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RESUMO

O presente estudo avaliou a relacao entre a resposta de anticorpos contra
AMA-1 das variantes de P. vivax (VK210, VK247 e P. vivax-like) e os polimorfismos
do gene HLA-DRB1 em populagbes endémicas da Amazdnia brasileira, para melhor
entendimento dos mecanismos que modulam a resposta imune contra a malaria. A
resposta sorologica foi analisada em individuos maléaricos e ndo-malaricos por testes
de ELISA para AMA-1. Um subgrupo de amostras foi utilizado para genotipagem do
gene HLA-DRB1 por PCR-SSP. Foram detectados 13 alelos diferentes do gene HLA-
DRB1, sendo o alelo HLA-DRB1*04 o prevalente na populacdo estudada. Foi
detectada uma alta freqiiéncia de respondedores para o antigeno AMA-1, com niveis
crescentes de acordo com exposicdo prévia a malaria. Nenhuma associagéo
significativa foi observada entre as variantes da CSP do P.vivax e a resposta a AMA-
1, bem como aos polimorfismos do HLA-DRB1. O HLA-DRB1 apresenta uma
distribuicdo heterogénea na populacdo estudada, evidenciando uma contribuicao
caracteristica de descendéncia amerindia. A resposta de anticorpos contra o
antigeno AMA-1 parece nao influenciar na epidemiologia das variantes da CSP de P.
vivax. Os polimorfismos do gene HLA-DRB1 néo influenciam no desenvolvimento de

reposta de anticorpos contra o AMA-1 na malaria vivax na Amazénia brasileira.

Palavras chaves: Malaria; antigenos leucocitarios humano; Plasmodium vivax.



ABSTRACT

To better understand the mechanisms of the immune response modulation
against malaria, this study evaluated the relationship among the antibody response to
AMA-1 and variants of the circumsporozoite protein (CSP) of the P. vivax (VK210,
VK247 and P. vivax-like) and the polymorphisms of HLA-DRB1 gene in populations
endemic from the Brazilian Amazon. The antibody response was analyzed in malarial
and non-malarial individuals by AMA-1ELISA test. A subset of samples was
genotyping of HLA-DRB1 by PCR-SSP. We detected 13 different alleles of HLA-DRB
gene, where the HLA-DRB1*04 was the commonest allele. A high frequency of
responders to the antigen AMA-1 was detected, with increasing levels according to
previous malaria experience. No significant association was observed among the
response to P. vivax AMA-1 and, the variants of the CSP and the polymorphisms of
HLA-DRB gene. The HLA-DRB1 has a heterogeneous distribution in the population
studied, showing an effective contribution of Amerindian groups. The antibody
response against the antigen AMA-1 does not influence the epidemiology of variants
of the CSP of P. vivax. The polymorphisms of HLA-DRB1 gene do not influence the
development of antibody response against AMA-1 in vivax malaria around the

Brazilian Amazon region.

Keywords: Malaria; human leukocyte antigen; Plasmodium vivax.



1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos da Malaria

Apesar das primeiras evidéncias da malaria terem sido descritas ha 2700 anos
a.C., na China, e o parasito ser descoberto ha mais de 100 anos (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2008), a malaria permanece uma
das mais importantes doencas parasitarias nas regides tropical e subtropical do
mundo, onde o clima quente e Umido € adequado para o desenvolvimento do
mosquito vetor da doenca (GREENWOOQOD et al., 2008). Mesmo com tentativas de
controle durante muitas décadas (KIM et al., 2006), ainda pode-se dizer que sua
incidéncia representa um problema de saude publica preocupante (COWMAN &
CRABB, 2006), devido sua alta prevaléncia e taxa de mortalidade (RUDOLFO et al.,,
2007). Em todo mundo, mais de dois bilhdes de pessoas vivem em areas de risco de
malaria (SNOW et al., 2005), ocorrendo de 350 a 500 milhdes de novos casos
anualmente, que resultam em um milhdo de mortes. (CDC, 2009).

No Brasil, foram registrados cerca de 600 mil casos em 2005, e recentemente,
2008, esses foram reduzidos a metade, devido a uma série de fatores, dentre os
quais: maior investimento de recursos pelas trés esferas de governo; mudanga no
esquema de primeira escolha para o tratamento do Plasmodium .falciparum;
aprimoramento do trabalho intersetorial e interinstitucional; capacitagdo dos
profissionais de saude nas analises de dados para focalizagdo do problema e tomada
de decisdo e mobilizagdo do setor politico (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Dos
casos, quase 100% estdo concentrados na Amazodnia Legal, regido delimitada pelos

Estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia,



Roraima e Tocantins, totalizando 807 municipios (MINISTERIO DA SAUDE, 2008)
(Figura 1). Sao relatados também, casos na regido extra-amazonica, area brasileira
nao endémica para malaria. Os Estados do Parana, Sdo Paulo e Espirito Santo
juntos, exigem um sistema de vigilancia constante com o objetivo de detectar e tratar
rapidamente os casos que surgem, evitando o aumento da transmissao autéctone.
Estes Estados, por serem receptivos estdo constantemente sujeitos a surtos devido
ao fluxo constante de pessoas vindas de areas endémicas de dentro e fora do pais

(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

. IPA 250 — alto risco; ¢
. 10 <IPA<49 — médio risco;
0,1 <IPA <9 — baixo risco;

IPA = 0 — sem transmissao

[

Figura 1: Mapa do risco de transmissdo da malaria no Brasil, 2007. Adaptado de
Sivep_malaria/SVS/MS — atualizado em 24.10.2008.



A malaria é uma doenca caracterizada principalmente por ciclos de calafrios,
febre alta, sudorese excessiva, incapacitando e matando mais pessoas que qualquer
outra doenca parasitaria no mundo (FRITSCH & SMITH, 1999).

Os parasitos da malaria sé&o protozoarios pertencentes ao género
Plasmodium e infectam diferentes hospedeiros vertebrados (GARNHAM, 1966),
entre eles répteis, aves e mamiferos, incluindo humanos (COWMAN & CRABB,
2006). Quatro espécies parasitam humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
malariae e P. ovale. (CORNEJO & ESCALANTE, 2006), sendo no Brasil, os dois
primeiros as espécies mais prevalentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). O P. vivax
apresenta ampla distribuicdo geografica e é responsavel por cerca de 80 milhdes de
casos anuais de malaria, especialmente na América Latina, Asia e Oceania
(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2007).

No Brasil, 80% dos casos sao relacionados a malaria por P.vivax (MINISTERIO
DA SAUDE, 2009) e, apesar de sua infeccdo raramente culminar na morte do
paciente, € causa importante de morbidade e perda s6cio-econdmica (MENDIS et al.,
2001). Acredita-se que este protozoario teve sua primeira entrada na populagéo
humana pelo sudeste da Asia antes da origem do moderno Homo sapiens, com a
transmisséo do P.vivax do hospedeiro simiano para o H. erectus e se disseminou por
todo Velho Mundo. Esses achados sdo baseados na proximidade filogenética com os
parasitos de primatas ndo humanos do sudeste asiatico (JONGWUTIWES et al.,,
2005). Entretanto, evidéncias arqueologicas apdiam que ambos, P.vivax e

P.falciparum estavam ausentes no Novo Mundo na era pré-colombiana e foram



introduzidos depois da colonizagao européia, presumivelmente como um resultado do
trafico de escravos africanos (DE CASTRO & SINGER, 2005).

O plasmodio pertence ao filo Apicomplexa, que apresenta forma
caracteristica, incluindo a presenca de um complexo apical especializado, que é
essencial para o processo de invasao (COWMAN & CRABB, 2006). As formas
evolutivas extracelulares, capazes de invadir as células hospedeiras (esporozoitos,
merozoitos e oocinetos), possuem seu complexo apical formado por organelas
conhecidas como roptrias € micrononemas, as quais estdo diretamente envolvidas
no processo de interiorizagédo celular (BRAGA & FONTES, 2005). Em contraste com
muitos outros organismos patogénicos, o plasmédio pode eficientemente infectar
seus hospedeiros por rapidamente ganhar a entrada nas células usando seus
préprios aparatos de invasdo, para identificar, penetrar, e estabilizar a si préprio
(COWMAN & CRABB, 2006).

Este protozoario tem um complexo ciclo de vida que envolve uma reproducao
sexuada no mosquito vetor e um estagio assexuado no hospedeiro vertebrado (Figura
2). A infeccdo do hospedeiro humano pelo plasmédio inicia-se com a picada do
mosquito fémea do género Anopheles infectado, durante seu repasto sanglineo. Este
inocula o individuo com esporozoitos, formas méveis que rapidamente acessam a
corrente sanglinea e entdo o figado, invadindo os hepatécitos (CORNEJO &
ESCALANTE, 2006). A fase hepatica € assintomatica e dura cerca de seis dias, com
cada esporozoito produzindo dezenas de milhares de merozoitos, que entdo invadem
e desenvolvem-se dentro dos eritrocitos (ARAVIND et al., 2003).

A fase sanguinea da infecg&o inclui ambos os estagios assexuado e sexuado

do parasito. No estagio sanglineo assexuado, cada merozoito produz de 8-20 novos



parasitos a cada 48 horas, proporcionando um aumento rapido do numero de
parasitos por hospedeiro. Neste estagio ocorre a doenga propriamente dita, e o
individuo infectado pode apresentar diversos sintomas, afetando diferentes sistemas
organicos (WICKRAMARACHCHI et al., 2005). O estagio sexuado é representado por
uma subpopulacéo de merozoitos que se diferenciaram em gametocitos, podendo ser
ingeridos pelo mosquito vetor. No Anopheles, eles recombinam-se durante um breve

periodo de diploidia e geram esporozoitos geneticamente distintos
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(ARAVIND et al., 2003). O P.vivax possui a capacidade de permanecer dormente por
meses como hipnozoitos nos hepatocitos, podendo ocorrer uma recidiva da infec¢ao
mesmo apos tratamento (GREENWOOD et al., 2008).

Depois de sair do hepatécito, o merozoito reconhece, liga-se e entra no
eritrocito, e este processo ocorre rapidamente, provavelmente na ordem de 60
segundos. Nao é surpreendente que este espaco de tempo seja curto e altamente
eficiente, visto que os antigenos na superficie da forma extracelular do parasito sédo
particularmente susceptiveis a resposta imune do hospedeiro (COWMAN & CRABB,
2006). O contato inicial entre o merozoito e o eritrocito, é uma etapa crucial, de como
o parasito pode distinguir entre o eritrécito competente para a invasao e outros tipos
celulares. O reconhecimento da célula hospedeira e a aderéncia primaria sao
relativamente a longa distancia, aparentemente de pouca afinidade e reversivel
(BANNISTER & DLUZEWSKI, 1990). A ligagdo primaria neste estagio parasitario
parece que ocorre em algum ponto na superficie do parasito. A reorientagéo entao &
um evento que parece envolver a superficie do eritrocito ao redor do merozoito. A
proposta deste evento é a justaposicao final do merozoito com a membrana do
eritrécito, permitindo uma interagdo mais proxima. Ha uma movimentacao da juncéo
e o parasito desloca-se para o interior da célula, onde fica dentro de um vacuolo
formado pela membrana plasmatica do hospedeiro (COWMAN & CRABB, 2006)

(Figura 3).
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Figura 3: Contato primario, reorientacao e invasao do eritrécito pelo Plasmddio e
suas organelas. Adaptado de Chitnis & Blackman, 2000.

O P.vivax nédo invade eficientemente os eritrécitos maduros, tendo uma
preferéncia em invadir reticulocitos. Esta propriedade reduz sua capacidade de
causar malaria severa e dificulta seu cultivo em laboratério, tornando custoso o
progresso do entendimento de sua biologia. Entretanto, recentes estudos tém sido
desenvolvidos usando corddo umbilical ou células eritrbides como uma fonte de

reticulécitos (PANICHAKUL et al., 2007; UDOMSANGPETCH et al., 2006).

