientes sorologicamente positivos para PvAMA-1 Belem com DOag2 entre 0,8 e 1,2,
foram testados por ELISA. Quando classificados por intensidade de resposta de
anticorpos para a variante de referéncia, medida por DOas9s2, € possivel identificar que
muitos pacientes que respondem com alta intensidade para Belem, respondem de forma
semelhante (faixa de DOa492 acima de 0,8) para as variantes Sal-1, Chesson | e SK0814.
Por outro lado, niveis mais baixos de DOag2, foram obtidos contra as variantes Indonesia
XIX, TC103, PNG_05 ESP, PNG_62_ MU e PNG_68 MAS (Figura 18A).

Com o objetivo de avaliar se um mesmo individuo altamente respondedor (DOa4s2

>0,8) para uma das variantes é também respondedor para uma ou mais das outras, a
correlacdo entre as amostras foi calculada seguindo o coeficiente de correlagdo de

Spearman, que tem 1.0 como valor maximo. A Figura 18B mostra que os maiores valores
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de correlacdo foram obtidos entre as variantes PNG_05 ESP x PNG_62 MU e
PNG_62 MU x PNG_68_MAS (r=0,56, em todos os casos). Valores ainda expressivos
foram obtidos entre PNG_05 ESP x PNG_68_ MAS (r=0,49).
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Figura 18. Comparacéo da resposta de anticorpos IgG contra as diferentes variantes em
individuos expostos a malaria. A. Heatmap de magnitude de anticorpos IgG em amostras
de 100 individuos sorologicamente positivos para a proteina PvAMA-1 Belem, em
comparagdo com as demais variantes. 100 pacientes que apresentaram valor de DO492 na
faixa de 0,8 a 1,2 para PvAMA-1 foram testados para as outras variantes Sal-1, Chesson I,
Indonesia XIX, SK0814, TC103, PNG_05 ESP, PNG_62 MU e PNG_68 MAS. Os valores de
corte foram calculados com base em 20 individuos de Sdo Paulo nunca expostos a maléria, sendo
respectivamente: 0,120, 0,120, 0,127, 0,091, 0,133, 0,120, 0,090, 0,082 e 0,077, respectivamente.
As linhas representam as amostras na ordem dos testes, enquanto as colunas sao representativas
de cada variante de proteina. Quanto mais préximo o valor de DO4g; de 1,5, mais escura a nuance
no gréafico. **** p <0,0001, Teste de Kruskal-Wallis B. Correlac&o entre as respostas para as
variantes (exceto Belém) medida por IR, entre os individuos sorologicamente positivos para
a proteina PvAMA-1 Belem. Os indices de correlagdo de Spearman (r) variam de 0,0 a 1,0. Cada
linha e coluna corresponde a uma proteina recombinante na ordem acima mencionada, com o
ponto de intersecdo entre a linha e a coluna representando o indice de correlagdo entre ambas
(quanto mais escuro, mais proximo de 1,0). Todas as amostras foram testadas ao mesmo tempo
para as 8 variantes, na diluicdo de 1:100, em duplicata.

Para verificar se soros de individuos sorologicamente negativos para PvAMA-1 Belem
podem tém anticorpos capazes de reconhecer pelo menos uma das outras formas alélicas,
50 amostras de individuos nédo respondedores para PvAMA-1 Belem foram testadas contra
as demais variantes. O perfil de resposta dos anticorpos destes individuos foi menos
intenso do que o encontrado nos pacientes sorologicamente positivos para Belem, uma
vez que a maior parte dos valores de DOa92 ficou entre 0,6 e 0,8 (Figura 19A). Analisando

