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RESUMO

Uma das caracteristicas da maioria dos antigenos de estagios extracelulares dos plasmoédios €
a presenca de regides repetitivas contendo epitopos imunodominantes. As duas proteinas de
superficie de merozoitos de Plasmodium falciparum candidatas a vacina, MSP-1 ¢ MSP-2,
representam exemplos desses antigenos. Em regides de elevada endemicidade, a diversidade
genética dessas proteinas tem sido descrita como fator limitante para a rdpida aquisicao de
imunidade protetora, além de ter implicacdes no desenvolvimento e eficiéncia de vacinas.
Entretanto, este tema tem sido pouco abordado em regides de transmissao instavel como as
areas endémicas brasileiras. No presente estudo, avaliou-se a distribuicdo de subclasses de
IgG anti-MSP-1 e anti-MSP-2 em individuos provenientes de duas regides endémicas na
Amazodnia brasileira, correlacionando-a a diversidade genética apresentada pelos isolados
naturais de P. falciparum. Em individuos provenientes de um estudo seccional conduzido no
Garimpo Satélite (Apiacas-MT), niveis similares de subclasses de IgG que reconhecem o
bloco 17 conservado (PfMSP-1,9) e o bloco 2 polimoérfico (familias alélicas MAD20, K1 e
RO33) da MSP-1 foram observados, independente da expressdo clinica da doenca
(sintomaticas ou assintomaticas). A associagdo entre o perfil de anticorpos anti-MSP-1
(blocos 2 e 17) e o tempo de exposi¢do em area endémica ndo foi observada entre os grupos
de individuos avaliados. Sete diferentes haplotipos relacionados ao bloco 2 foram detectados
entre os isolados naturais de P. falciparum seqiienciados, sugerindo uma limitada diversidade
genética entre as populacdes de parasito circulantes na regido. O perfil da resposta de
subclasses anti-MSP2 também foi investigado. E interessante observar que uma caracteristica
marcante da resposta humoral observada para antigenos que integram a por¢ao polimorfica da
MSP-2 (bloco 3/ familias alélicas FC27 e 3D7) foi a polarizagdo para IgG3, também
observada para antigenos do bloco 2 da MSP-1. Essa polarizagdo parece associar-se a
caracteristicas inerentes aos epitopos imunogénicos, sendo pouco influenciada pelo grau de
exposicao a malaria (tempo de exposicao em area endémica), idade e presenca de infeccao
patente por P. falciparum. Outra observacao interessante diz respeito a auséncia de associagao
entre a familia alélica infectante e a resposta de subclasses especificas. Uma provavel
explicagdo para este fato ¢ a ocorréncia do fendmeno imunoldgico denominado “clonal
imprinting” (ou impressdo clonal) no qual espera-se que freqlientes reinfecgdes com
populagdes geneticamente distintas de parasitos induzam um aumento nos niveis de

anticorpos preexistentes, mas ndo a producao de anticorpos com novas especificidades. Essa
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hipotese foi testada em um estudo longitudinal conduzido entre 35 individuos residentes em
uma comunidade rural do estado do Acre (Ramal do Granada-Acrelandia) por um periodo de
15 meses. A deteccdo dos niveis de anticorpos anti-MSP-2 antes, durante e/ou apds a
exposicao de cada individuo aos parasitos locais foi avaliada durante o seguimento. No ponto
inicial do estudo, 16 individuos nao infectados mas, reportando episdédios passados de
maléria, falharam em reconhecer trés diferentes variantes antigénicas que integram a familia
alélica 3D7. Entretanto, durante a infecgdo com parasitos 3D7, seis individuos passaram a
apresentar anticorpos familia-especificos, o que contraria a idéia de ocorréncia de impressao
clonal. Além disso, antigenos que representam a familia alélica FC27 foram
predominantemente reconhecidos na linha de base do estudo (n=356), havendo expressiva
reatividade cruzada de anticorpos variante-especificos que integram essa familia. Ao contrario
do observado para a familia 3D7, os anticorpos anti-FC27 permaneceram estaveis durante o
seguimento, sugerindo uma produ¢do dependente de células T e, portanto, com inducdo de
memoria imunologica. Entretanto, esses anticorpos especificos ndo protegeram os individuos
de uma nova infec¢do por parasitos homologos. Nossos estudos apontam para a real
necessidade de se pesquisar a reposta imune contra antigenos polimoérficos candidatos a

vacina antimaldrica em diferentes realidades epidemiologicas.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA
1.1- A Malaria: um problema global de saude publica

A maléria humana pode ser causada por quatro espécies de plasmodios: o Plasmodium
falciparum, o Plasmodium vivax, o Plasmodium malariae € o Plasmodium ovale. Conhecida
popularmente como maleita, febre intermitente, paludismo, impaludismo, febre ter¢a ou febre
quartd, a doenga ocorre de forma endémica nas regides tropicais e subtropicais do globo, onde
constitui um dos maiores problemas de saude publica. Durante o século XX, campanhas de
controle permitiram uma reducao de 50% na sua distribui¢do global, mas aproximadamente 3
bilhdes de pessoas (cerca da metade da populacdo mundial) ainda habitam areas de risco para
a doenca (Hay et al., 2004). Esse nimero mostra-se superior a qualquer outro periodo da
histéria, em particular devido ao crescimento desordenado da populagdao humana (Hay ef al.,
2005).