1.2. Variantes do Plasmodium vivax

A proteina circunsporozoita (CSP) € a principal proteina de superficie do
esporozoito, onde forma uma densa cobertura. No P. vivax ela apresenta variagcbes

na porcao repetitiva do dominio central de seu gene (ROSEMBERG et al., 1989;
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QARI et al., 1992) determinando trés variantes nesta espécie de plasmédio (Figura
4).

A primeira forma caracterizada apresenta o nonapeptideo GDRA(A/D)GQPA e
foi denominada VK210; considerada a sua forma classica (ARNOT, et al., 1985). Em
isolados da Tailandia, Rosemberg e colaboradores (1989) observaram variagdes
neste nonapeptideo e denominou-o como VK247. Posteriormente, em Papua Nova
Guiné, foi descrita a existéncia de uma variante denominada P. vivax-like, cuja
sequéncia da porcao repetitiva da CSP possui homologia com a do Plasmodium
simiovale, um parasito da malaria de macacos, originalmente encontrado em Macaca

sinica, no Sri Lanka (QARI et al., 1993a).

RI RC IR Rl

A
v
A
v
A
v
A
v

5 788 bp 294 bp 3
N\ )
~

10x GDRA(A/D)GQPA — VK210 ou tipo 1
9x ANGA(G/D)(N/D)QPG — VK247 ou tipo 2
11x APGANQ(E/G)GGAA — P.vivax-like ou tipo 3

Figura 4: Estrutura do gene da CSP de P.vivax, com duas regides altamente
conservadas que nao se repetem (Rl e RIl); uma regiao repetitiva de dominio central
(RC) e uma pequena regido de insercéo (IR). As variacdes do peptideo na proteina
estdo indicadas abaixo, de acordo com Qari e colaboradores (1993a).

Varios estudos tém conduzido a avaliagcado da distribuicdo global da variante
VK247, a qual foi detectada em areas endémicas da Tailandia (WIRTZ et al., 1990,
KAIN et al., 1992), América do Sul, Africa (KAIN et al., 1991), México, Afeganistao e

Papua Nova Guiné (KAIN et al.,, 1992). Esta variante tem sido encontrada
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freqientemente como infeccdo mista com o gendtipo VK210 (COCHRANE et al.,
1990; WIRTZ et al., 1990; CURADO et al., 1995; ARRUDA et al.,1998). No entanto,
no Afeganistdo, na Tailandia, na Papua Nova Guiné e no México (QARI et al., 1992;
KAIN et al., 1992) observa-se também infecgbes simples, fato mais comumente
observado na Asia do que na América do Sul (KAIN et al., 1992; QARI et al., 1992).
Estudos de Qari e colaboradores (1993b) revelaram uma ampla distribuicdo da
variante P.vivax-like, a qual foi encontrada em diferentes regides do mundo, como
Papua Nova Guiné, Brasil, Madagascar, Indonésia, Leste da Africa (KIMBI et al.,
2005) e Guiana (BONILLA et al., 2006).

No Brasil, estudos sorologicos identificaram as trés variantes em amostras de
casos autdctones do Estado de Sdo Paulo (CURADO et al., 1995) e de comunidades
indigenas da regido Amazénica (ARRUDA et al., 1998). Machado e Pévoa (2000)
confirmaram, por diagndstico molecular, a presenca desses tipos variantes nos
Estados de Rondbénia, Amapa e Para, descrevendo a ocorréncia da VK210 em
infeccdes puras, enquanto que a VK247 e P. vivax-like foram evidenciadas apenas
em infecgbes mistas. Em 2003, Machado e colaboradores realizaram novo inquérito
molecular no municipio de Belém, Estado do Par4a, e observaram que sua distribuicao
nao havia mudado apés quatro anos de investigagdo. Observaram ainda, nao haver
associagao entre os sinais e sintomas dos pacientes e os gendtipos encontrados.
Adicionalmente, verificaram a correlagdo entre negativacdo da parasitemia entre as
trés variantes, com um menor tempo de clearence em infecgbes com a VK247
quando comparada com as outras variantes, confirmando dados prévios no México

com a VK210 e a VK247 (KAIN et al., 1993).
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Em 2004, estudo sorologico realizado no Estado de Rondénia verificou uma
maior producao de anticorpos contra a variante VK210, seguida pela P.vivax-like, e
VK247, respectivamente (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004). Entretanto, outra
investigacao realizada em areas endémicas da Amazénia brasileira, observou maior
nivel de anticorpos contra a VK247 nos Estados de Rondénia, Para e Mato Grosso,
quando comparada a P.vivax-like. E ainda, que no Estado do Amazonas, o titulo de
anticorpos para ambas as variantes foi baixo (ARRUDA et al., 2007).

Recentemente, a distribuicdo das variantes foi reavaliada em cinco areas
endémicas do Brasil e observou-se que a variante VK210 continua sendo a mais
prevalente. Entretanto, estes resultados demonstraram uma mudanga na dinamica da
distribuicdo das variantes VK247 e P.vivax-like, visto que ambas foram observadas
como infecgdes simples. Além disso, a P.vivax-like parece estar mais bem adaptada
que a VK247, sugerindo uma introducédo tardia desta ultima nos Estados de
Rondbnia, Amapa, Acre e Mato Grosso, uma vez que foi observada como infecgéo
simples somente em Novo Repartimento, Estado do Para. A P.vivax-like demonstrou

ser amplamente distribuida nas cinco areas estudadas (STORTI-MELO et al., 2009).

1.3. Antigenos candidatos a vacina

A primeira habilidade do parasito da malaria, reconhecer e, entdo invadir os
eritrécitos, € fundamental para o processo da doenga. Antigenos localizados na
superficie do parasito ou especificamente em organelas apicais do merozoito tém
sido caracterizados como alvo para protecdo ou como possivel vacina contra malaria

(MILLER et al., 2002).
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Apesar de décadas de pesquisas, ainda ndo ha uma vacina efetiva disponivel
para malaria. As dificuldades apresentadas para o seu desenvolvimento estao
relacionadas aos multiplos estagios do ciclo de vida e numero elevado de genes do
parasito que apresentam uma diversidade de antigenos em potencial. Ademais,
esses antigenos sdo altamente polimoérficos, com sua expresséo e correta dobra de
proteinas recombinantes podendo dificultar esse objetivo almejado (BEENSON &
CRABB, 2007).

A CSP tem sido estudada como potencial alvo para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz para o P.vivax, além dela, outros antigenos, como os do estagio
eritrocitico do plasmoédio também tem recebido atencado, tais como a proteina de
ligacdo ao Duffy (DBP), proteina de superficie do merozoito 1 (MSP-1) e o antigeno
1 de membrana apical (AMA-1). Outras proteinas, ainda sdo estudas, contudo em
menor expressdo. Tais como, membros da familia da proteina de superficie do
merozoito 3 (MSP-3) (GALINSKI et al,, 1999), proteina anbnima relacionada a
trombospondina (TRAP) (BARR et al., 1987) proteinas de ligagdo ao reticulocito
(RBPs), proteina de superficie do merozoito 9 (MSP-9) (VARGAS-SERRATO et al.,
2002), Pvs28 (KONGKASURIYACHAI et al., 2004), Pvs25 (KONGKASURIYACHAI et
al., 2004; WU et al., 2008), proteina relacionada a proteina anénima relacionada a
trombospondina do circunsporozoito (CTRP) (KANEKO et al., 2006) e a proteina

relacionada ao fator von Willebrand A (WARP) (YUDA et al., 2001).

1.3.1. Proteina circunsporozoita de superficie
Estudos tém demonstrado que a CSP medeia a adesao do esporozoito a

célula alvo e que ela é requerida para o desenvolvimento do esporozoito no mosquito
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vetor (MENARD et al., 1997). Apesar da sequéncia de aminoacidos da CSP de todas
as espécies de Plasmodium mostrar que elas possuem uma estrutura geral similar
(SINNIS & NARDIN, 2002), apresentam epitopos especificos para cada espécie de
plasmodio, representados por seqiéncias repetitivas de aminoacidos; conservadas
para o P. falciparum, P. malariae e P. brasilianum (BRANQUINHO et al., 1997).

E sabido que anticorpos para a CSP neutralizam a invasdo dos esporozoitos
nos hepatocitos (VANDERBERG et al., 1969) e que esta proteina possui alto
potencial antigénico (KEMP et al., 1990). No entanto, sua utilizagdo como alvo para o
desenvolvimento de vacinas deve ser reavaliada devido a descoberta de variagbes
em seu gene no P.vivax (ROSEMBERG et al., 1989; QARI et al., 1993a). Anticorpos
monoclonais para regido de repetichio da CSP inibem a infectividade dos
esporozoitos de P.vivax e P.falciparum em chimpanzés (NARDIN et al., 1982), mas
nao esta clara sua associagcao entre os niveis de anticorpos naturalmente adquiridos
para CSP e a protegéo adquirida contra malaria humana na Africa (HOFFMAN et al.,
1987) e Asia (WONGSRICHANALAI et al., 1991). Ainda, em regiées endémicas do
oeste africano, a prevaléncia dos anticorpos para CSP aumenta com a idade e esta
associada ao desenvolvimento da imunidade a doengca (NARDIN et al., 1979).

Vacinas sintéticas e recombinantes da CSP foram os primeiros protétipos
desenvolvidos e testados para malaria. Embora pouco eficazes em humanos, tais
vacinas mostraram induzir altos niveis de protecdo em modelos animais (REED et
al., 1997; ROGERS et al., 2002). A mais avangada vacina de malaria para humanos,
a RTS,S é baseada na CSP de P.falciparum (HEPPNER et al., 2005). Em varios
testes clinicos, a vacina RTS,S tem mostrado conferir 40 a 60% de proteg&o por uma

pequena duragdao de tempo, além de demonstrar ter um efeito benéfico contra
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malaria ndo complicada e severa em criangas do Mogambique, Africa (ALONSO et
al., 2005).

Um numero limitado de tentativas para desenvolver uma vacina baseada na
proteina CS de P.vivax foram feitas. Estudos de vacinagdo com a proteina CS de
P.vivax expressa em leveduras (BARR et al., 1987) no final dos anos 80 e inicio dos
90, induziram um grau limitado de imunidade em macacos (COLLINS et al., 1989) e
uma pobre resposta imune em humanos (HERRINGTON et al, 1991).
Subsequentemente, devido a limitagbes na imunogenicidade e dificuldades na
producdo, vacinas baseadas num peptideo sintético foram desenvolvidas como
peptideos de antigenos multiplos (MAPs) ou como peptideos lineares e testados em
primatas ndo-humanos e humanos, demonstrando resultados promissores por serem
imunogénicas (HERRERA et al., 1997; UDHAYAKUMAR et al., 1998; HERRERA et
al., 2005).

Em amostras de pacientes de uma comunidade endémica do Estado de
Rondénia, foi observado que a freqiiéncia de individuos com anticorpos para a regiao
de repeticdo da CSP de P.vivax era baixa (variando de 24% a 34%) quando
comparada as areas de alta transmisséo na Africa, onde mais de 70% dos adultos
possuiam anticorpos anti-CSP de P.falciparum (NARDIN et al., 1979). Porém,
quando consideraram a resposta absoluta para a regido de repeticdo da CSP das
variantes de P.vivax, 49% dos individuos da area estudada responderam para um ou
mais epitopos, sugerindo que nesta populacdo, anticorpos contra a malaria vivax &
naturalmente adquirida (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004).

Uma vacina construida a partir de um modelo sintético do cédon que modula a

CSP, onde foram incorporadas as partes N- e C- terminais, além da regido de
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repeticdo que contém a seqiéncia repetida das variantes de P.vivax VK210 e VK247,
demonstrou induzir resposta imune altamente potente em cepas de ratos
geneticamente diferentes. A proteina recombinante apresentou propriedades
biolégicas exibidas pela CSP nativa e induziu altos titulos de anticorpos que
reconhecem e causam aglutinagcdo dos esporozoitos no figado, um indicador da
perda de viruléncia dessa forma do parasito. Ainda, esta proteina recombinante
pareceu induzir uma resposta imunologicamente balanceada contra a regido de
repeticdo central, N- e C- terminal dos dois principais isolados de P.vivax (YADAVA

et al., 2007).