a correlacdo entre a intensidade das respostas seguindo novamente o coeficiente de
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correlacdo de Spearman (Figura 19B), nota-se que muitos individuos (ndo respondedores
para Belem) respondem em sua maioria (78%), para as demais variantes; também é
possivel observar que quando ha resposta para pelo menos uma das variantes, 0 mesmo
individuo responde com intensidade similar para as demais. O maior valor obtido na
andlise de correlacao foi 0.92, entre Sal 1 e SK0814 e entre TC103 e PNG_62_MU. O
menor valor foi 0.38, na correlacdo entre Chesson | e PNG_62_MU. Os demais valores,
mais baixos (0.59, 0.67, 0.65 e 0.59) foram encontrados para a variante PNG_68 MAS
em correlacdo com Sal 1, Chesson I, SK0814, TC103 e PNG_62_MU. Assim, o heatmap
de correlagdo ilustra os valores em sua maioria préximos do maximo (r=1.0). Valores mais
baixos (0.59, 0.38, 0.67, 0.65 e 0.59) foram encontrados para a variante PNG_68 MAS
em correlacdo com Sal-1, Chesson |, SK0814, TC103 e PNG_62_MAS, nesta ordem
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Figura 19. Perfil da resposta de anticorpos contra as variantes. A. Heatmap de magnitude
de anticorpos IgG em 50 amostras de individuos sorologicamente negativos para a proteina
PvVvAMA-1 Belem, em comparagdo com as demais variantes. 50 pacientes ndo respondedores
para a variante PvAMA-1 Belem foram testados para as variantes Sal-1, Chesson I, Indonesia XIX,
SK0814, TC103, PNG 05 ESP, PNG 62 MU e PNG 68 MAS. Os valores de cutoff foram
calculados com base em 20 individuos de S&o Paulo que nunca foram expostos a malaria, sendo
respectivamente: 0,120, 0,120, 0,177, 0,091, 0,133, 0,120, 0,090, 0,082 e 0,077. As linhas
representam as amostras na ordem dos testes, enquanto as colunas sdo representativas de cada
variante da proteina. Quanto mais proximo o valor de DOag, de 1,5, mais escuro a nuance no
gréfico. **** p <0,0001, teste Kruskal-Wallis. B. Correlagdo entre as respostas para as variantes
(exceto Belém) medida por IR, entre os individuos sorologicamente negativos para a
proteina PvAMA-1 Belem. Os indices de correlacao de Spearman (r) variam de 0,0 a 1,0. Cada
linha e coluna corresponde a uma proteina recombinante na ordem acima mencionada, com o
ponto de intersecgdo entre a linha e a coluna representando o indice de correlacao entre ambas
(quanto mais escuro, mais proximo de 1,0). Todas as amostras foram testadas ao mesmo tempo
para as 9 variantes, na diluicdo de 1:100 em duplicata.
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Quanto ao reconhecimento, a variante Belem é mais semelhante com Chesson | (97%)
guando comparada com Sal 1 (72%). Ja entre 0os negativos, os valores de prevaléncia
variaram de 36% (PNG_68 MAS) a 72% (Sal-1).

Para verificar se os niveis de IgG entre positivos e negativos para Belem contra cada
uma das variantes é diferente, pode-se observar a comparacao dos indices de reatividade
na Figura 20BAnalisando os individuos respondedores para Belem em comparacdo as
demais variantes, o menor indice de reatividade encontrado foi de 0.25 para Indonesia
XIX, enquanto o maior valor de IR observado foi de 15,53 para SK0814. Ja os individuos
nao respondedores para

Belem apresentaram valores entre 0.54, para PNG_05 ESP e 5.77, para Chesson I.
Além disso, quando considerados os valores de mediana individualmente, todas as
variantes apresentam valores significativamente maiores entre os individuos infectados,
guando comparados aos nao infectados e n&o infectados (Figura 20B).
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Figura 20. Valores de prevaléncia de anticorpos IgG e distribui¢o de valores do indice de
Reatividade individual encontrado para cada variante. A. Resposta contra as variantes
estudadas em 150 individuos previamente testados para a cepa Belem. 150 amostras foram
testadas para as demais variantes, contendo dois diferentes perfis de pacientes: i) positivos para
Belem (n=100) e ii) negativos para Belem (n=50). Os valores de cutoff foram calculados com base
em 20 individuos de S&o Paulo, que nunca foram expostos a malaria. As placas de ELISA foram
preparadas para cada uma das variantes em uma concentracdo de 4pg/mL. B. indice de
Reatividade das demais variantes nos 150 pacientes. Os indices de reatividade foram
calculados individualmente, dividindo o nimero de DO pelo valor do cutoff. As linhas horizontais
pretas sobre os simbolos indicam a mediana com intervalo de 95% de confianca. A linha pontilhada
sobre os pontos do eixo y denotam o valor minimo positivo do indice de reatividade (=1.0). Teste
Kruskal-Wallis:**** p<0,0001 *** p<0,001 ** p<0,005 * p<0,05
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4.5 Imunogenicidade da variante PvAMA-1 Belem em camundongos e andlise da