Segundo estimativas recentes, em 2001 ocorreram aproximadamente 400 milhdes de
casos clinicos de malaria no mundo; 80% restringiram-se ao continente africano, onde cerca
de 1,1 milhdes de pessoas sucumbiram ao 6bito (Hay et al., 2004). Em sua maioria, os Obitos
ocorreram entre criangcas menores de 5 anos e mulheres gravidas. Os demais casos (20%)
foram distribuidos entre o Sudeste Asidtico, a América Latina e a Oceania (Figura 1). A
transmissdo da doenca ndo ocorre de forma homogénea, havendo regides com menor (regides
hipo-mesoendémicas) e maior (hiper-holoendémicas) risco de infeccao (Figura 1).

Haja vista o crescente nimero de casos da doenca registrados até meados dos anos 90,
sobretudo nos paises da Africa Subsaariana, em 1998 a OMS, em alian¢a com o Programa de
Desenvolvimento das Nagdes Unidas (UNDP), com o Fundo das Nagdes Unidas para a
Infancia (UNICEF) e com o Banco Mundial, langou um programa global de combate a
maléria, o Roll Back Malaria (RBM). Com o objetivo ambicioso de reduzir a morbidade ¢ a
mortalidade causada pela malaria em 50% até o ano 2010, a OMS conta com o engajamento
solido dos setores de satude, entidades governamentais e ndo governamentais, instituicdes de
pesquisa, organizagdes privadas e comunidades afetadas. Dessa forma, busca-se o rapido
acesso do individuo ao tratamento, principalmente criangas ¢ mulheres gravidas, além de
estratégias que dificultem o contato entre o vetor e hospedeiro vertebrado, como o uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas residuais (RBM, 2002).

Embora em algumas regides a negligéncia, por parte dos governos atuais, cause a

deterioragdo das operacdes de prevencdo e controle da doenga, permitindo o reaparecimento
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da doenga em locais onde a mesma ja havia sido considerada erradicada, (como na Coréia e
no Tajiquistdo), bons resultados vém sendo alcangados desde a implantagdo do RBM (WHO,

2000).

.~ Endemicidade % 7
: B Regides Holoendémicas &
1 Regides Hiperendémicas

[ Regites Mesoendémicas

[ Regides Hipoendémicas

[_1Regides Ndo Endémicas (WHO, 2005)

Figura 1: Distribui¢cdo geogrdfica e endemicidade da maldria no mundo. Fonte: WHO (2005).

Considerada um dos maiores flagelos da humanidade devido, sobretudo, as alarmantes
taxas de morbi-mortalidade, a maldria constitui também um sério obstidculo para o
desenvolvimento econdmico das nagdes onde ocorre (Saches & Malaney, 2002). Assim, a
elevada ocorréncia de malaria importada observada nos ultimos anos tem posto em alerta
autoridades governamentais em muitos paises desenvolvidos (WHO, 2000).

Dentre as espécies de plasmddios capazes de infectar o homem, o P. falciparum e o P.
vivax sao as mais comuns. Contudo, enquanto o P. vivax ¢ raramente fatal, o P. falciparum ¢
altamente virulento, sendo capaz de causar a forma grave da doenca. Esta espécie € associada
a mais de 95% dos Obitos por maldria registrados anualmente em todo o mundo (WHO,
2005). Segundo estimativas recentes, no ano de 2005 cerca de 3,5 bilhdes de pessoas
habitavam zonas de risco para essa espécie (Figura 2). Surpreendentemente, 75% deste total
residiam em apenas dez paises endémicos (Guerra et al., 2006).

Diante das estimativas alarmantes relativas a distribui¢do da maléaria no mundo, os
chamados mapas de risco tornaram-se essenciais por permitirem uma melhor e mais rapida
articulagdo das estratégias preconizadas para combate a doenga. Até recentemente, os limites
espaciais das areas de risco de malaria ndo se encontravam definidos e compreendidos, sendo

delineados somente a partir do ano de 2002, com base em informag¢des disponibilizadas pela
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OMS (Hay et al., 2004). Contudo, detalhes de como esses limites foram construidos ndo estao
claros. Recentemente, estudos minuciosos reunindo caracteristicas epidemioldgicas,
geograficas e demograficas da malaria e da populagdo humana t€m permitido tracar
interessantes perfis da distribui¢do de P. falciparum e P. vivax em todo o mundo (Snow ef al.,
2005; Guerra et al.; 2006). Esses estudos permitiram estimar, em 2002, cerca de 515 (300-
660) milhdes de casos clinicos de malarias atribuidos ao P. falciparum em todo mundo. Além
disso, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas encontravam-se sob risco de infec¢do. Essas pesquisas
sugerem, ainda, que 70% do total dos casos distribuiram-se entre os paises da Africa; 25%
entre a populagdo do leste asidtico e 5% nas demais regides endémicas do globo (Snow et al.,
2005). Se esses dados estiverem corretos, a distribuicao global dessa espécie, baseada nas
informacodes cedidas pela OMS, encontra-se subestimada, sendo, pelo menos, um terco maior
que o previamente proposto para as regides fora do continente africano. Para o Brasil, a

estimativa de casos ¢ trés vezes maior que aquela proposta pela OMS (Snow et al., 2005).
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Figura 2: Distribuigdo global do P. falciparum (Snow et al., 2005)

1.2-A malaria no Brasil: passado e presente

No Brasil, a malaria alcangcou seu auge no inicio do século XX, quando todo o
territério nacional encontrava-se acometido pela doenca. Nessa época, a doenga se firmou
como um dos mais importantes agravos a satude (Camargo, 2003).

Historicamente, grandes surtos epidémicos da doenca foram registrados na area

endémica brasileira. A primeira grande epidemia, ocorrida no final do século XIX, deu-se em
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funcao da migragdo macica de individuos nordestinos para a Amazdnia, atraidos pelo sonho
de riqueza imediata durante o “Império” da borracha. Naquela época, o Brasil comprometeu-
se em construir a estrada de Ferro Madeira-Mamor¢ (mais tarde conhecida como “Ferrovia do
Diabo”) com a finalidade de dar vazdo a estrondosa produgdo de latex produzido na Bolivia.
Durante a construcao dessa ferrovia que ligaria as cidades de Santo Antonio a Guajarad-Mirim,
em Rondonia, explodiu a segunda grande epidemia brasileira de maléria, durante a qual
milhares de pessoas contrairam a infec¢ao e chegaram ao 6bito (Camargo, 2003).