1.3.2. Proteina de ligagao ao Duffy (DBP)

A DBP é uma proteina de 140 KDa pertencente a uma familia de proteinas de
ligagdo ao eritrécito, caracterizada por uma regido funcionalmente conservada rica
em cisteina que em geral, localiza-se dentro do micronema dos merozoitos de
diversas espécies de Plasmodium (FANG et al., 1991; ADAMS et al., 1992) e estéo
envolvidas na adesdo e invasao das células hospedeiras (BEENSON & CRABB,
2007). No P.vivax e o parasito da malaria simia, o P.knowlesi, a DBP se liga ao
antigeno Duffy/receptor para citocinas (DARC) durante a invasédo dos reticulécitos
pelo parasito (ADAMS et al., 1990; CHITNIS & MILLER, 1994).

A DARC é um antigeno do sistema histo-sangliineo expresso na superficie
dos reticulocitos e eritrocitos, podendo também funcionar como receptor para
citocinas. A DBP do P.vivax (PvDBP) parece ser essencial para invasdo, e a

resisténcia ao parasito é conferida pela falta da expressdo de DARC (MILLER et al.,
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1976; SINGH et al., 2005), um fen6tipo comum na populacéo africana (BEENSON &
CRABB, 2007).

No momento da invaséo do merozoito, a DBP esta localizada no micronema,
e € liberada antes de ser requerida para invasao. Esta interacao estd associada com
a formacao da juncao mais préxima, que se move por toda a superficie do merozoito,
com a entrada do parasito no eritrécito (ADAMS et al., 1990). A face da proteina que
se liga ao receptor & pouco polimoérfica, enquanto a regido da face oposta possui
muitos residuos polimoérficos, sugerindo esta estar sob presséo de seleg¢ao e ser alvo
da resposta de anticorpos adquiridos (SINGH et al., 2006). Pode ser possivel
desenvolver uma vacina que predominantemente tenha como alvo a regiédo
conservada para bloquear a interagdo PvDBP-DARC (BEENSON & CRABB, 2007).
Entretanto, estudos recentes demonstram a transmissdo deste parasito em
individuos Duffy negativos na Africa (RYAN et al., 2006) e na Amazoénia brasileira
(CAVASINI et al., 2007), provavelmente por meio de outros ligantes envolvidos no
reconhecimento eritrocitario que nao a DBP (GALINSKI et al., 1992).

Em individuos vivendo em area de transmissao instavel de malaria no Brasil,
observou-se que a exposi¢ao ao P.vivax por mais de dez anos induz a producéo de
anticorpos anti-DBP, capazes de inibir a interagao eritrécito-DBP. Por necessitar de
uma infecgdo cronica para a indugdo de resposta inibitéria mais eficiente, que
reconheca diferentes variantes da DBP,, é sugerido que esta proteina seja pouco

imunogénica (CERAVOLO et al., 2008).

1.3.3. Proteina de superficie do merozoito-1 (MSP-1)
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O merozoito é coberto uniformemente por um complexo de proteinas que
compreendem quatro polipeptideos derivados do precursor da MSP-1 em associagao
com duas outras proteinas codificadas por genes distintos (BLACKMAN & HOLDER,
1992), sendo sintetizada como um precursor de grande peso molecular (180-230
KDa) que contém seis dominios polimérficos (quatro deles repetitivos) flanqueados
por sequéncias completamente conservadas durante a esquizogonia e depois
processada em varios fragmentos menores correspondentes a proteina de superficie
do merozoito (PUTAPORNTIP et al., 2002).

Durante o processo de invasdo, uma etapa de quebra proteolitica libera muitas
moléculas de membrana do merozoito e somente um fragmento ancora de glicerol-
fosfatidil-linositol de 19 KDa do terminal C (MSP149) é levado para o interior do
eritrocito recém invadido (BLACKMAN et al., 1990; PIRSON & PERKINS, 1985). A
importancia biolégica da MSP149 para a sobrevivéncia do parasito é desconhecida,
entretanto € bem estabelecido que anticorpos reconhegam sua regidao C terminal e
inibam a invasdo do merozoito in vitro (BURNS et al., 1989; CHAPPEL & HOLDER,
1993; DALY & LONG, 1995; KOUSSIS et al.,, 2009). Desta forma, induzem uma
resposta imune que protege contra o crescimento do parasito no estagio sangiineo,
sendo base de varios experimentos de vacinas para o estagio eritrocitico (CHITNIS &
BLACKMAN, 2000).

Certos anticorpos contra a MSP149 podem prevenir a quebra proteolitica do
complexo, prevenindo entdo a invasdo do eritrécito, identificando isto como um
mecanismo potencialmente importante da imunidade humoral. Entretanto, a ligacéo

desses anticorpos pode ser bloqueada por outro grupo de anticorpos que
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reconhecem epitopos adjacentes e de transicdo e ndo possuem efeito sobre a
quebra proteolitica da MSP119 (CHITNIS & BLACKMAN, 2000).

No Brasil, a prevaléncia de respondedores e niveis de anticorpos (IgG e
subclasses) especificos ndo foram associados ao aumento na transmissdo de
malaria. Individuos dos grupos de Belém, capital do Estado do Para, Cuiaba e Terra
Nova do Norte, no Estado do Mato Grosso, que foram menos expostos a
transmissdo de malaria mostraram significantemente maior nivel de IgG anti-MSP14g
especifica quando comparados aos individuos de Apiacas, norte do Mato Grosso,
area de intensa transmissdo de malaria. Adicionalmente, os resultados revelaram
que 40% dos individuos com exposicdo a malaria focal, mostraram uma reposta
positiva de IgG anti-MSP 149 mesmo passados oito meses da transmissao e 28% sete
anos depois. Interessantemente, os anticorpos anti-MSP1:9 persistiram somente
entre os individuos que tiveram malaria clinica (MORAIS et al., 2005).

Ainda, em 2007, outro estudo constatou baixa resposta para quinze proteinas
recombinantes correspondendo a variantes da PvMSP-1 em individuos nao
infectados expostos a malaria na Amazoénia rural. O dominio invariante de 19kDa
(PvMSP-149) foi reconhecido por 54,3% dos individuos. A resposta de anticorpos
para o repertério de dominios variaveis do PvMSP-1, aos quais os individuos estao
continuamente expostos, foi obtida somente depois de varias infecgbes repetidas.
Este fato pode requerer um estimulo freqlente, oferecendo um obstaculo no
desenvolvimento de uma subunidade de vacina baseada no PvMSP-1 (BASTOS et
al., 2007).

Na Bacia Amazoénica, foram encontrados individuos com alta taxa de

anticorpos para IgG contra PvMSP-149 (64,0 — 69,6%). A proporcao de individuos
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com anticorpos mostrou-se associada a idade, ao lugar de residéncia e ao
envolvimento habitual com atividades de alto risco, definindo grupos de pessoas
altamente expostas, que podem ser alvos preferenciais de medidas de controle

(LADEIA-ANDRADE et al, 2007).

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

Dentre os varios candidatos a vacina, o antigeno do estagio sanglineo
assexuado AMA-1, é considerado um importante candidato a vacina da malaria.
(WATERS et al., 1990; HEHL et al., 2000; GAFFAR et al., 2004). Acredita-se ser
unico ao filo Apicomplexa e derivado de um unico gene essencial, presente em todas
as espécies de Plasmodium. Estudos iniciais do plasmodio mostraram que a fungéo
do AMA-1 pode ser bloqueada por anticorpos que inibem a multiplicacao in vitro do
parasito na fase assexuada eritrocitaria (DEANS et al.,, 1982). O AMA-1 é uma
proteina integral de membrana tipo 1 imunogénica (PETERSON et al., 1989; NARUM
& THOMAS, 1994; GALINSKI & BARNWELL, 1996; RILEY et al., 2000) com no
minimo 16 residuos de cisteina incorporados em 8 pontes dissulfidicas formando trés
dominios da proteina (HODDER et al., 1996).

A comparacao da estrutura do AMA-1 do P. vivax (PvAMA-1) (Figura 5) com
outras estruturas tridimensionais conhecidas mostrou que os dominios | e Il sdo
similares e pertencem a superfamilia do médulo PAN (UDHAYAKUMAR et al., 2001).
Esta superfamilia é relacionada a proteinas com diversas fungbes de adesao,

ligando-se a receptores proteinas ou carboidratos (BANNISTER et al., 2003).
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Figura 5: Diagrama esquematico da estrutura da PvAMA-1.EdPeptideo sinal (Pré-

sequiéncia); [ Regido de transmembrana; MRegido citoplasmatica. Adaptado de Mufalo e
colaboradores (2008).

O AMA-1 do P. falciparum ¢é sintetizado tardiamente durante o
desenvolvimento do esquizonte nas ultimas quatro horas da fase eritrocitica (NARUM
& THOMAS, 1994), como uma proteina precursora de 83 kDa, que inicialmente esta
localizada no micronema do complexo apical do merozoito e do esporozoito
(BANNISTER et al., 2003). Esta etapa coincide com o desenvolvimento das roptrias
(TRIGLIA et al., 2000). Posteriormente, ela é processada a um peptidio de 66 kDa,
antes de sua relocagao na superficie do merozoito maduro. Uma vez na superficie,
este fragmento peptidico é redistribuido e sofre nova clivagem que pode ocorrer em
dois sitios alternativos da porgéo C-terminal (Figura 6): ou logo abaixo do dominio llI,
préximo a membrana do parasito, produzindo um fragmento de 48 kDa, ou entre os
dominios Il e lll, gerando um fragmento de 44 kDa. Os fragmentos clivados séo
liberados da superficie do parasito (PETERSON et al., 1989; NARUM & THOMAS,
1994; HOWELL et al., 2001; HOWELL et al., 2003). N&o existem evidéncias de que
os fragmentos de 44 kDa e 48 kDa liberados possam ligar aos eritrocitos. Entretanto,
ha evidéncias que as adesinas envolvidas na invasdo celular pelos parasitos
Apicomplexa podem agir de uma maneira cooperativa, talvez se agrupando no

movimento de juncdo, na forma de homo ou heteromultimeros, para permitir uma
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multivaléncia com alta avidade de interagdo com receptores da célula hospedeira
(HOWELL et al., 2001).

Dessa maneira, acredita-se que a proteina AMA-1 desempenhe uma funcao
no inicio do processo de invasao do eritrécito, fazendo parte da reorientacdo do
merozoito. Além disso, pode estar envolvida no inicio do contato intimo entre essas
duas células, que é dependente da proteina de ligacdo ao Duffy (MITCHELL et al.,
2004). Estudo recente com PfAMA-1, demonstrou que esta proteina ndo é somente
uma parte essencial no movimento da jungdo, mas também que a fosforilagdo do
dominio citoplasmatico pode ser um pré-requisito para invasdo de sua célula alvo
(TREECK et al., 2009).

Extensivos dados do polimorfismo do AMA-1 em P.vivax tem sido obtidos da
Asia, Oceania e Africa (CHENG & SAUL, 1994; FIGTREE et al., 2000; CHUNG et al.,
2003; GUNASEKERA et al., 2007; RAJESH et al., 2007), mas ha uma relativa falta
de dados da América do Sul, incluindo o Brasil. No nosso pais, os dados disponiveis
mostram somente a seqiiéncia que envolve o dominio | de 20 isolados. Sao
observados 13 lugares polimoérficos e oito haplétipos, que foram relatados em trés

Estados brasileiros, Amapa, Porto Velho e Rondbnia (RODRIGUES et al., 2005).
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Figura 6: Processamento da proteina AMA-1 em P.falciparum. Adaptado de Howell
etal., 2001.