reatividade cruzada entre as diferentes variantes

Com o objetivo de verificar a imunogenicidade de PvAMA-1, analisamos o soro de
camundongos imunizados previamente pelo grupo com a variante PvAMA-1 Belem. O
reconhecimento das demais variantes por anticorpos anti-PvAMA-1 Belem é representado
na Figura 21, e corrobora os experimentos de antigenicidade com soros humanos ao
evidenciar o predominio de reconhecimento das variantes Sal-1, Chesson I, Indonesia
XIX, e SK0814. Os menores valores encontrados foram para as variantes PNG_68 MAS
e PNG_62_MU, respectivamente.

Para verificar se existe reatividade cruzada entre as variantes estudadas, realizou-se o
ensaio de competicdo entre os diferentes antigenos sollveis, descrito no item 3.12. As
maiores porcentagens de inibicdo da ligacdo de anticorpos a proteina Belem (aderida a
placa) foram encontradas para as variantes Chesson | (48,25%), Indonesia XI1X (71,10%),
SK0814 (72,80%) e Sal-1 (54,87%), enquanto as menores para TC103 (44,8%),
PNG_05_ESP (26,35%), PNG_62_MU (12,74%) e PNG_68_MAS (33,17%). Assim, as
variantes Chesson 1, Indonesia XIX, SK0814 e Sal-1 foram predominantemente
reconhecidas por anticorpos que reconhecem epitopos comuns ou de reatividade cruzada
com a variante Belem. O controle positivo foi feito com soros incubados com a variante de
referéncia (proteina homdloga), situacdo em que se verificou 93% de inibicdo de

reconhecimento dos anticorpos.
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Figura 21. A. Reconhecimento das demais variantes por anticorpos anti-PvAMA-1 Belem. Os
soros de camundongos foram analisados por ELISA quanto a anticorpos para PvAMA-1 Chesson I,
Indonesia XIX, SK0814, Sal-1, PNG_05 ESP, PNG_62_ MU e PNG_68_MAS. Todas as amostras
foram testadas em duplicata e os resultados sdo expressos como a média aritmética dos valores
de DO.g, de anticorpos de cada animal diluidos a partir de 1:100. B. Porcentagem de inibicdo de
anticorpos anti-PvAMA-1 Belem pelas demais variantes, quando utilizadas como proteinas
soluveis na placa. A porcentagem foi calculada conforme descrito no item 3.12.
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Considerando-se entdo os resultados de reatividade cruzada apresentados na Figura
21, trés padrbes diferentes de resposta inibitéria foram observados: i) maior ou igual a
48%, portanto constituido de: Chesson I, Indonesia XIX, Sal-1 e SK0814. ii) menor do que
48%, portanto constituido de: TC103, PNG_05_ESP, PNG_62_ MU e PNG_68_MAS, além
de iii) todas as variantes. Os resultados apresentados na Figura 22 demonstraram que o
grupo contendo variantes que inibem menos os anticorpos anti-PvAMA-1 Belem apresenta
uma maior porcentagem de resposta contra o0s antigenos (74,18%), além de
demonstrarem que um mix de todas as variantes alélicas de menor inibicdo apresenta

porcentagem de resposta mais baixa (28,6%).
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Figura 22. Porcentagem de resposta para as demais variantes em comparagdo com PvAMA-
1 Belem. A sensibilizacdo das placas foi realizada com 50 pg da variante PvAMA-1 Belem. Os
grupos testados foram i) maior ou igual a 48%, portanto constituido de: Chesson I, Indonesia XIX,
Sal-1 e SKO0814. ii) menor do que 48%, portanto constituido de: TC103, PNG_05 ESP,
PNG 62 MU e PNG_68 MAS, além de iii) todas as variantes. O soro dos camundongos foi pré-
incubado com cada uma das proteinas heterélogas na concentracao final de 10 ug/mL, separadas
nos trés grupos descritos. A porcentagem de resposta foi calculada de acordo com o nimero de
soros considerados positivos (acima de 0,125). O cutoff foi calculado com base em 20 individuos
de S&o Paulo, nunca expostos a malaria.
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Apesar do numero total de casos anuais de maléaria ter diminuido significativamente
desde o ano 2000, anualmente mais de 200 milh6es de novos episodios sao
documentados; a cada dois minutos, uma crianca morre de malaria no mundo. Além disso,
alguns paises como o Brasil e a Venezuela frequentemente integram a lista das areas de
alto risco, variando apenas quanto a intensidade de transmisséo (WHO, 2019).