Outro grande surto ocorreu nos anos 30, quando o Anopheles gambiae, principal vetor
da maléria humana no continente africano, foi introduzido no Brasil, mais precisamente no
estado do Rio Grande do Norte. Em apenas dois anos apds sua introdu¢do, o numero de casos
de malaria aumentou 12 vezes naquele estado, alcancando a dimensdo de 10 mil casos em
uma populacdo de cerca de 12 mil habitantes. No final da década de 30, o mosquito havia
invadido também outras regides nordestinas. Com uma intensiva ag¢do de controle
proporcionada pelos servigos de satde, baseada principalmente na eliminacdo de criadouros
com aplicagdes de larvicidas, o An gambiae foi considerado erradicado do Brasil na década de
40. Esse ¢ o unico exemplo de sucesso, em cardter mundial, de erradicacdo de um vetor
nocivo. Cabe ressaltar, contudo, que alguns fatores contribuiram para que esse sucesso fosse
alcancado, como o fato de se tratar de uma espécie importada ainda nao adaptada e, portanto,
vulnerdvel as agdes de controle estabelecidas (Camargo, 2003).

Apods a segunda Guerra Mundial, com o surgimento de inseticidas de agdo residual
(DDT) e com base nos conhecimentos adquiridos sobre o comportamento dos mosquitos
vetores, os quais apresentavam atividade no interior dos domicilios repousando sobre as
paredes apoOs o repasto sanguineo, a OMS langou, em 1957, as bases para a Campanha de
Erradicacdo da Malaria. Essa campanha teve como pilares o uso de inseticidas de agdo
residual, o tratamento dos individuos acometidos ¢ a melhoria das condi¢Ges sanitarias. Como
conseqiiéncia, em meados dos anos 70, observou-se um acentuado declinio no nimero de
casos em muitos paises da Europa e em outros paises, como o Brasil, onde a malaria tornou-se
pontual, sendo sucumbida a Amazonia Legal (CENEP/FUNASA/MS, 1999; Camargo, 2003).
Dentre as varias razdes de ordem social e ambiental que podem explicar o carater geografico
restrito da doenga no Brasil, merecem destaque as caracteristicas climatico-ambientais e as
formas de vida da populagdo, as quais dificultam que medidas tradicionais de controle, como
o uso de inseticidas de acdo residual e de protecdo individual contra o mosquito vetor, sejam

eficazes nessas regides (MacGreevy, 1989).
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A partir de 1970 a prevaléncia de maldria na Amazonia Legal voltou a aumentar,
ultrapassando os 50.000 casos registrados naquele ano e atingindo mais de 630.000 em 1999
(Ministério da Satde, MS, 2000). Dentre as varias razdes que contribuiram para essa tragédia
social podem ser destacados os incentivos as atividades economicas locais, que incluem a
agricultura, as atividades profissionais ligadas aos desmatamentos, a constru¢do de estradas, a
extracdo de madeira e a mineragdao ao longo das margens da floresta, influenciando o padrao
de migracao humana. Esse aumento na prevaléncia da doenca também pode ser atribuido a
selecdo de cepas de parasitos, principalmente de P. falciparum, resistentes a drogas
antimalaricas. Casos de resisténcia a cloroquina vém sendo verificados desde a década de 60 e
70, na América Latina, e desde a década de 80 em varias regides do sudeste asiatico. Hoje, no
Brasil, a resisténcia do P. falciparum a cloroquina ¢ de 100% (Alecrim et al., 1982; Marques
et al., 1993). Além disso, casos de P. vivax resistente a cloroquina e a mefloquina ja foram
relatados na regido Amazonica (Alecrim et al., 1999).

Atualmente, cerca de 80% dos casos de malaria detectados anualmente no Brasil sdo
atribuidos ao P. vivax. Contudo, ¢ preocupante a ascensao dos casos de malaria por P.
falciparum, o que favorece a ocorréncia da doenca nas suas formas graves, podendo ocasionar
obitos. De 1999 a 2005, a propor¢ao de malaria falciparum aumentou de 18,6% para 25,7%,
colocando em alerta muitos municipios (MS, 2006).

Em virtude do alarmante nimero de casos registrados em 1999 (637.470), o Ministério
da Saude (MS) langou, no ano 2000, um importante plano de intensificacdo das acdes de
controle de maléria (PIACM) para a Amazonia Legal. Com o objetivo de reduzir a incidéncia
da doenga, evitar o surgimento de epidemias localizadas e reduzir a gravidade das infecgdes,
as medidas preconizadas priorizaram municipios com indice parasitario anual (IPA) maior
que 49,9 (responsaveis por 80% dos casos da doenca na regido), além daqueles com
prevaléncia de malaria falciparum maior que 20%. Gragas a essa estratégia, baseada
principalmente no diagnostico e no tratamento imediato das infec¢oes, a redu¢do do niimero
de casos de malaria da Amazonia Legal em 2001 chegou a 39% (389.737) em relagdo ao ano
de 1999. Em 2002 foram registrados cerca de 300 mil casos, o que representou uma redugao
de cerca de 53% em relacdo a 1999. Estima-se, portanto, que tenham sido evitados 1,5
milhdes de casos novos da doenga entre os anos de 2000 a 2002 (FUNASA, 2003; MS, 2005).