A sequéncia de PVvAMA-1 encontrada em isolados do Brasil parece
representar uma amostra de sua diversidade genética de todo o mundo, por nao
formar grupos. Foram encontrados isolados de diferentes partes do mundo em toda
arvore filogenética (GRYNBERG et al., 2008). Observa-se que ela € extremamente
conservada e imunogénica durante a infeccdo natural (SOARES et al., 1999;
RODRIGUES et al., 2005), e que alguns individuos mostram reagcédo cruzada a
diferentes epitopos presentes em diferentes alelos da proteina (RODRIGUES et al.,
2005).

A sequéncia de AMA-1 é relativamente conservada entre varias espécies de
plasmddio, com um nivel na sequéncia da identidade de aminoacidos excedendo

50% em comparagéo a todas as outras sequiéncias conhecidas (MARSHALL et al.,
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1989; PETERSON et al., 1990; WATERS et al,, 1990; CHENG & SAUL, 1994;
DUTTA et al., 1995; MARSHALL et al., 1996). Variagbes nesta seqiéncia, resultado
de uma mutagao pontual, sdo observadas entre os alelos do ama1 de P.falciparum
(PETERSON et al, 1989; THOMAS et al, 1990; MARSHALL et al, 1996),
Plasmodium knowlesi, parasito de macacos (WATERS et at., 1991), P.vivax (CHENG
& SAUL, 1994), e Plasmodium chabaudi, parasito de roedores (CREWTHER et al.,
1996).

Em 2000, demonstrou-se que a interrup¢cdo do gene Pfama-1 parece ser
deletéria ao crescimento do parasito no estagio sanglineo. Ademais, que a
expressao do PcAMA1 (AMA-1 de P. chabaudi) no P. falciparum permitiu que esses
parasitos invadissem eritrocitos murinos mais eficientemente. Concluiu-se entao, que
esta proteina fornece uma funcgao critica na invasado dos eritrocitos pelos merozoitos
nas espécies de plasmodio. Além do mais, néo foi possivel isolar o parasito com este
gene interrompido, confirmando seu papel no ciclo eritrocitico. Foram observados
também, muitos merozoitos ao lado da superficie de eritrocitos, sugerindo uma
correta ligacdo e reorientacdo, mas uma inabilidade para completar o processo de
invasao (TRIGLIA et al., 2000). O unico processo celular bem caracterizado que
ocorre ao redor na hora da invasao e definitivamente envolve AMA-1 € seu processo
proteolitico secundario e a redistribuicdo na superficie do merozoito (NARUM &
THOMAS, 1994; HOWELL et al., 2001; HOWELL et al., 2003).

A resposta imune protetora € vagarosamente adquirida depois de repetidas
infeccdes, e seu consideravel polimorfismo genético em muitos antigenos alvo dentro
da populacdo local e a variagdo genética sao devidos a expresséo diferencial de

genes dentro dos genomas do parasito (CONWAY & POLLEY, 2002). Por meio de
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estudos em animais e in vitro da inibicado do crescimento do parasito, esta claro que
alguns polimorfismos no gene AMA-1 reduzem a susceptibilidade ao ataque de
anticorpos. Epitopos conservados existem e podem ser bloqueados por anticorpos
(REMARQUE et al., 2007). Estudos com ratos infectados com P.chabaudi indicam
que esta variagdo € imunologicamente significante, onde a imunizagdo com AMA-1
ou anticorpos anti-AMA-1 passivamente transferidos, ndo protegeram das cepas
heterélogas de P.chabaudi, indicando que a protecdo do anticorpo reconhece
epitopos cepa especifica (HODDER et al., 2001).

A primeira evidéncia que a AMA-1 era uma proteina candidata a vacina foi em
estudos com P. knowlesi (DEANS et al., 1988). Um anticorpo monoclonal que inibiu a
invasao deste parasito in vitro, reagiu com uma proteina de 66 KDa localizada
inicialmente nas roptrias, mas que parcialmente eram transferidas para a superficie
do merozoito antes da liberagdo do esquizonte (COLLINS et al., 1994).

A imunizacdo ativa de macacos ou ratos com formas de AMA-1 nativa
(DEANS et al., 1988) ou recombinante (ANDERS et al., 1998; COLLINS et al., 1994)
tem protegido estes animais contra parasitos de simios e roedores, respectivamente.
Além do mais, a imunizagdo passiva com anticorpos policlonais especificos para
AMA-1 previne ratos infectados com P. chabaudi de desenvolver uma parasitemia
letal (ANDERS et al., 1998).

Anticorpos anti-AMA-1 humano naturalmente adquirido e de coelho
reconhecem cepas especificas e epitopos conservados, fornecendo fortes evidéncias
de que esta proteina € um alvo natural da resposta de protecdo do anticorpo e,

ainda, anticorpos direcionados a ela s&o capazes de inibir a invasédo de eritrocitos
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pelo merozoito de trés linhagens de P.falciparum expressando diferentes formas de
AMA-1(HODDER et al., 2001).

Mitchell e colaboradores (2004) utilizaram anticorpo monoclonal de rato (Mab
R31C2) contra epitopo de AMA-1 de P.knowlesi e observaram que o contato entre o
merozoito e o eritrocito ocorria normalmente na presenca do anticorpo, mostrando
que o AMA-1 ndo tem fungdo em parte desse estagio de ligacdo. Porém, os
merozoitos ndo conseguiam se reorientar, fazendo com que seu contato apical
intimo com a membrana da célula ndo ocorresse, impedindo sua invasdo na mesma.
Isso demonstrou que o gradiente de AMA-1 no parasito livre (maior no apice e menor
em direcdo ao podlo basal) estava diretamente envolvido na reorientagcdo do
merozoito no eritrdcito ou ele poderia estabilizar a ligagdo do merozoito no eritrécito
antes da jungcao mais proxima.

Em ensaio com anticorpo policlonal e monoclonal de fragmentos de AMA-1 de
P.falciparum, observou-se que anticorpos policlonais anti-AMA-1 ligam-se a formas
soluveis de AMA-1 no merozoito, causando processo anémalo, e inibem a
redistribuicdo do AMA-1 nativo do complexo apical na superficie do merozoito
(DUTTA et al.,2005). Os autores sugeriram entdo, que anticorpos para AMA-1 podem
inibir a invaséo n&do exatamente pela ligacdo em lugares biologicamente criticos na
proteina, mas também pelo bloqueio estérico ao acesso nos lugares de quebra para
as proteases processar o AMA-1, ou pela ligacdo e bloqueio da redistribuicdo do
AMA-1 na superficie na hora da invaséao.

Um estudo demonstrou que uma proteina recombinante contendo o
ectodominio do AMA-1 de P. vivax € naturalmente imunogénica nos individuos que

tiveram distintos graus de exposigcdo a malaria em areas endémicas no Brasil
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(MORAIS et al., 2006), entretanto, a alta prevaléncia de anticorpos especificos para
PvAMA-1 € explicada pelo fato de que a regido codificadora do dominio variavel do
gene Pv-AMA1 mostra limitado polimorfismo sobre isolados brasileiros (RODRIGUES
et al., 2005).

Por meio da produgcdo de cinco proteinas recombinantes bacterianas
representando cada dominio do PvAMA-1, separadamente ou em combinacao (DI-lI
e DII-Ill), Mufalo e colaboradores (2008) observaram que as proteinas contendo o
dominio Il foram mais frequentemente reconhecidas pelos anticorpos humanos,
enquanto que a resposta de anticorpos IgG para DI e DIl individualmente foi menor.
Quando imunizaram ratos com a proteina purificada, verificaram que esses foram
capazes de gerar anticorpos para todos os cinco dominios recombinantes,
entretanto, DI-Il foi o mais reconhecido. Observaram ainda, que soros de individuos
vivendo em diferentes areas do oeste africano e do Brasil, diagnosticados
inequivocadamente como malaria por P.falciparum, reagiam contra DIl de PvAMA-1.

Como o gene AMA-1 esta também localizado no micronema do complexo
apical do esporozoito (BANNISTER et al., 2003) e em merozoitos do estagio
hepatico (REMARQUE et al.,, 2007), é sugerido que ele tenha contribuicdo na
presenca de anticorpos para PvAMA-1 sobre individuos tratados profilaticamente,
podendo abolir a infecgdo antes da deteccdo do parasito na gota espessa (MORAIS
et al., 2006). Além disso, individuos vacinados podem reduzir a taxa de infecgcéo e a
resposta imune celular pode reduzir a viabilidade do parasito no ciclo exo-eritrocitico
(REMARQUE et al., 2007).

Teste de fase 1 de vacina anti-AMA-1 de P.falciparum em criangas e adultos

em areas de intensa transmissdo de malaria estacional, demonstrou uma boa
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resposta de anticorpos nas duas primeiras doses. Na terceira, administrada apenas
nos adultos, ndo houve aumento significante da resposta de anticorpos, ou mesmo
esta se mostrou ausente. Num periodo de um ano, a partir do dia 154 na segunda
dose nas criangas, o nivel de anticorpos comecgou a cair drasticamente. Ainda néo é
conhecido o nivel de anticorpos capaz de produzir uma protecdo. Apesar disso, a
vacina demonstrou ser imunogénica e bem tolerada (DICKO et al., 2007; DICKO et
al., 2008).

Sobre antigenos do estagio sanglineo de P.falciparum, analises de
frequéncias de alelos produzem uma forte evidéncia do bloqueio na regido 2 do
msp1 (CONWAY et al., 2000) e os dominios | e lll de AMA1 (POLLEY & CONWAY,
2001; POLLEY et al., 2003), parece que os niveis de anticorpos para AMA-1 séo
maiores que outros candidatos ao estagio sangtineo (CHELIMO et al., 2005).

Estudos para anticorpos naturalmente adquiridos contra esses antigenos
polimoérficos particulares de P.falciparum ap6iam a hipotese de que eles s&o alvos de
resposta que protege contra a malaria clinica (CAVANAGH et al., 2004; CONWAY et
al., 2000; METZGER et al.,, 2003; POLLEY et al., 2004; POLLEY et al., 2007).
Entretanto, em alguns casos, como para AMA-1, os dados nao determinaram se a
resposta imune efetiva é contra epitopos polimérficos ou se a imunidade é
direcionada principalmente a epitopos conservados, podendo assim exercer alguma
selecédo dependente da freqiiéncia (CONWAY, 2007).

Em 2007, Barbedo e colaboradores, analisando a freqiéncia de
respondedores e sua persisténcia de resposta para o AMA-1, MSP149 e a regiao Il da
DBP do P.vivax, observaram que ha uma maior freqtiéncia de respondedores para

AMA-1 e a regido Il da DBP quando os individuos sdo expostos a multiplas
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infeccdes. Em contrapartida, a resposta 1gG especifica para MSP149 ocorre mais
precocemente em uma Uunica exposicdo a infeccdo, sendo ela altamente
imunogénica, como observado previamente (PARK et al., 2001; LIM et al., 2002;
RODRIGUES et al.,, 2003; MORAIS et al., 2005; WIRCHRAMARACHCHI et al.,
2007). Porém, sua resposta € a unica que diminui significantemente num periodo de
nove meses. Ainda, foi observado que a freqiéncia de respondedores para AMA-1
aumenta ligeiramente depois do tratamento, e que a grande maioria dos individuos
(85,7%) que tornaram sorologicamente negativos para MSP149 continuou com
anticorpos detectaveis para AMA-1.