A fim de contribuir para o desenvolvimento de uma vacina contra o P. vivax, uma das
linhas de pesquisa do nosso grupo visa analisar aspectos da resposta imune naturalmente
adquirida contra proteinas recombinantes, baseadas em antigenos de estagios
assexuados sanguineos do parasito. Neste contexto, diversos estudos ja foram
conduzidos para compreender melhor a resposta imune naturalmente adquirida contra
PVAMA-1 em individuos de diferentes areas endémicas brasileiras — Para (RODRIGUES
et al., 2005; MORAIS et al., 2006; BARBEDO et al., 2007), Ronddnia (SANCHEZ-ARCILA
et al., 2015) e Amazonas (BARBEDO et al., 2007). Nestes trabalhos, foram obtidos
resultados que sugeriram um alto potencial vacinal desta proteina: 85% dos soros de 200
individuos de é&rea endémica brasileira apresentaram anticorpos contra uma forma
recombinante de PvAMA-1, caracterizando-a como altamente imunogénica em infeccdes
naturais (RODRIGUES et al.,, 2004). Em 2008, Mufalo e colaboradores avaliaram o
reconhecimento de anticorpos IgG para o ectodominio completo da PvAMA-1, buscando
identificar suas por¢cdes mais imunogénicas. As mesmas analises foram realizadas com
proteinas recombinantes representantes dos diferentes dominios e combinacdes,
definindo entdo as proteinas recombinantes que continham o Dominio Il como mais
imunogénicas (MUFALO et al., 2008). Contudo, regides de polimorfismo no Dominio foram
localizadas; essas areas poderiam trazer implicacdes na inducdo de resposta imune
(PUTAPORNTIP et al., 2009; DIAS et al.,, 2011), uma vez que poderiam fornecer um
mascaramento conformacional que protegeria o local de ligacdes de anticorpos do
hospedeiro (MACRAILD et al., 2011). Entdo, com o sequenciamento de 263 sequéncias
de ectodominios de PvVvAMA-1, Arnott e colaboradores ressaltaram a ja conhecida
presenca de polimorfismo no dominio | e a relagdo entre as ocorréncias de polimorfismo
e distribuicdo geografica das diferentes variantes de AMA-1 (ARNOTT et al.,, 2013).
Ademais, anticorpos policlonais anti-PvAMA-1 impediram o processo de reinvaséo de
reticulocitos por merozoitos em 4 isolados tailandeses, apresentando porcentagens de
inibicdo entre 10.79% e 43.38%. Entretanto, foi observada uma diferenca significativa na
porcentagem de inibicdo (média + DP de inibicdo: 25.15% + 15.77%), 0 que poderia ser
creditado a diversidade génica do ectodominio da PvAMA-1 (sequéncia de aminoacidos
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baseada em um isolado brasileiro previamente utilizado por Rodrigues et al.,, 2005)
(VICENTIN et al., 2014).

No presente trabalho, demos continuidade aos estudos envolvendo a PVvAMA-1,
considerando entdo esclarecer o impacto da diversidade génica da proteina em seu
potencial vacinal. Para tanto, utilizamos 9 variantes classificadas como representativas da
diversidade génica global da PvAMA-1, tendo como base o trabalho de Arnott et al. em
2013: i) representativa da América do Sul, a variante Belem; ii) de diferentes regifes
asiaticas, Chesson |, Indonesia XIX, SK0814 e TC103; iii) da Papua Nova Guiné, trés
alelos foram descritos e selecionados para o presente trabalho, uma vez que
apresentavam maior diversidade génica entre si e as demais variantes de mesma origem
geografica: PNG_05 ESP, PNG_62 MU e PNG_68 MAS. Para iniciar o estudo sobre o
impacto da diversidade génica na resposta imune contra PvAMA-1, a resposta de
anticorpos contra estas nove variantes da PvAMA-1 foram avaliadas em individuos
expostos a malaria.