Apesar da reducdo no nimero de notificagdes ter sido mantida até 2002, uma elevacao
expressiva nesse numero foi observada na maior parte dos estados que compdem a Amazonia

Legal (exce¢do para os estados do Para e Tocantins, nos quais o numero de casos decresceu),
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perfazendo um total de 459 mil notificagdes em 2004. Embora isso reflita a fragilidade e as
dificuldades de manuten¢ao das estratégias preconizadas, o perfil epidemioldgico da malaria
no Brasil, apds a implantacdo do PIACM, mostrou-se animador, havendo consideravel
reducdo no niimero de municipios com alto e médio risco de infeccio (MS, 2005). De
qualquer forma, a heterogeneidade na distribui¢do da doenga na regido amazonica, com areas
de alta, média e baixa endemicidade, além do acesso restrito a algumas dessas regides, exigem
adequagoes imediatas das estratégias de controle.

Outro ponto que merece atencao ¢ o surgimento de surtos epidémicos na regido extra-
amazonica. A ocorréncia de maldria em locais normalmente livres de transmissdo tem se
associado ao intenso fluxo migratorio de individuos & regido amazonica. E o caso dos surtos
registrados recentemente em Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Parana, Rio de Janeiro e
Mato Grosso. Como caracteristicas comuns, esses estados reinem condicdes favoraveis ao
estabelecimento e manutencdo da transmissdo, como populagdo susceptivel e presenca do
vetor, além de boas condi¢des ecoldgicas, geograficas e econdOmicas para o estabelecimento

do foco malarigeno (MS, 2005).

IPA- Malaria (1999) 1 - ' IPA- Malaria (2003)
[l >49.9 —alto risco (160) Il >49,9 —altorisco (81)

Il >10a 49,9 —médio risco (129) B >10 2 49,9 — médio risco (112)
O >0,1 29,9 — baixo risco (164) I - O >0,1 29,9 —baixo risco (169)
p /( [ 0- Sem rotificasio (339) | [ 0- Sem notificagio (406)

Figura. 3: Mapas de risco para a maldria nos estados da Amazénia Legal nos anos de 1999 e 2003.

IPA =indice parasitdrio anual. Fonte: Ministério da Saude, 2005.

Em decorréncia da crescente resisténcia desenvolvida pelos plasmodios aos
medicamentos usuais e do elevado niimero de casos graves e Obitos registrados anualmente,
grandes esforcos tém sido centrados no desenvolvimento de uma vacina efetiva em ambito
mundial. Contudo, apesar dos espetaculares avangos tecnologicos verificados durante o século
passado, o desenvolvimento de uma vacina efetiva contra os plasmodios ndo foi obtido. Esse

insucesso deve-se, pelo menos em parte, ao limitado entendimento sobre a biologia do
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parasito, sua intera¢cdo com o homem e sua capacidade de evasdo das respostas imunoldgicas
montadas pelo hospedeiro. Isso deixa claro que controlar ou erradicar a transmissdo de
malaria, principalmente nos paises em desenvolvimento, continua sendo um grande desafio e

um projeto a longo prazo.

1.3- Ciclo de vida dos plasmodios humanos no hospedeiro vertebrado

A transmissdo natural da maldria humana ocorre quando fémeas de mosquitos
anofelinos inoculam no hospedeiro vertebrado, durante seu repasto sanguineo, as formas
infectantes do parasito, denominadas esporozoitos. Embora os esperozoitos possam ser
injetados diretamente nos capilares sanguineos do hospedeiro, a maior parte deles ¢ inoculada
no tecido subcutaneo (Vanderberg & Frevert, 2004; Amino et al., 2006; revisto por Prudéncio
et al., 2006). Utilizando a técnica de microscopia intravital, um estudo recente com plasmoédio
de roedores (Plasmodium berghei) demonstrou que apenas uma propor¢ao dos esporozoitos
inoculados na derme invade os capilares sanguineos, sendo os demais drenados pelos vasos
linfaticos (Amino et al., 2006). Somente aqueles que penetram nos capilares chegam aos
hepatdcitos iniciando o ciclo exo-eritrocitico da doenca (Vanderberg & Frevert, 2004; Amino
et al., 2006). Os parasitos drenados pelos vasos linfaticos sdo retidos proximo ao linfonodo
proximal, onde sdo fagocitados e degradados pelas células dendriticas. Alguns podem,
contudo, desenvolver-se parcialmente em formas exoeritrociticas semelhante aquelas
observadas nos hepatocitos antes de serem degradados (Amino et al., 2006).

Ainda ndo estd claro o mecanismo através do qual os esporozoitos passam dos
capilares sinusoides do figado para os hepatocitos. Véarias possibilidades sdo aventadas,
dentre elas: (i) os esporozoitos utilizariam células fagocitarias de Kupffer ou (ii) células
endoteliais dos vasos sanguineos (Vanderberg et al., 1990). Recentemente foi demonstrado,
por meio de experimentos “in vitro” e “in vivo”, que esporozoitos de P. berghei e
Plasmodium yoelii reconhecem e invadem ativamente as células de Kupffer (CK) por um
mecanismo de invaginacdo da membrana com conseqiiente formacdo de um vactolo
parasitoforo (Pradel & Frevert, 2001). Essas células permitem que os esporozoitos
ultrapassem barreiras como os sinuséides do figado antes de infectar os hepatdcitos. Ja outros
experimentos “in vitro” e “in vivo” demonstraram que os esporozoitos de P. yoelii sdao
capazes de atravessar o citosol de vérias células antes de invadir um hepatdcito, com