Recentemente, a avaliagdo do efeito da PvAMA-1 e da PvVvMSP1i9 em
doadores de sangue nao infectados de uma area ndo endémica para malaria, em
Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, evidenciou que a primeira proteina tinha um
impacto na resposta imune, enquanto o MSP149 n&o. Verificaram ainda, que a
quantidade IFNy e TNFa induzidos pelo AMA-1 poderia ser suficiente para direcionar
a resposta imune celular capaz de eliminar o parasito. Adicionalmente, os achados
mostraram que o AMA-1 induz um perfil imunolégico alterado na resposta imune
inata, principalmente associado a células dendriticas e possivelmente mondcitos,
podendo esse efeito ser importante na destruicdo do parasito. Os autores acreditam
que seja possivel que uma sub-regulagéo da resposta imune inata pelo plasmaodio
possa ser benéfica para a sobrevida desse parasito e possa diminuir a resposta
inflamatéria do hospedeiro, desta forma reduzindo a possibilidade de resposta nociva
para infeccdo. Entretanto, o perfil inflamatério obtido pela AMA-1 pode sugerir que a
vacinagao com este antigeno recombinante possa contribuir para uma resposta

imune adaptativa contra a infecgdo da malaria (BUENO et al., 2008).
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1.4. Complexo Principal de Histocompatibilidade

Fatores genéticos da resposta imune, correspondentes aos genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), parecem controlar a eficiéncia
da resposta humoral nas vacinagdes. (NARDIN et al., 2000).

O MHC na espécie humana é denominado Antigenos Leucocitarios Humano
(HLA) e, seus antigenos podem ser divididos em duas classes principais: HLA de
classe | e HLA de classe Il. A glicoproteina de HLA é determinada por genes que se
localizam no brago curto do cromossomo 6 (6p21) e os principais genes do HLA de
classe Il sdo denominados HLA-DRB, HLA-DP e HLA-DQ, sendo ainda, o sistema
genético humano mais polimérfico, com diferentes alelos podendo codificar sua
molécula (CHOO, 2007). Esses polimorfismos podem alterar a habilidade para ligar
peptideos e apresenta-los as células T, dessa forma, tendo potencial para modular a
resposta de anticorpos (PATARROYO et al., 1991).

A regiao de classe | contém os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C que codificam a
cadeia pesada das moléculas de HLA de classe |. Enquanto a regidao de classe Il
consiste de uma série de sub-regibes, cada uma contendo genes A e B, que
codificam as cadeias a e B respectivamente (MARSH et AL., 2004). O gene HLA-DR
consiste de um unico gene HLA-DRA e nove genes HLA-DRB (DRB1 a DRB9). O
gene HLA-DRA codifica uma cadeia invariavel e liga a varias outras cadeias 3
codificadas pelos genes HLA-DRB. Antigenos especificos HLA-DRB (DR1 a DR18)
sdo determinados por cadeias DRB1 polimoérficas codificadas por alelos DRB1.
Ainda, certos alelos do haplétipo DRB1, ligam-se especificamente ao DRB3, DRB4

ou DRB5. Nos gene HLA-DP e HLA-DQ, a expresséo é feita por um gene das
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cadeias a e 3 e um pseudogene adicional ndo expresso. Os produtos do gene HLA-
DQA1 e HLA-DQB1 se associam para formar moléculas DQ, e produtos do gene
HLA-DQA1 e HLA-DQB1, para formar moléculas DP (CHOO, 2007). Ainda, existe a
regido de classe Il do gene HLA, que contém genes do complemento (C2, C4 e fator
B), 21-hidroxilase, fator de necrose tumoral (TNFs) entre outros (BECK &

TROWSDALE, 2000) (Figura7).

DP DQ DR C’ TNF B C N
Centromero Teldbmero
— —4 H I—[-I —
J
Classe I1 Classe III Classe I

Figura 7: HLA, no braco curto do cromosso 6. Regides do HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ,
que consistem de uma ou mais regides dos genes A e B respectivamente; TNF (fator de
necrose tumoral); C’ (genes do complemento). Adaptado de Choo, 2007.

Estruturalmente, as moléculas de HLA de classe | consistem de duas cadeias
polipeptidicas ligadas de forma n&o-covalente: uma cadeia a de 44 a 47kD (cadeia
pesada) codificada pelos genes de classe | e uma subunidade de 12 kD codificada
por um gene localizado fora da regido HLA, chamada de B,-microglobulina (cadeia
leve). Apresentam uma fenda de ligagdo a peptideos formada pelas cadeias a1 e a2,
que interagem para formar uma plataforma de tamanho suficiente para ligar
peptideos de 8 a 11 aminoacidos, além de possuirem um segmento a3 da cadeia

que contém uma alga que serve de local de ligagédo para o co-receptor CD8. Ja as
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moléculas de HLA de classe Il, sdo compostas de duas cadeias polipeptidicas
ligadas de forma n&o-covalente, uma cadeia a com 32 a 44 kD, e uma cadeia 3 de
29 a 32 kD, sendo ambas codificadas por genes do HLA. Os segmentos
aminoterminais a1 e B1 interagem para formar a fenda de ligacdo a antigenos
(STERN et al., 1994; ZHU et al., 2003), que é estruturalmente semelhante a fenda
das moléculas de HLA de classe |, porém, suas extremidades sao abertas,
permitindo a ligacdo de peptideos de 30 aminoacidos ou mais. Ainda, essas
moléculas apresentam uma algca de ligacdo para as células CD4, formada pelo

segmento 32 (ABBAS, 2008) (Figura 8).
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A
Fenda de ligagdo de Peptide
peptideo
B,-microglobulina Regido transmembrana
Ponte dissulfeto
Dominio Ig
B L
Fenda de ligagéo de
peptideo Peptideo

Regido transmembrana

Ponte dissulfeto
Dominio Ig

Figura 8: Estrutura da molécula de HLA de classe | (A) e HLA de classe Il (B).
Adaptado de Abbas 2008.

As moléculas de HLA de classe | sdo expressas em quase todas as células
nucleadas, enquanto as de classe Il, em linfécitos T ativados e células
apresentadoras de antigenos (CAA), tais como, macréfagos, linfécitos B e células
dendriticas (CHOO, 2007). As principais proteinas do HLA de classe Il sao

chamadas DR, DP e DQ, sendo responsaveis pela ativacdo das células CD4. Os
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peptideos oriundos de antigenos exdgenos sao apresentados pelo HLA de classe |l
as células CD4, que uma vez ativados liberam citocinas que se ligam aos receptores
dos linfécitos B, os quais se diferenciam em plasmécitos, sendo este o principal
evento que permite a célula B tornar-se uma célula produtora de anticorpos (WATTS,
2004).

Similarmente, a apresentacéo de peptideos virais e de proteinas endégenas
alteradas a células CD8 é realizada pelas moléculas de HLA de classe | (ROCK et al,
2004) (Figura 9). A interacdo do complexo peptideo exégeno-HLA de classe Il na
CAA com o TCR (receptor de célula T) resulta na ativacao da célula T, proliferagcéo e
producao de citocinas (CRESSWELL, 1994; GERMAIN, 1995; BAKKE & NORDENG,

1995).

Caminho Caminho
Apresentagéo de endégeno exégeno
antigeno a CTLs

Patégeno
extracelular

Proteina viral

Fagossomo

Apresentacgdo de

antigeno a célula
MHC de classe 1

TAP Reticulo
endoplasmatico

Proteossoma

MHC de classe Il

Figura 9: Apresentagéo de antigeno pela CAA através do caminho endégeno e exdgeno.
Adaptado de neura.net.

Diversos alelos do gene HLA-DRB1 ja foram observados, com frequéncias

bastante diferentes. Na populacdo oriental, os alelos mais freqientes sdo HLA-
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DRB1*0403, HLA-DRB1*0405, HLA-DRB1*0802, HLA-DRB1*0901, HLA-
DRB1*1402, HLA-DRB1*1406, HLA-DRB1*1602, HLA-DRB1*12 e HLA-DRB1*15
(TOKUNAGA, 2001). No Gambia, Africa, o alelo HLA-DRB1*1302 & o mais comum
(HILL et al., 1991), j&a em melanesianos das ilhas de Vanuatu e Nova Caledbnia, os
alelos HLA-DRB1*15, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*04 e HLA-DRB1*16 constituem
93% dos mais observados, enquanto em povos da América do Norte, Zuni e Tlingit,
32% e 52% respectivamente, apresentam o alelo HLA-DRB1*1402 (SALZANO,
2002).

Na América do Sul, o alelo HLA-DRB1*0403 esta presente em 15% dos povos
Wayuu, na Colédmbia, 10% dos Yukpa, na Venezuela (PETZL-ERLER, 1997) e em
3% dos povos Wichi, Toba e Chiriguano, na regido do Chaco, Argentina (PAROLIN
et al., 2009). No Brasil, foi observado o alelo HLA-DRB1*0802 em 50% dos povos
Guaranis (PETZEL-ERLER, 1997) e Raingany (TSUNETO, 2003), enquanto num
estudo em S&o Paulo, observaram a combinacdo de haplétipos tipicamente
africanos,HLA-DR18/HLA-DQB1*04. Observaram ainda, o antigeno DR8 em 10% da
populacdo e em menos de 35% da populacdo os antigenos DR13 e DR14

(GOLDBERG et al., 1998).

1.4.1. Antigenos leucocitarios humano e a malaria

A ativacao das células CD4 ¢é essencial para o desenvolvimento da imunidade
adaptativa contra patoégenos (ROSENBERG et al., 1997; JENKINS et al., 2001). As
moléculas de HLA de classe Il sao altamente polimérficas, e este polimorfismo
corresponde com diferengas ao longo do peptideo ligado a sua fenda. Entretanto, a

ligacao principal derivada da molécula de HLA de classe Il € altamente degenerada e
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muitos peptideos diferentes tém sido identificados podendo ligar a multiplas
moléculas de HLA de classe || (CONSOGNO et al., 2003).

Estudos desenvolvidos in vitro com P. falciparum (SCHWARZER et al., 1998;
URBAN et al., 1999), demonstraram que todas as trés CAA regulam ambos HLA de
classe Il e a expressdo do CD80 durante a infeccédo de malaria. Toxoplasma gondii e
P. falciparum sao capazes de interferir no processamento e apresentagdo do
antigeno derivado do parasito pelo macréfago e células dendriticas, respectivamente
(URBAN et al., 1999; LUDER et al., 2001).

O P. berghei parece inibir a produgdo da interleucina-12 (IL-12) pelos
macréfagos tdo precocemente como um dia pos-infecgdo (XU et al., 2001). Muitos
poucos estudos da interacao entre células T CD4 e CAA durante o estagio eritrocitico
da infeccdo da malaria tem sido compreendido (LUYENDIK et al., 2002). Urban e
colaboradores (1999) observaram que a expressao do HLA de classe Il, a expressao
de proteinas co-estimulatérias e a habilidade das células dendriticas em apoiar a
proliferacdo das células T foram todas prejudicadas apdés a endocitose do
P.falciparum. Em outro estudo, macréfagos de ratos infectados com P. chabaudi
também demonstravam deficientes na funcdo acessoria, ndo relacionada ao
processamento ou apresentacdo do antigeno, que foi similar a deficiéncia induzida
pela B-hematina, porém, a expressao das proteinas co-estimulatérias nado foram

examinadas neste estudo (SCORZA et al.,1999).

1.4.2. Antigenos leucocitarios humano e vacina contra malaria
Estudos anteriores tém descrito associagdes entre diferengas alélicas nos

genes do HLA de classe Il e a resposta sorolégica nos ensaios de vacinas para a
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malaria (PATARROYO et al., 1991; NARDIN et al., 2001). Stephens e colaboradores
(1995) descreveram acentuada resposta de anticorpos em individuos tailandeses
vacinados com antigenos de CS de P.falciparum e a presenga do alelo HLA-
DPB1*0501. Ensaios de vacinas utilizando peptideos antigenos multiplos (MAP) de
esporozoitos de P.falciparum tém obtido altos niveis de imunizagdo. Entretanto, essa
resposta mostrou-se geneticamente restrita a trés alelos do HLA de classe Il, sendo
eles HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*1101 e HLA-DQB1*0603, os quais s&o
encontrados em aproximadamente 25 a 35% da populagcéo dependendo da formagéao
étnica. Por outro lado, o alelo HLA-DRB1*0701 tem sido associado a baixos niveis de
resposta de anticorpos (NARDIN et al., 2000).