Para dar prosseguimento aos estudos com proteinas recombinantes, primeiramente o
grupo realizou a comparacéao e utilizacdo de diferentes sistemas de expressao. Bactérias
Escherichia coli e, posteriormente, leveduras Pichia pastoris demonstraram rendimentos
satisfatorios para a utilizacéo das proteinas expressas em imunoensaios (VICENTIN et al.,
2014; ROCHA et al., 2017). Neste trabalho, a expressdo das variantes foi satisfatoria e

confirmada por ensaio de Western blot, apresentado na Figura 14. A predi¢cdo molecular
das variantes, realizada no software de estrutura molecular PyMoI® (Figura 16), permite a

observacdo de que a maior parte dos polimorfismos dos aminoacidos, em comparacgao a
Belem, estdo em dobramentos a-hélice. No entanto, é necessario levar em consideracao
gue as condicfes externas encontradas pela proteina em seu estado nativo ndo séo
reproduzidas ou consideradas neste tipo de predicéo.

A Figura 9 e a Tabela 3 detalham quais as trocas de aminoacidos e a classe de cada
um deles quando a comparacao € feita entre a variante brasileira (PvAMA-1 Belem) e as
demais. Novamente, é possivel observar que a maior parte dos polimorfismos estédo
localizados no Dominio I. A variante asiatica TC103 e todas as oriundas da Papua Nova
Guiné nao apresentam polimorfismos no Dominio Il em relacdo a Belem, o que pode
significar que a variedade de epitopos neste dominio ndo esta relacionada com a origem

geografica das variantes.
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Quando analisados os resultados do ensaio de Western blot, é possivel confirmar que
as variantes obtidas correspondem as selecionadas para estudo: anticorpos monoclonais
reconheceram as variantes, e, portanto, apontaram a especificidade esperada de
epitopos. Portanto, apos expressao e purificacdo das proteinas, as variantes se mostraram
adequadas para utilizagdo nos imunoensaios.

Inicialmente, 611 amostras de soro de individuos foram testadas contra a variante
PVAMA-1 Belem, selecionada como referéncia no presente estudo por tratar-se de um
isolado brasileiro. A frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG contra a
variante foi de 53,68%, conforme observado na Figura 17. Entre os individuos que eram
sorologicamente positivos para malaria no momento da coleta, 80,77% apresentaram
resposta detectavel de anticorpos. Quando agrupados em individuos que nunca tiveram
maléria e individuos que tiveram pelo menos um episodio anterior, os dados concordam
com os estudos de 2006, em que os titulos de anticorpos anti-PvAMA-1 aumentam ao
longo das multiplas exposices e ha uma porcentagem de 59% de resposta na regido de
Belém, entre individuos saudaveis expostos (MORAIS et al.,, 2006), e com resultados
recentes que apontam que células B de memaoria aumentam proporcionalmente ao numero
de exposicoes (SILVEIRA; DOMINGUEZ; SOARES, 2018; SOARES et al., 2019).

Em seguida, verificamos qual a magnitude dos anticorpos contra a variante brasileira
PVAMA-1 Belem apresentada contra as demais variantes. Para isso, 100 amostras
classificadas como positivas para Belem (com DOass2 de valores entre 0,8 e 1,2) foram
testadas por ELISA contra os demais alelos. Os valores mais expressivos de DOag2 foram
obtidos para as variantes Chesson I, SK0814 e Sal-1, o que sugere que epitopos comuns
ou de reatividade cruzada foram reconhecidos. Os resultados também mostraram que
muitos dos individuos que apresentam uma intensa resposta para Belem (valor de DOao2
acima de 1,0) possuem uma resposta menos intensa (valor de DOa92 abaixo de 0.8) para
as demais variantes, conforme observado nas Figuras 18 e 19. Niveis mais baixos de
DOas92 foram obtidos para as demais variantes (Indonesia XIX, TC103, PNG_05 ESP,
PNG_62 MU e PNG_68_ MAS), o que pode significar que essas variantes sGo menos
prevalentes ou n&o circulam no Brasil.