conseqiiente formagdo do vacuolo parasitoforo e desenvolvimento em formas exoeritrociticas
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(FEE) (Mota et al.,, 2001). Embora essas membranas possam ser rapidamente reparadas, as
sucessivas passagens dos esporozoitos pelas células hospedeiras podem causar sérios danos a
essas células, incluindo a morte. Mesmo assim, essas passagens parecem ser fundamentais
para o ciclo de vida dos plasmodios, induzindo a secre¢cdo de uma substancia chamada fator
de crescimento dos hepatdcitos (HGF), a qual torna tais células mais susceptiveis a infecg¢ao
(Mota et al., 2001; Carrolo et al., 2003). O reconhecimento e a invasdao dos hepatdcitos pelos
esporozoitos parece envolver a participacao de pelo menos duas proteinas: a proteina circun-
esporozoito (CS) (revisto por Kappe et al, 2003) e a proteina adesiva relacionada a
trombospondina — TRAP — (Trottein et al, 1995). A proteina CS apresenta-se de forma
abundante na superficie dos esporozoitos, e esta associada ao reconhecimento e a adesao dos
parasitos aos proteoglicanos heparan sulfato expressos pelos hepatocitos, células estreladas e
CK (revisto por Kappe et al., 2004; revisto por Mota et al., 2006). A TRAP, por sua vez, ¢
encontrada nos micronemas e na membrana plasmatica dos esporozoitos, onde se distribui de
maneira irregular. Parece ser fundamental durante a locomocgao e internalizacdo na célula
hospedeira, ja que esporozoitos TRAP tornam-se incapazes de infectar hepatocitos (Sultan et
al., 1997).

Ap6s invadir o hepatdcito, os esporozoitos se multiplicam por reproducdo assexuada
(esquizogonia), originando milhares de merozoitos (30.000 a 40.000, dependendo da espécie).
Até recentemente, a liberacdo dos merozoitos hepaticos para a circulagdo era referida como
conseqiiéncia da ruptura dos hepatocitos infectados, mas esse fato nunca havia sido
demonstrado diretamente. Contrariando tal hipotese, demonstrou-se recentemente, “in vivo”,
que os merozoitos sdo liberados para os sinusoéides hepaticos envoltos por uma estrutura
vesicular denominada merosoma (Sturm et al., 2006). A velocidade de deslocamento dessas
estruturas ¢ menor quando comparada a velocidade dos eritrdcitos circulantes, sugerindo que
a superficie do merosoma possui moléculas que interagem com o endotélio dos sinusoides
hepéticos. Eles possuem a capacidade de ndo serem reconhecidos pelo sistema imune do
hospedeiro, permanecendo intactos por pelo menos uma hora. Esse estudo revelou ainda que
embora as células hospedeiras apresentem caracteristicas apoptdticas, os niveis de
fosfatidilserina em sua superficie ndo se encontraram elevados, o que sugere que os parasitos
controlam certos mecanismos intracelulares prevenindo sua fagocitose. Sem o

reconhecimento pelas células fagocitarias, os merozoitos, apds romperem a membrana do
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merosoma, sdao liberados na circulacdo para invasdao dos eritrocitos iniciando o ciclo
sangiiineo.

O desenvolvimento nas células do figado requer aproximadamente uma semana para o
P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P. malariae. Nas infec¢des por P.
vivax e P. ovale, o mosquito inocula distintas populacdes de esporozoitos; algumas se
desenvolvem rapidamente enquanto outras ficam em estado de laténcia no figado
(hipnozoitos) (Krotoski, 1985). Estes hipnozoitos sdo os responsdveis pelas recaidas da
doenga apds periodos variaveis de incubagao.

O desenvolvimento eritrocitico do parasito segue duas vias distintas: multiplicagdo
assexuada por esquizogonia e diferenciacdo em estagios sexuados, denominados gametocitos,
que irdo evoluir no mosquito dando origem aos esporozoitos. Da esquizogonia sangiiinea sao
formados os merozoitos que invadirdo novos eritrocitos. Assim, o ciclo sangiliineo se repete
sucessivas vezes, sendo responsavel pela patogenia da doenca. Dependendo da espécie de
Plasmodium, os sintomas podem se manifestar na forma nao complicada, evoluindo ou nao
para a forma complicada. Nas infec¢coes por P. vivax, P. malariae e P. ovale predomina a
forma nao complicada, caracterizada por febre intermitente e intensa debilidade fisica, entre
outros sintomas. Nas infec¢des por P. falciparum, como dito anteriormente, manifestagdes
mais graves podem ocorrer, caracterizando a forma complicada da doenca, podendo levar o
paciente ao Obito. Dentre essas, destacam-se os quadros de maléria cerebral, anemia grave e

acidose metabolica (revisto por Miller et al., 2002).

1.4 — Imunidade e malaria

- A imunidade inata

A resisténcia de um hospedeiro contra uma infeccdo depende de uma complexa
interacdo entre mecanismos imunes inatos e adquiridos. O sistema imune inato atua na
primeira linha de defesa do organismo, controlando a infec¢do até que a imunidade adaptativa
ou adquirida seja estabelecida. Portanto, a inducdo dos mecanismos que caracterizam a
imunidade inata independe do contato prévio do individuo com o patégeno, indicando que sua
ativacdo ¢ mediada por moléculas conservadas entre as diferentes espécies ou cepa do
microorganismo (Stevenson & Riley, 2004).