Em Candeias do Jamairi, cidade proxima a Porto Velho, individuos expostos a
infeccao por malaria vivax, nenhuma associagéo significante, positiva ou negativa, foi
observada entre as moléculas de HLA-DR e a resposta de anticorpos para a variante
P.vivax-like. Entretanto, foi observada associacdo entre a resposta de anticorpos
para VK247 e a presenca dos antigenos HLA-DR16 e entre HLA-DR7 e a auséncia
de anticorpos de resposta para VK210. Dos 108 individuos analisados, 58%
responderam a DR16 para VK247. As associagdes entre as respostas de anticorpos
contra CSP e o polimorfismo do HLA-DR encontradas n&o pareceram ser devida a
distor¢do da freqiiéncia alélica do HLA na populagéo, pois ndo houve diferengas na
distribuicdo geral de fenoétipos, demonstrando que os epitopos testados evocarado
respostas somente em uma porcentagem de individuos expostos a infecgao por P.
vivax e que alguns dos padrdes sao restritos ao HLA. (OLIVEIRA — FERREIRA et al.,

2004).
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1.5. Justificativa

Os polimorfismos do HLA tém sido associados a variagdo sorolégica nos
ensaios de vacinagéo, no entanto, sdo poucas as avaliagdes desses polimorfismos
frente a resposta contra antigenos importantes do parasito em populagbes
naturalmente expostas. O AMA-1 tem se mostrado imunogénico e considerado um
candidato ao desenvolvimento de uma vacina, no entanto a avaliacdo da resposta
imune humoral contra esse antigeno frente aos polimorfismos do HLA de classe |l
ainda nao foi estabelecida.

Ademais, trabalhos recentes tém mostrado resultados variaveis quanto a
sintomatologia e a resposta ao tratamento na malaria vivax (KAIN et al., 1993 e
MACHADO et al., 2003). A avaliagdo entre a infec¢do pelos genétipos variantes de
P. vivax (VK210, VK247 e P. vivax-like) e a resposta imune contra peptideos do
parasito, podem fornecer avangos para compreensao do comportamento da resposta
imunolégica frente a essas variantes. Além disso, consideragbes sobre a influéncia
das frequéncias alélicas do HLA de classe Il na modulacdo da resposta sorologica,
contribuirdo para compreender variagées na imunidade contra os tipos variantes e, a
diversidade genética das populagdes brasileiras, oferecendo novos subsidios para o

desenvolvimento de uma possivel vacina em popula¢des endémicas.

1.5.1. Hipotese

Diferencas alélicas no gene HLA-DRB1 podem modular a resposta imune
humoral contra o Antigeno-1 de Membrana Apical nas variantes de P. vivax em

individuos de areas endémicas da regiao Amazénica brasileira.
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2. Objetivos
2.1. Geral

Avaliar a relacdo entre a resposta de anticorpos contra o Antigeno-1 de
Membrana Apical nas variantes de P. vivax (VK210, VK247 e P. vivax-like) e os
polimorfismos do gene HLA-DRB1 em populagdes endémicas da Amazdnia

brasileira.

2.2. Especificos

- Determinar os polimorfismos do gene HLA-DRB1 na populagao estudada;
- Avaliar a influéncia das variantes de P.vivax no perfil de resposta contra a AMA-1;
- Correlacionar os polimorfismos do gene HLA-DRB1 na resposta sorologica para os

peptideos da AMA1 das variantes do P. vivax em individuos da Amazénia brasileira.
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3. Materiais e métodos

3.1. Amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas entre janeiro de 2002 a
dezembro de 2004 e estocadas & -20°C no Centro de Investigacdo de
Microrganismos (CIM) / Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
(FAMERP).

Os individuos envolvidos nesse estudo seguiam as seguintes caracteristicas:
idade entre 5 a 66 anos (Tabela 1), gota espessa positiva para P. vivax tanto em
infeccdo simples como mista com outra espécie (Tabela 2 e 3) confirmados por
diagnostico molecular, evidéncia de sintomatologia compativel com a doencga e
residéncia por no minimo 10 anos em area endémica. Para as analises foram
utilizadas 119 amostras de pacientes e 59 controles. No estudo das variantes
utilizou-se 86 das amostras de pacientes; na avaliacdo dos alelos do gene HLA-
DRB1, foram utilizadas 60 amostras de pacientes, ja utilizadas no estudo da CSP de
P.vivax, que tiveram ao menos 2 episodios anteriores de malaria e 29 amostras
controle de individuos doadores de sangue que procuraram os bancos de sangue
para doagdes, com idade minima de 18 anos, triados clinicamente, segundo critério
nacional de triagem de banco de sangue, portanto, sem sintomas para malaria e sem
histérico anterior da doencga, residentes a pelo menos dez anos na regiao endémica.
E, para o estudo sorolégico da AMA-1, foram utilizadas as 119 amostras de
pacientes e 30 amostras de plasma de voluntarios residentes no Estado de Sao
Paulo sem contato prévio com a malaria a fim de se estabelecer o ponto de corte.

Todos os pacientes e responsaveis assinaram termo de consentimento.
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Tabela 1: Distribuicdo do sexo e idade entre os 115 individuos estudados.
Variagao de idade

a0
Sexo Freqiiéncia (%) (anos)

Homens 73,91 6-64

Mulheres 26,09 5-66

Tabela 2: Resultado da gota espessa do total de 112 individuos estudados.

(n°de parasitos/ . i i 501- 10001-
mm?) <1a199 200-300 301-500 10000 100000
Freqiiéncia (%) 15,18 8,03 11,61 63,40 1,78

Tabela 3: Distribuicdo da quantidade de infecgbes anteriores entre 98 individuos
estudados.
Quantidade de
infecgoes
Freqiiéncia de
individuos (%)

0 1-2 3 +3

7,14 36,73 17,35 38,77

3.2. Aspectos éticos

Este é um subprojeto aprovado em 2006 pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FAMERP dentro do projeto “Gendtipos da Proteina Circunsporozoitica de
Plasmodium vivax associados ao Complexo Principal de Histocompatibilidade”

(CEP/FAMERP n° 3784/2006) (Anexo1).

3.3. Analises Laboratoriais
3.3.1. Extragdo do DNA

O DNA foi extraido de sangue total periférico de acordo com Pena e
colaboradores (1991). Resumidamente, a extracdo do DNA das amostras

microscopicamente positivas pela gota espessa como P. vivax e dos doadores,
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seguiu o procedimento: em um tubo de polipropileno contendo 1 mL de solugé&o de
lise 1 (Figura 10) foram adicionados 300 pL de sangue periférico, coletados em tubo
contendo EDTA. Ap6s a homogeneizacao, o tubo foi centrifugado a 6500 fg durante
5 minutos e, em seguida o sobrenadante desprezado. Ent&do, foi adicionado
novamente ao tubo 1 mL de solucao de lise 1, e este homogeneizado até o “pellet”
ser desfeito com posterior repouso por 5 minutos. O tubo foi centrifugado novamente

a 6 500 fg por 5 minutos e o sobrenadante novamente desprezado.

Reagente Concentragao Quantidade
Sacarose 0,32M 10,929
Tris HCI 10mM 1mL
MgCl, 5mM 0,5mL
Triton (Octil Fenol Etoxilato) 1% 100X 1mL
Agua mili-Q q.s.p.100mL

Figura 10: Reagentes utilizados na solucao de lise 1.

Em seguida, o precipitado obtido foi dissolvido em 450 yL de solucao de lise 2
(Figura 11) , 25 pL de SDS (Diodecil Sulfato de Sodio) 10% e 5 yL de proteinase K
(20 mg/mL) e homogeneizado a seguir. Feito isso, a amostra ficou incubada em
banho-maria por 3 horas a 42 °C. Ap6s a incubagdo, novos procedimentos foram
realizados para a desproteinizacdo da amostra. Adicionou-se 500 pyL de fenol ao
tubo, que foi homogeneizado por inversado, seguido da centrifugagdo por 5 minutos a

7 000 fg.
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Reagente Concentragao Quantidade
NaCl 0,075M 2,199
EDTA (pH8,0) 0,02M 20mL

Agua mili-Q - q.s.p. 500mL

Figura 11: Reagentes utilizados no preparo da solugéo de lise 2.

Organizou-se uma segunda série de tubos, para os quais foi transferido o
sobrenadante da primeira série, sendo entdo adicionados 500 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram homogeneizados e submetidos a
nova centrifugagdo por 5 minutos a 7000 fg. Este ultimo procedimento foi repetido
mais uma vez. Para a precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi transferido para
outros tubos contendo 50 uL de KCI 2M gelado, ao qual foram adicionados 500 uL de
etanol também gelado. Os tubos foram invertidos varias vezes até o DNA precipitar,
sendo entdo centrifugados por 30 segundos a 13000 fg. Os sobrenadantes foram
desprezados e aos tubos foram adicionados 200 uL de etanol 70% gelado. Uma
nova centrifugacéo foi efetuada por 30 segundos a 13 000 fg. Cuidadosamente, os
sobrenadantes foram desprezados e os tubos mantidos abertos para secagem por
15 minutos. Por fim o DNA foi hidratado com 100 yL de tampao T.E. (Tris-HCI 10
mM; EDTA 1 mM; Agua Mili-Q g.s.p. 100 mL) sendo posteriormente armazenados a -

20 °C até o momento de uso.
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3.3.2. Genotipagem da CSP das variantes de P. vivax

Foi utilizado um sub-grupo de 86 amostras analisadas em Storti-Melo e
colaboradores (2009), no qual detectou-se infec¢des simples e mistas com os trés
genotipos estudados, exceto para a combinagédo dos genoétipos VK247 com P. vivax-
like. A tabela 4 informa a distribuicdo dos gendétipos da CS do P.vivax incluidos no
estudo.

Tabela 4: Frequencia das variantes nas amostras analisadas.
Presenga da

Variante da CSP variante CSP na Freqiiéncia (%)

amostra (n=86)

VK210 39 45,35

VK247 4 4,65
P.vivax-like 18 20,93

VK210 + VK247 13 15,12
VK210 + P.vivax-like 8 9,30
VK210 + VK247 + P.vivax-like 4 4,65