A correlacéo existente entre as oito variantes em individuos sorologicamente positivos
para Belem foi calculada com base em 100 amostras com valores de DOas92 para Belem
entre 0.8 e 1.2, através do coeficiente de Spearman. Os maiores valores (acima de 0.4)
foram encontrados entre as variantes de localizacdo geografica proxima (PNG_05_ESP,
PNG_62 MU e PNG_68_MAS). Assim, os dados corroboram a possibilidade de que, entre
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as variantes, podem haver uma ou mais regides distintas de epitopos e que a similaridade
dessas regifes pode estar relacionada com a localizacdo geografica (ARNOTT et al.,
2013). Além disso, tanto a analise da magnitude dos anticorpos nesses individuos quanto
0s baixos indices de correlacao entre as variantes concordam com dados anteriores, que
apontam que diferentes variantes da PTAMA-1 podem conter variadas conformacdes de
antigenos (TERHEGGEN et al., 2014).

Para elucidar essa possibilidade, foram realizados ensaios com 50 individuos
sorologicamente negativos para a variante PvAMA-1 Belem, avaliando a presenca de
anticorpos IgG para as demais variantes. Apesar de haver resposta para os outros alelos,
a intensidade € mais baixa se comparada com o0s respondedores para Belem: em
individuos sorologicamente positivos, a faixa de resposta ficou com os valores de DOag2,
em sua maioria, entre 0,8 e 1,3, enquanto em individuos sorologicamente negativos a 0s
valores mais frequentes de DOasg2 tém inicio em 0,6. Utilizando o mesmo calculo de
correlacdo descrito para as 100 amostras anteriores, observa-se que as mesmas amostras
altamente respondedoras (valor de DOasg2 acima de 1,0) para uma variante sdo também
positivas (apresentando valores de DOas92 entre 0,6 e 1,6) para as demais, uma vez que 0s
indices de correlacdo séo altos (entre 0.75 e 0.92) entre todas as variantes. Assim, tais
resultados sdo congruentes com a observagdo de que a antigenicidade dos alelos nao
estd sumariamente relacionada a sua origem geografica (ARNOTT et al., 2013;
TERHEGGEN et al., 2014).

Quando analisada a prevaléncia total das variantes nos 150 individuos, sendo 100
respondedores para Belem e 50 ndo respondedores, obtém-se porcentagens proximas
(entre 70% e 81,2%) para Sal-1 9, Chesson I, Indonesia XIX, TC103, PNG_05 ESP,
PNG_62 MU e PNG_68 MAS, o que sustenta que a variedade antigénica dentre as
variantes existe, mas pode néo ser extensa (VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2015). Ao
analisar os valores de indice de reatividade individualmente, percebe-se valores maiores
(menor e maior valor de mediana, respectivamente: 2 e 5,5) em individuos positivos para
Belem, enquanto os individuos negativos para essa variante apresentam valores menores
(menor e maior valor de mediana, respectivamente: 1 e 1,5).

Para verificar a resposta imune contra as variantes apds imunizacdo com uma delas,
usamos soros de camundongos da linhagem C57BL/6 imunizados com PVAMA-1 Belem.
A analise foi feita com base nos titulos de anticorpos IgG induzidos a partir do regime de
imunizacdo com trés doses vacinais [contendo 10 ug da proteina e 50 ug do adjuvante
Poly (I:C)], com intervalo de 21 dias entre cada dose. Dentre as variantes estudadas, as
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variantes Chesson |, Sal-1, Indonesia XIX e SK0814 foram as mais reconhecidas por
anticorpos anti-PvAMA-1 Belem. No entanto, o reconhecimento € menor para TC103 e as
proteinas oriundas da Papua Nova Guiné, o que sugere uma variedade de epitopos
relacionada com a origem geografica das variantes.

Para entéo verificar se diferentes agrupamentos das variantes apresentam diferentes
padrdes de reconhecimento por anticorpos, foram feitos trés diferentes grupos para o0s
testes de ELISA de competicdo: o primeiro grupo constituido das variantes com maior
reconhecimento (porcentagem de inibicdo 248%) entre os anticorpos anti-Belem: Chesson
I, Sal-1, Indonesia XIX e SK0814; o segundo, das com menor reconhecimento
(porcentagem de inibicdo <48%): TC103, PNG_05_ESP, PNG_62_MU e PNG_68_MAS;
e o terceiro, contendo todas as variantes. Em 2012, Drew e colaboradores demostraram
gue uma imunizacdo com quatro diferentes alelos (W2Mef, 3D7, HB3 e FVO) da PfAMA-
1 inibiu cerca de 80% das invasfes do parasito em células sanguineas de coelhos, maior
porcentagem do que a oferecida por todos os alelos separadamente (DREW et al., 2012).
No presente trabalho, os resultados observados sustentam a mesma abordagem para uma
vacinacdo baseada na AMA-1 de Plasmodium vivax: o grupo com menor porcentagem de
inibicdo de anticorpos anti-Belem apresentou reconhecimento préximo de 80% das demais
variantes, enquanto o grupo com maior inibi¢gao respondeu para 30% e a mistura de todas
as variantes ofereceu uma resposta de cerca de 50%, portanto menor do que 0 grupo
contendo somente as variantes com menor inibicdo. Assim, os dados sugerem que uma
vacina baseada na variante PvAMA-1 Belem gera anticorpos variante-transcendentes.