Os macrofagos, as células natural killer (NK), as células dendriticas (CDs) e as células

T yd sdo apontadas como os mais importantes componentes da imunidade inata, mas fatores
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genéticos relacionados ao hospedeiro vertebrado (tais como anemia falciforme, deficiéncia da
glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD), talassemias e antigenos de grupo sanguineo)
contribuem parcial ou totalmente para a protecdo do individuo contra a infecgdo. Por
exemplo, mecanismos relacionados ao aumento do estresse oxidativo e fagocitose dos
eritrocitos parasitados associam-se a mutacdes ou delecdes no gene que codifica para a por¢ao
globina (Senock et al., 1998; Ayi et al., 2004), enquanto a deficiéncia de G6PD tem se
associado a aumentada opsonizagdo e fagocitose dos eritrdcitos parasitados e redugao do
desenvolvimento parasitario (Cappadoro et al., 1998; Sodeind et al., 2003). Proteinas do
sangue, incluindo os membros do sistema complemento e citocinas também se tornam
essenciais para o combate a infecgao.

Os macrofagos ou fagocitos mononucleares desempenham importante papel na
imunidade inata contra a malaria, devido, sobretudo, a sua alta capacidade em fagocitar
eritrocitos parasitados na auséncia de anticorpos citofilicos e opsonizadores (revisto por
Serghides et al., 2003). Contudo, os macrofagos podem ser mais importantes como células
efetoras durante a resposta adaptativa, quando atuam produzindo mediadores inflamatorios
que ativam linfocitos T CD4" (Good & Doolan, 1999).

As células dendriticas (CD) sdo importantes células apresentadoras de antigeno
(APC), e devido a sua elevada habilidade em capturar, processar e apresentar antigenos
possuem papel central tanto na imunidade inata quanto na imunidade adquirida (Stevenson &
Riley, 2004). O conhecimento detalhado sobre a interagdo das CD com os plasmodios ainda ¢
bastante limitado e controverso, mas estudos “in vitro” e “in vivo” t€ém demonstrado que a
maturacao dessas células parece ser fortemente modulada pelos estagios eritrociticos do
parasito (Urban ef al., 1999; Ocana-Morgner et al., 2003). A ligacdo de eritrdcitos infectados
a CD36 e/ou CD51, expressos na superficie das CD, parece inibir a expressdo de moléculas
co-estimuladoras como CD40, CD80, CD83 e CD86, sendo observados niveis elevados de IL-
10 em relagdo a IL-12. Como conseqiiéncia, CD expostas aos eritrocitos infectados tornam-se
limitadas quanto a sua capacidade de processar e apresentar peptideos as células T e ativar
células T CD4" de memoéria (Urban et al., 2001). Em outros estudos, no entanto, a inibigao da
maturacdo e da ativacdo das CD por eritrécitos infectados ndo tem sido demonstrada (Seixas
et al., 2001; Perry et al., 2004).

As células NK sdo ativadas em resposta aos interferons (IFN-o e ) ou as citocinas

(IL-12, IL-18) derivadas de macrofagos e CD. Quando ativadas, essas células auxiliam na
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conten¢do inicial da infeccdo por meio de mecanismos citotoéxicos, os quais envolvem a
participacdo de proteinas formadoras de poros (perforinas) e indutoras de apoptose
(granzimas) (Lieberman, 2003). Além disso, as células NK ativadas por TNF-ao e IL-12
secretam grandes quantidades de INF-y, uma citocina pro-inflamatoria essencial para o
controle da infeccdo malérica via indu¢do de mecanismos que incluem a ativacdo de
macrofagos, a diferenciagao de linfocitos T CD4+ e a producdo de anticorpos por linfocitos B
(Mohan et al., 1997; de Souza et al., 1997; Boehm et al., 1997). Em contraste, niveis elevados
de IL-4, IL-10 e TGF-P suprimem a ativagdo dessas células (Biron et al., 1999; Colucci et al.,
2003). Interessantemente, camundongos C57BL/6 depledados de NKs apresentam uma rapida
progressao na parasitemia sangiiinea durante a infec¢ao por Plasmodium chabaudi chabaudi
AS (Mohan at al, 1997). Tais animais apresentam niveis reduzidos de INF-y e ndo sdo
capazes de controlar a infecgdo por P. yoelii ndo-letal (de Souza ef al., 1997). Em humanos,
as NK parecem ser as primeiras células do sangue periférico a produzir INF-y em resposta a
infeccdo por P. falciparum (revisto por Artavanis-Tsakonas & Riley, 2002).

As células T yd atuam tanto na imunidade inata quanto na imunidade adquirida,
durante as quais secretam grandes quantidades de INF-y (Langhorn et al., 1994; Hviid ef al.,
2001). A ativagdo dessas cé€lulas durante a infecgdo malarica da-se por meio de citocinas
exdgenas, sugerindo que as respostas imunes desencadeadas pelas mesmas ocorrem
secundariamente a ativacdo de mondcitos e NK (revisto por Stevenson & Riley, 2004).
Durante a fase aguda de uma infec¢ao primaria pelos plasmédios, tanto em humanos quanto
em modelos animais, tais células encontram-se em nimero bastante elevado na circulacao, o
que sugere sua importante participacdo no controle do crescimento do parasito (revisto por
Yazdani et al., 2006).

O impacto da resposta imune inata no estado clinico da infec¢do pelos plasmodios nao
¢ totalmente conclusivo, mas algumas inferéncias tornam-se pertinentes. Inicialmente, uma
rapida e consideravel producdo de citocinas pro-inflamatorias pode permitir ao hospedeiro o
controle da infec¢do até que a imunidade adaptativa se estabele¢a. Embora seja mais relevante
durante o primeiro episddio da infeccdo, a imunidade inata pode ser requerida durante re-
infecgdes por parasitos geneticamente distintos. Por outro lado, uma resposta imune
exacerbada pode, diretamente ou indiretamente, culminar no desenvolvimento de quadros
graves de malaria. Nesse cenario, a imunidade adquirida parece atuar para controlar niveis

circulantes de citocinas pro-inflamatorias de forma a favorecer o “clearence” parasitario e
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impedir o estabelecimento das formas graves da infeccdo. Entretanto, os eventos que
contribuem para esse equilibrio ainda nao sao compreendidos. Tanto em humanos quanto em
modelos animais, IL-10 e TGF- parecem exercer papel fundamental no controle de citocinas
pro-inflamatoérias, como INF-y e IL-12, produzidas por células do sistema imune inato: NK,

CD e macrofagos (revisto por Stevenson & Riley, 2004).