3.3.3. Identificagdo dos polimorfismos do gene HLA-DRB1

Um subgrupo de 60 amostras de individuos malaricos foi selecionado, tendo
como critério média de trés episddios prévios de infecgéo, para genotipagem do gene
HLA-DRB1 realizada pelo método de PCR-SSP (Micro SSP™ DNA Typing Trays,
One Lambda, Inc, Estados Unidos da América). Resumidamente, na placa fornecida
pelo kit, foi adicionado 1uL de agua mili-Q nos pogos H1, H4, H7 e H10, os quais s&o
os controles de contaminagdo. No DMix, também fornecido pelo fabricante, foi
adicionado 1,5 pyL de Taq polimerase (5U/ yL) e homogeneizado, em seguida, nos

pocos controle de contaminagéo foram adicionados 9 uL dessa mistura.
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Foi adicionado ao DMix ent&o, 29 pyL das amostras de DNA a uma concentragao
de 100ug/ mL e homogeneizado. 10 uL da mistura foram adicionadas em cada pogo,
exceto nos pogos controle. A placa foi vedada com etiqueta adesiva identificando
cada amostra e colocada no termociclador Applied Biosystems Gene Amp PCR
System 9700 com os seguintes ciclos: 1° ciclo de 96'C por 2 minutos e 10 segundos,
seguidos por 1 minuto a 63 C; o 2° ciclo repetido 9 vezes foi de 10 segundos a 96°C
mais 1 minuto a 63°C e um 3° ciclo repetido 20 vezes em 96°C por 10 segundos,
59°C por 50 segundos e 72°C por 30 segundos. O ultimo ciclo foi de 4°C infinito. Os
resultados da PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% corados com brometo

de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

3.3.4. Avaliagao Sorolégica da AMA-1

A analise da resposta sorolégica foi realizada por teste imunoenzimatico,
ELISA, para pesquisa de anticorpos IgG contra o Antigeno-1 de Membrana Apical de
P. vivax (PvAMA1), segundo Rodrigues e et al., (2005). A sintese dos peptideos e as
analises foram realizadas sob a colaboracdo da Profa. Dra. Irene Soares na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP-SP. Resumidamente, a avaliagao foi
da seguinte forma: a principio, o gene pvama-1 foi clonado e seqienciado. Em
seguida, a proteina Hiss — AMA1 foi expressa em Escherichia coli. Os corpos de
inclusao foram solubilizados a partir do sedimento contendo as bactérias lisadas, de
acordo com Saini e colaboradores (2002). A proteina Hisg -AMA1 foi purificada para
ser utilizada na sensibilizagdo das placas de ELISA. As microplacas para ELISA, 96-
pocos, foram sensibilizadas overnight em temperatura ambiente com 200ng/pog¢o da

proteina recombinante Hiss ~-AMA1. As placas foram lavadas com tamp&o PBS +
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0,05% Tween 20 e posteriormente, bloqueadas com solugcéo bloqueadora (5% de
leite desnatado em PBS) por 2 horas a 37°C. Apds a lavagem das placas com PBS-
Tween 20, as amostras foram diluidas na concentragdo de 1:100 em solugdo de
PBS/1.5% leite desnatado e 50 mL de cada amostra foi adicionado em duplicata a
cada poco. Apds incubacédo de 2 horas a temperatura ambiente as placas foram
lavadas com PBS-0,05% Tween 20 e adicionados 50 mL da solugdo de anti-IgG
humano conjugado com peroxidase na diluigdo de 1:10000 (Sigma) em cada pogo. A
reacdo enzimatica se deu através da adicdo de 1 mg/mL de dihidroclorido de
fenilenodiamina (OPD) (Sigma) diluido em tampéao citrato-fosfato, pH 5,0 contendo
0,03% de peréxido de hidrogénio e foi interrompida pela adicdo de 50 uyl de 4 N
H,SO4. A densidade O6ptica foi obtida em leitor de ELISA (SLT SPECTRA, SLT
Labinstruments, Austria) a 492 nm. O ponto de corte foi obtido através da média da
densidade Ooptica (DO) de 30 amostras de individuos doadores de sangue
provenientes do Estado de Sdo Paulo que nunca tiveram contato prévio com malaria,
acrescida de trés desvios padrdo. Os resultados foram expressos como indice de
reatividade (IR), o qual foi calculado dividindo-se a DO da amostra teste pelo valor de

ponto de corte. Valores do IR > 1,0 foram considerados como positivos.

3.4. Andlises Estatisticas

Foram realizadas analises utilizando o software de estatistica R versao 2.4
(Copyright 2006 The R Foundation For Statistical Computing ISBN 3-900051-07-0).
Para obtencdo de independéncia entre as proporgdes foi aplicado o teste exato de
Fisher e alternativamente o teste do qui-quadrado com nivel de significancia para o

valor de p< 0,05 (BEIGUELMAN, 1994).
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4. Resultados

4.1. Freqliéncia dos alelos do gene HLA-DRB1 nas amostras analisadas

Como sumarizado na tabela 5, no total de amostras de DNA estudadas
(n=89), verificou-se a presenca de 13 alelos do gene HLA-DRB1 nos individuos
provenientes da regido Norte do Brasil. Entre estes, o alelo HLA-DRB1*04 (0,174) foi
o mais freqUente seguidos pelos alelos HLA-DRB1*08 (0,129) e DRB1*13 (0,112).
Os alelos menos frequentes foram os HLA-DRB1*09 e DRB1*12.

Na extratificagdo por grupos malaricos e ndo malaricos, observou-se que 0s
alelos HLA-DRB1*04 (0,192), DRB1*07 (0,142) e DRB1*08 (0,125) foram os mais
freqlentes no grupo de malaricos, enquanto que os menos freqlentes neste grupo
foram os alelos HLA-DRB1*12 (0,008), DRB1*16 (0,033), DRB1*10 e DRB1*15
(0,042). No grupo nao-malaricos, os alelos mais observados foram HLA-DRB1*04,
DRB1*08, DRB1*13 (0,138) e DRB1*03 (0,103), enquanto que os alelos HLA-
DRB1*07, DRB1*12 (0,017), DRB1*09 e DRB1*11 (0,034) foram os menos
frequentes. O alelo HLA-DRB1*09 esteve presente somente no grupo controle (n&o-
malaricos). Houve diferenga estatistica entre as frequencias observadas para o alelo

HLA-DRB1*07 entre os dois grupos estudados (Teste Qui-quadrado, p=0,0206).
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Tabela 5: Frequéncia alélica do gene HLA-DRB1 nos individuos malaricos e nao-
malaricos provenientes da Amazonia brasileira.

HLA-DRB1* Freqiiéncia Freqiiéncia alélica AN £EL
" " no grupo nao-
alélica Total no grupo malaricos . .
(n=89) (n=60) malaricos
(n=29)
01 0,079 0,083 0,069
03 0,101 0,100 0,103
04 0,174 0,192 0,138
07" 0,101 0,142 0,017
08 0,129 0,125 0,138
09 0,011 0,000 0,034
10 0,045 0,042 0,052
11 0,051 0,058 0,034
12 0,011 0,008 0,017
13 0,112 0,100 0,138
14 0,079 0,075 0,086
15 0,056 0,042 0,086
16 0,051 0,033 0,086

* Teste Qui-quadrado, p=0,0206.

As frequéncias alélicas do gene HLA-DRB1, do grupo malaricos, foram
associadas as infecgcbes simples causadas pelos gendtipos da CS de P. vivax.
Dentre os individuos com infeccao pelo gendtipo VK210 (n= 32), o alelo HLA-
DRB1*07 (0,172) foi o mais observado, enquanto que os alelos HLA-DRB1*15 e
HLA-DRB1*16 foram os menos frequentes (0,017) e o alelo HLA-DRB1*12 n&o foi

detectado. Nas infecgbes pelo gendtipo VK247 (n=3), pode-se verificar uma
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distribuicdo idéntica (0,167) para os alelos HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*07, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*15. Nos individuos com
infeccao simples pelo P.vivax-like (n=8) o alelo HLA-DRB1*04 foi o mais frequente
(0,187) e os alelos HLA-DRB1*12 e HLA-DRB1*13 ndo foram detectados. A
associacao dos alelos e as infecgdes mistas ndo forneceram informacdes relevantes.
N&o houve nenhuma relagéo significante entre a associacdo da presenca destes
alelos do gene HLA-DRB1 e a infeccédo pelos gendtipos da CS de P.vivax (teste

exato de Fisher, p>0,05).

4.2. Resposta imunolégica de anticorpos IgG contra o AMA-1 na Amazodnia
Brasileira.

O IR, indice de reatividade, é dado pelo valor da densidade 6ptica da amostra
teste, em comprimento de onda de 492 nm (OD4gy), dividido pelo valor do ponto de
corte. Os valores de IR>1 sdo considerados positivos e IR=210 altamente responsivos.
Foram analisadas 119 amostras de plasma de individuos malaricos para a presenca
de anticorpos IgG contra AMA-1 e como apresentado na tabela 6, observou-se
resposta para esse peptideo em 89,08% das amostras, sendo que 15,13%
apresentaram IR = 10 e 10,92% nao obtiveram resposta frente a esse peptideo;
IR<1.

Tabela 6: Freqiéncia e nivel de anticorpos IgG para AMA-1 no soro de individuos
infectados da regiao Norte do Brasil.

<1 21e<10 210
n=13 n=88 n=18

Freqiiéncia (%) 10,92 73,95 15,13

Média 0,48 6,82 10,12
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Os dados mostraram uma associagéo positiva significativa entre o nivel de
anticorpos e a quantidade de episédios anteriores de malaria (Teste Exato de Fisher,
p<0,05; Figura15). Dentre os individuos que apresentaram IR=10 a maioria (81,25%)
teve pelo menos trés episddios prévios de malaria, enquanto 12,50% tiveram de 1 a
2 episbddios anteriores e 6,25% estavam em sua primeira infecgdo. Dos individuos
com IR 21 e <10 foram observados em 54,79% destes trés ou mais episodios de
malaria. No entanto, em 41,10%, apresentaram de um a dois episodios anteriores e
4,11% estavam em sua primeira infeccéo. Entre os individuos que nao responderam
(IR<1), 22,22% tiveram trés ou mais episddios de malaria, 44,44%, um ou dois

episodios e 33,33% eram primo-infectados.
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Figura 12: Frequéncia de resposta a AMA-1 de acordo com o nivel anticorpos e

quantidade de episdédios de malaria anteriores. (Teste exato de Fisher, p<0,05).
Associacdo entre a resposta de anticorpos contra AMA-1 e infeccdes

causadas pelos gendtipos CS de P. vivax foi analisada em um sub-grupo de 86

amostras (Tabela 7). Nao foram observadas associagdes significativas na freqiiéncia
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de respondedores entre os diferentes gendtipos da CS detectados, exceto para
infeccdes simples pelo gendtipo VK210 e individuos com IR=10 (30,77%; p = 0,037 -
teste Exato de Fisher).

Tabela 7: Frequéncia (%) de resposta de anticorpos contra o AMA1 em individuos
infectados pelos gendtipos de P.vivax.

1+2 1+3 1+2+3

<1 25,00 5,5 - 12,50 25,00
21e <10 61,54 7500 94,46 92,31 62,50 50,00
210 30,77* = - 7,69 25,00 25,00

1: P.vivax (VK210); 2: P.vivax (VK247); 3: P.vivax-like.
* Teste Exato de Fisher, p=0,037).

4.3. Associagao entre a resposta de anticorpos contra AMA-1 e a presencga dos
alelos HLA-DRB1.

A frequéncia alélica dos polimorfismos do HLA-DRB1 dos individuos malaricos
foi comparada com niveis de anticorpos IgG contra AMA-1(Tabela 8). Nos individuos
que apresentaram IR210, os alelos mais frequentes foram HLA-DRB1*03, HLA-
DRB1*07 e HLA-DRB1*13 (0,182), enquanto os com menor freqiéncia foram HLA-
DRB1*01, HLA-DRB1*10 e HLA-DRB1*11 (0,045), sendo que o HLA-DRB1*12, HLA-
DRB1*15 e HLA-DRB1*16 estavam ausentes neste grupo de individuos. Entre os
individuos com IR 21 e <10 os alelos mais frequentes foram HLA-DRB1*04 (0,186),
HLA-DRB1*07 (0,151) e HLA-DRB1*08 (0,128), enquanto que os menos freqlentes
foram os alelos HLA-DRB1*12 (0,012), HLA-DRB1*10, HLA-DRB1*15 e HLA-
DRB1*16 (0,047). Entre os individuos que nao desenvolveram resposta de

anticorpos, os alelos mais frequentes foram HLA-DRB1*04 (0,333), seguido pelos
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alelos HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*03 e HLA-DRB1*08 (0,167). Menores freqliéncias
foram observadas para HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*15, que apresentaram
freqliéncia alélica de 0,083. Ademais, os alelos HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*10, HLA-
DRB1*11, HLA-DRB1*12, HLA-DRB1*14 e HAL-DRB1*16 ndo estavam presentes
neste grupo. Nenhuma associacao significante foi observada entre a presenca dos
alelos do gene HLA-DRB1 e a reposta IgG contra o AMA-1(Teste Exato de Fisher,
p>0,05).

Tabela 8: Frequéncia alélica do gene HLA-DRB1 com a resposta para por¢éao Hisg —
AMA1.