Para PfAMA-1, é sabido que a maior parte das regides polimorficas estdo no DI (ORD;
TAMI; SUTHERLAND, 2008); para PvAMA-1, no entanto, também séo reportadas regifes
de polimorfismo também no Dominio Il (ESCALANTE et al., 2001); um estudo realizado
no Sri Lanka sugere que regides deste dominio podem ser alvo de resposta imune
protetora (GUNASEKERA et al., 2007). Neste trabalho, verificamos que a resposta imune
contra variantes de diferentes configuracdes em ambos os dominios ndo apresentou um
padrdo geografico, uma vez que as variantes oriundas de um mesmo continente
apresentaram a inducdo de diferentes padrGes de resposta imune. Isso pode estar
relacionado com a auséncia de uma analise de predisposi¢céo de epitopos ou ao elevado

numero de variantes do AMA-1 em todo o filo Apicomplexa.

Em concluséo, acreditamos que nosso estudo sera de grande valia para estudos futuros

da AMA-1 como candidato vacinal. Os resultados apresentados indicam o potencial
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vacinal da AMA-1 de P. vivax, e traz novas informagcdes sobre a efetividade de uma
abordagem multi-alélica utilizando essa proteina como base em uma formulacéo vacinal:
para uma vacina universal baseada em PVAMA-1, uma formulacdo multi-alélica incluindo
variantes da Tailandia e Papua Nova Guiné deve ser testada.
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1. Entre 100 das amostras sorologicamente positivas para PvAMA-1 Belem, os maiores
valores de DOasg2 foram obtidos para as variantes Chesson |, SK0814 e Sal-1, sugerindo

gue epitopos comuns ou de reatividade cruzada sao reconhecidos nessas variantes.

2. Nossos resultados demonstraram que estas mesmas variantes e a proteina homologa
foram predominantemente reconhecidas em soros policlonais de camundongos
imunizados com PVAMA-1 Belem, sugerindo que as demais variantes sao menos

prevalentes (ou nao circulam) no Brasil.

3. Estas mesmas variantes em fase solUvel foram capazes de inibir a acdo de anticorpos
a variante Belem aderida a placa, sugerindo a presenca de epitopos comuns ou de

reatividade cruzadas.

4. Uma formulagdo contendo variantes da Tailandia (TC103) e Papua Nova Guiné
(PNG_05 ESP, PNG_62 MU e PNG_68 mas) deve ser testada, com o objetivo de

aumentar a cobertura global da AMA-1 como componente vacinal.
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Anexo |. Cromatogramas representativos da etapa de cromatografia por afinidade. O pico
obtido para as variantes Belem, Chesson |, Indonesia XIX, Sal-1, SK0814, PNG_05_ESP,
PNG_62_MU e PNG_68_MAS foram respectivamente (em mAu): 1.000, 1.400, 1.500, 1.400,

1.400, 1.300, 900, 1.600 e 900; a partir das respectivas porcentagens de 26%, 25%, 25%, 25%,
25%, 26%, 27%, 25%, e 26% de solugdo de elui¢do.

(A) (B) (©)
(D) (E) (F)
(G) (H) M

Anexo Il. Cromatogramas representativos da etapa de cromatografia por troca idnica. O pico obtido
para as variantes Belem, Chesson I, Indonesia XIX, Sal-1, SK0814, PNG_05 ESP, PNG_62 MU e
PNG_68_ MAS foram respectivamente (em mAu): 330, 275, 60, 125, 125, 120, 170, 110 e 180; a partir das
respectivas porcentagens de 31%, 25%, 25%, 30%, 30%, 32%, 30%, 32%, e 27% de solucdo de eluigao.
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