-A imunidade naturalmente adquirida a malaria:

A imunidade adquirida contra os estagios sanguineos do Plasmodium envolve dois
grandes mecanismos: a resposta imune humoral e a resposta imune mediada por células.

Ap0s a fase exoeritrocitica do ciclo de vida dos plasmodios, a invasdo dos eritrocitos €
o passo fundamental para o prosseguimento da infec¢do, constituindo um dos principais alvos
para a resposta imune protetora. Durante esse processo, € iniciada uma cascata de eventos que
envolve uma complexa interacdo entre a célula hospedeira e proteinas do parasito (sobretudo
proteinas de superficie). Considerando-se que os eritrocitos sdo incapazes de processar e
apresentar antigenos, e o fato das proteinas do parasito serem expostas ao sistema imune do
hospedeiro por um curto periodo de tempo, os anticorpos sdo considerados as principais
moléculas responsaveis pela imunidade adquirida contra os estdgios sanguineos do
Plasmodium (Marsh & Kinyanjui, 2006; Yazdani et al,, 2006). Produzidos por linfocitos B
ativados, tais moléculas podem atuar promovendo distintos mecanismos, como a fagocitose
de eritrdcitos infectados e o bloqueio da invasao dos eritrocitos pelos merozoitos (Bouharoun-
Tayoun et al., 1995; O’Donnell et al., 2001). Além disso, anticorpos especificos dirigidos
contra a P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP-1), expressa na superficie dos
eritrocitos infectados (knobs), podem interferir no processo de citoaderéncia, protegendo o
hospedeiro contra a forma grave da infec¢do (Giha ef al., 2000). Os anticorpos podem, ainda,
reconhecer moléculas expressas exclusivamente na superficie de gametdcitos, interferindo no
desenvolvimento do parasito no mosquito vetor (Snewin et al, 1995). Em virtude dessas
observagoes, discute-se, atualmente, a possibilidade de se sintetizar anticorpos com proposito
terapéutico ou vacinal (revisto por Pleass & Holder, 2005).

Apesar do essencial papel dos anticorpos na imunidade antimaldrica, experimentos
realizados com roedores depledados de células B sugerem que linfécitos T CD4" sdo capazes
de limitar o crescimento parasitario independente da presenca de imunoglobulinas (Van der

Heyde et al., 1994). Em humanos, embora ndo seja possivel avaliar “in vivo” o papel protetor

26



dessas células atuando independentemente da participagdo dos anticorpos, estudos “in vitro”
também sugerem que células T CD4" sdo capazes controlar a parasitemia (Brown et al., 1986;
Fell et al, 1994). Diante disso, uma questdo intrigante ¢ a necessidade de varios anos de
exposicao aos parasitos em areas endémicas para o desenvolvimento de imunidade protetora.
Uma possivel explicagdo, com base em estudos realizados em roedores, ¢ o fato de que,
durante a infecgdo, células T CD4" parasito-especificas sofrem apoptose, sendo o INF-y a
principal citocina envolvida nesse processo. Conseqilientemente, a habilidade dessas células
controlarem o desenvolvimento parasitario torna-se limitado em uma infec¢do subseqiiente
(Wipasa et al., 2001; Xu et al., 2002). No entanto, os mecanismos que controlam esses
processos precisam ser melhor caracterizados.

As citocinas envolvidas na imunidade celular sdo originadas, principalmente, da
ativagio de células T CD4" e podem atuar tanto na prote¢io quanto em mecanismos
patologicos. Isso sugere a necessidade de um balango nos niveis dessas substancias durante as
respostas inflamatdrias, de forma a propiciar o controle da infec¢do e a prevengdo da
patologia associada a doenga. Citocinas pro-inflamatérias (tais como INF-y, TNF-a, IL-12 e
IL-18) mostram-se essenciais para o controle da infeccdo, enquanto citocinas
antiinflamatérias (tais como IL-10 e TGF-B) sdo requeridas para reprimir os efeitos
patoldgicos da infec¢do associados a quadros graves da doenca, como malaria cerebral e
anemia grave (revisto por Yazdani et al., 2006).

E interessante observar que células T CD4'CD25', também conhecidas como
reguladoras (células Tyey), mostram-se capazes de modular a ativagdo de células T CD4" e
CDS8", o que pode favorecer o desenvolvimento parasitario. Em roedores, a deplegio de
células T, 0s protegem da morte quando desafiados com uma cepa letal de P. yoelii (Hisaeda
et al., 2004). Em humanos, tais células sdo induzidas rapidamente durante a fase eritrocitica
da infecgdo pelo P. falciparum e parecem estar associadas a niveis elevados de TGF-. Em
contraste, os niveis de citocinas pro-inflamatorias e as respostas imunes especificas para os
antigenos encontram-se reduzidas (Walther er al, 2005). Conseqlientemente, os niveis de
parasitos circulantes apresentam-se elevados, favorecendo o estabelecimento de formas
graves da infec¢do (Walther et al., 2005).

Diante do exposto, conclui-se que as respostas imunoldgicas, inata e adquirida, sdo
moduladas por fatores ndo completamente elucidados que interagem desencadeando

mecanismos que podem contribuir ou ndo para o controle da infeccdo. Assim, torna-se
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evidente que o entendimento detalhado dos processos imunoreguladores da imunidade

antimalarica podem facilitar a busca racional por estratégias de controle.