HLA-DRB1* 1<IR<10 IR210
(n=12) (n=86) (n=22)
01

0,167 0,081 0,045
03 0,167 0,070 0,182
04 0,333 0,186 0,136
07 - 0,151 0,182
08 0,167 0,128 0,091
10 - 0,047 0,045
11 - 0,070 0,045
12 - 0,012 -
13 0,083 0,081 0,182
14 - 0,081 0,091
15 0,083 0,047 -
16 - 0,047 -

Teste Exato de Fisher, p>0,05.
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5. Discusséao

Apesar de diversas tentativas de controle, a malaria ainda continua sendo
uma doenga com alta prevaléncia e elevado indice de mortalidade (COWMAN &
CRABB, 2006), resultando em um milhdo de mortes no mundo a cada ano (CDC,
2009). No Brasil ja foram registrados cerca de 600 mil casos, mas hoje esse quadro
vem mudando, os casos notificados estao diminuindo, isso devido a intervengdes do
governo no combate e prevencdo a esta doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A
malaria causada pelo P. vivax é responsavel por cerca de 80% dos casos brasileiros,
e o0s genotipos da CS deste parasito foram detectados tanto em infecgbes simples
quanto mistas (STORTI-MELO, et al., 2009). Embora a infecgéo por esta espécie
dificilmente acarrete a morte do paciente, ela causa morbidade e perdas socio-
econdmicas relevantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de criar uma
vacina contra a malaria. Das proteinas estudadas, os antigenos localizados em
organelas apicais do merozoito tém sido caracterizados como alvos para protec¢ao ou
como candidatos a vacina (MILLER et al., 2002). Dentre as varias proteinas do
estagio sangiineo, a AMA-1 é considerada um importante antigeno candidato
(WATERS et al., 1990; HEHL et al., 2000; GAFFAR et al., 2004). A PvAMA-1, nas
cepas circulantes no Brasil, é extremamente conservada e, por seu limitado
polimorfismo, mostra-se imunogénica, sendo capaz de induzir alta resposta de
anticorpos durante a infeccédo natural (SOARES et al.,, 1999; RODRIGUES et al.,

2005; MORAIS et al., 2006). Além disso, especula-se que a presenca de anticorpos
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contra AMA-1 em individuos tratados profilaticamente, pode extinguir o parasito
antes de sua detec¢do na gota espessa (MORAIS et al., 2006).

Nao apenas os antigenos expostos pelo parasito s&o capazes de modular a
resposta de anticorpos, mas também as caracteristicas do sistema imunoldgico do
hospedeiro. Com isso, diversos estudos tém demonstrado que as moléculas do HLA
podem ser capazes de modular a resposta que o individuo ira desenvolver frente a
um microrganismo (PATARROYO et al., 1991; STEPHENS et al., 1995; NARDIN et
al., 2000; NARDIN et al., 2001; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004). No estudo
proposto, avaliou-se a relagéo entre a resposta de anticorpos contra o AMA-1, nas
infeccbes causadas pelas variantes do P. vivax e, os polimorfismos do gene HLA-
DRB1 em populagdes endémicas da Amazdnia brasileira.

Nossos resultados evidenciam que os alelos HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*08 e
HLA-DRB1*13 sao os mais prevalentes nesta populagcao. A freqiiéncia destacada do
alelo HLA-DRB1*04 neste trabalho, esta de acordo com dois estudos prévios em
populagées amerindias (SALZANO, 2002; PAROLIN & CARNESE, 2009), nos quais
este alelo foi mais comum entre amerindios da América do Sul. Além disso, a alta
freqiéncia observada tanto no grupo de individuos malaricos quanto nos néao-
malaricos evidencia que este alelo ndo estd relacionado a susceptibilidade ou
protecao a infecgédo por P. vivax. Sua alta freqiéncia é caracteristica de populac¢des
amerindias da América do Sul (SALZANO, 2002; PAROLIN & CARNESE, 2009) e,
este fato reflete a influéncia deste grupo étnico no processo de miscigenagéo da
populacgéo brasileira, especialmente na regido Norte do pais (ZAGO, 2000).

Em 2004, Oliveira-Ferreira e colaboradores sugeriram que o alelo HLA-

DRB1*07 estava relacionado ao perfil de auséncia de resposta de anticorpos para a
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porcao repetitiva da CSP na VK210 e, que o alelo HLA-DRB*16 estava relacionado
ao perfil de bom respondedor para a seqiéncia repetitiva da CSP de VK247.
Interessantemente, nosso estudo mostra que o alelo HLA-DRB1*07 foi um dos mais
frequentes (0,172) entre os individuos com infecgéo simples pela VK210, e entre os
individuos infectados pela variante VK247, o alelo HLA-DRB1*16 esteve ausente.
Apesar de ndo termos encontrado associagao significativa entre as frequéncias
alélicas do HLA e os gendtipos da CS de P. vivax, esta foi observada entre os grupos
malaricos e nao malaricos. Portanto, podemos pensar que a maior freqiéncia
observada do alelo HLA-DRB1*07 entre os individuos malaricos possa sugerir uma
susceptibilidade as infec¢des pela VK210 nos individuos que expressam esse alelo
e, esse fato, talvez represente um dos fatores que tenham favorecido a ampla
distribuicdo dessa variante na regidao Norte do Brasil. Ademais, estudos prévios com
vacinas virais (DESOMBERE et al., 1998; POLLAND, 1999; GELDER et al., 2002) e
ensaios de vacinagdo com a CSP de P. falciparum (NARDIM et al., 2000)
evidenciaram que a expressdo do alelo HLA-DRB1*07 esta relacionada a falha no
desenvolvimento de resposta imunolégica. Embora, nossos resultados apontem para
uma relacéo importante entre o alelo HLA-DRB1*07 e a malaria vivax na Amazdnia
brasileira, essas inferéncias necessitam de maiores investigagdes. Além disso, novos
estudos avaliando esse perfil frente as variantes da CS devem ser realizados, em
virtude do tamanho amostral limitado deste trabalho para os demais gendétipos.

Ja foi demonstrado que os niveis de anticorpos contra peptideos PvAMA-1
estdo relacionados a intensidade de exposicdo em areas com baixa a moderada
transmiss&do de malaria no Brasil (MORAIS et al., 2006), e ainda que o PvAMA-1 é

fortemente imunogénico em todos os individuos expostos a multiplos episédios de
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infeccdo (RODRIGUES et al., 2005). Aléem disso, estudo recente, com individuos
infectados pelo P. falciparum, demonstrou que a resposta de anticorpos IgG1 contra
o PfAMA-1 esta associada a baixa incidéncia de malaria clinica no Oeste da Africa
(NEBIE et al.,, 2008). Por outro lado, um estudo com criangas africanas, nao
encontrou evidéncias da associacao entre os niveis de anticorpos IgG contra o
PfAMA-1 e a incidéncia de malaria (DODOO et al., 2008). A analise da resposta
imunolégica para os trés dominios (DI, DIl e DIll) do PfAMA-1, evidenciou titulos de
anticorpos igualmente altos em teste de ELISA para todos eles. Entretanto, somente
anticorpos desenvolvidos por coelhos imunizados com um construto incluindo os
dominios DI+DIl puderam significantemente inibir o crescimento do parasito in vitro
(TALITHA et al., 2004). Este resultado mostra ser bastante claro que o AMA-1 € um
antigeno altamente imunogénico, tanto para o P. vivax (RODRIGUES, et al., 2005;
MORAIS et al., 2006), quanto para o P. falciparum (TALITHA et al., 2004; NEBIE et
al., 2008), porém ainda ndo se sabe qual o nivel de anticorpos necessario para
proteger o individuo da malaria.

Em nosso estudo, 89,08% dos individuos vivendo em area endémica para
malaria desenvolveram algum nivel de reposta IgG contra o AMA-1, e desse grupo,
15,13% desenvolveram resposta de anticorpos em altos niveis contra o peptideo
estudado, IR 210. A resposta de anticorpos foi crescente de acordo com o aumento
da exposicdo ao parasito, corroborando com dados descritos previamente na
literatura (RODRIGUES et al., 2005; MORAIS et al., 2006). Quando comparamos o
nivel de resposta desenvolvida frente ao AMA-1 com a variante da CS a qual o
individuo foi infectado, observamos que independente da variante, ou ainda do tipo

de infecgéo (simples ou mista), uma alta freqiiéncia de respondedores ao antigeno.
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Entretanto, nas infec¢des simples pela variante VK210 observou-se uma significativa
maior reposta de anticorpos em altos niveis (p=0,037) em relacdo as demais
infecgbes; tanto nas infecgbes simples pelas variantes VK247 e P. vivax-like, quanto
nas diferentes infecgbes mistas. Um fato a ser considerado é que a VK210 é a forma
classica e mais prevalente na Amazoénia brasileira e, portanto, os individuos podem
estar mais expostos a esta variante (STORTI-MELO, et al., 2009),0 que explicaria os
altos niveis de resposta nas infec¢des por esta variante.

Diversos trabalhos tém investigado a predisposi¢éo ou a influéncia do HLA na
patogénese de doencas infecciosas. Estudos populacionais tém sugerido associagcao
dos antigenos HLA com a susceptibilidade ou resisténcia a lepra (TODD, et al.,
1990), leishmaniose  tegumentar (PETZL-ERLER et a, 1991) e
hepatoesplenomegalia na esquistossomose (ASSAAD-KHALIL et al.,, 1993). Os
primeiros relatos da associagéo do polimorfismo do HLA com a resposta imunolégica
a malaria foram em 1991, onde Hill e colaboradores observaram que em criangas do
oeste africano os alelos HLA-Bw53, HLA-DRB1*1302 e HLA-DQB1*0501 estavam
associados a protecao contra malaria grave por P. falciparum. Posteriormente, Banic
e colaboradores (2002), relataram um predominio de resposta positiva para o
peptideo Nt47 de P. falciparum entre individuos portadores do HLA-DR4, entretanto
nao foi observada nenhuma associacéo entre os alelos HLA-DQB1. Recentemente,
observou-se que individuos africanos portadores do gene HLA-DRB1*1201,
desenvolviam maior nivel de anticorpos contra AMA-1 para a cepa 7G8 de P.
falciparum. Essa associacao esteve relacionada ao nivel, mas ndo a taxa de
aquisicdo de anticorpos anti-AMA-1 (JOHNSON et al, 2004). Apesar das

associacoes prévias descritas para P. falciparum, nossos dados ndo mostraram que
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os alelos HLA-DRB1 influenciem na aquisi¢ao de resposta e nem mesmo nos niveis
de anticorpos contra AMA-1 de P. vivax. No entanto, devemos lembrar que a
molécula de AMA-1 é caracterizada como altamente imunogénica (RODRIGUES et
al., 2005; MORAIS et al., 2006), sendo reconhecida por quase 90% dos individuos
infectados, esse fato dificulta a identificacdo de uma possivel associacao dos alelos
HLA e aquisi¢do de anticorpos anti-AMA-1. A falta de associagdo observada nesse
estudo pode realmente ser devido a auséncia de modulagdo do HLA-DRB1 na
resposta humoral contra esse peptideo, mas devemos levar em consideracado a
casuistica reduzida deste trabalho. Finalmente, estudos futuros incluindo populagdes
primo-infectadas e ainda ensaios funcionais da interacao desses antigenos poderiam
trazer esclarecimentos importantes para os ensaios de vacinagdo incluindo essa

proteina.
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6.CONCLUSAO

Nas amostras estudadas:
- O gene HLA-DRB1 apresenta uma distribuicao heterogenia na populagéo estudada,
evidenciando uma contribui¢ao caracteristica de descendéncia amerindia.
- As variantes da proteina CS de P.vivax parecem nao influenciar no
desenvolvimento de anticorpos, pelo hospedeiro, contra a AMA-1.
- Nao ha evidéncias de que os polimorfismos do gene HLA-DRB1 interfiram no
desenvolvimento de reposta de anticorpos contra o AMA-1 na malaria vivax na

AmazoOnia brasileira.
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