1.5 — O perfil da imunidade adquirida contra os plasmodios humanos em

dreas de transmissdo intensa

Em regides de transmissao intensa, onde o P. falciparum ¢ a espécie predominante, os
recém-nascidos sdo relativamente resistentes a infeccdo durante os seis primeiros meses de
vida devido provavelmente a transferéncia passiva de anticorpos (IgG) da mae para o feto
(Collins et al., 1977; Sehgal et al., 1989; Chizzolini et al., 1991). Porém, apos este periodo, as
criangas tornam-se altamente susceptiveis a doenca, sendo comuns as infec¢des fatais durante
os primeiros cinco anos de vida. Este ¢ o periodo em que sdo registrados os maiores indices
de mortalidade naquelas regides.

Com o aumento progressivo da idade, o nimero de ataques clinicos e a intensidade
dos sintomas, bem como as taxas de parasitos circulantes, tendem a diminuir, caracterizando o
periodo de maior morbidade da doenga (Mshana et al., 1993; Egan ef al., 1996). Atingindo a
idade adulta, os sintomas clinicos da doenca tornam-se geralmente ausentes (imunidade
clinica ou imunidade anti-doenca), e os niveis de parasitos sangiiineos extremamente baixos
(imunidade anti-parasito) (McGregor et al., 1964; McGregor, et al., 1988), atingindo niveis
subpatentes. Para ser alcangada, essa imunidade, também conhecida como premunig¢do, requer
varios anos de exposi¢do continua ao vetor infectado em area endémica (Druilhe & Pérignon,
1994; Shi et al., 1996) e ¢ definida como um estado de equilibrio entre o hospedeiro e o
parasito (Druilhe & Khusmith, 1987; Pérignon and Druilhe, 1994; Druilhe & Pérignon, 1994).
A premunicao ¢ freqiientemente observada em populagdes africanas que residem em dareas
endémicas, mesmo durante as estacdes de maior transmissao de malaria.

A premuni¢@o ndo possui carater esterilizante, tendendo a diminuir com o tempo caso
os padrdes de inoculagdes ndo sejam mantidos (Mercereau-Puijalon ef al., 1991; Druilhe &
Pérignon, 1994). A baixa imunogenicidade e a grande diversidade ou polimorfismo genético
dos antigenos malaricos podem ser indicados como provaveis causas da perda dessa
imunidade quando o individuo “imune” se afasta da drea endémica (Mercereau-Puijalon et al.,
1991; Theander et al., 1992; Marsh & Kinyanjui, 2006). Em areas endémicas, anticorpos

protetores de alta afinidade que reconhecem epitopos invariantes de diferentes antigenos
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polimoérficos podem requerer tempo para alcancar niveis ideais que levam a protecao (Pleass
& Holder, 2006).

Diferentemente da idéia atualmente aceita de que sdo necessarios muitos anos de
exposi¢ao ininterrupta para se adquirir imunidade contra a malaria, tem sido sugerido que a
protecdao clinica contra a malaria causada pelo P. falciparum pode depender de fatores
intrinsecos do hospedeiro relacionados a idade. Essa hipotese fundamenta-se no fato de que
criancas migrando de regides livres de maldria para regides de elevada endemicidade em Iran
Jaya adquiriram imunidade mais lentamente quando comparadas a individuos adultos (Baird
et al., 1991; Baird et al., 1993). Nesse caso, a elevada taxa de parasitos circulantes associada a
presenca de sintomas de graus variados em individuos jovens e criancas poderia ser explicada,
pelo menos em parte, pela ocorréncia de deficiéncias na regulagdo dos mecanismos protetores
efetores em consequéncia do estado imaturo do sistema imunologico (revisto por Baird,
1995). Se isto for verdade, a prote¢do contra a malaria pode ser adquirida independentemente
de uma longa exposi¢do ao parasito, sendo, portanto, independente do polimorfismo
antigénico.

Realmente, a associagdo entre infecgdo e auséncia de sintomatologia requer
especulagdes especiais. Em modelos experimentais, por exemplo, tem-se observado que a
testosterona associa-se ao padrao clinico das infec¢des por P. chabaudi (Benten et al., 1997;
revisto por Wunderlich et al., 2002), enquanto em humanos esse hormonio parece ter acao
sobre os niveis de parasitemia de P. falciparum (Landgraf et al., 1994). Mais recentemente,
Kurtis et al. (2001) e Leenstra et al. (2003) observaram que altos niveis do hormdnio sulfato
dehidroepiandrosterona (DHEA-S), o qual inibe a atividade da G6PD, encontravam-se
relacionados ao aumento da resisténcia antimalarica e/ou a reduzidas densidades de parasitos
durante e apds a puberdade de individuos do sexo masculino e feminino, respectivamente.
Nestes estudos, a densidade média de parasitos circulantes de P. falciparum chegou a ser 92%
menor nos individuos que apresentavam altos niveis desse hormonio em relagdo aqueles que
apresentavam niveis reduzidos. A freqiiéncia da parasitemia também demonstrou correlagdo
inversa com os niveis de DHEA-S, sendo essa associacdo significativa em individuos adultos.
Refor¢ando tais encontros, um estudo posterior, conduzido “in vitro”, demonstrou a eficiente
acdo desse hormonio, bem como de seu andlogo 16-o bromoepiandrosterona (EPI), na
indugdo da fagocitose de eritrocitos infectados (Ayi ef al., 2002). Cabe ressaltar, ainda, que o

uso de cloroquina associado ao DHEA-S tem permitido que cepas de P. berghei resistentes a
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cloroquina tornem-se susceptiveis ao tratamento (Safeukiu er al, 2004). Esses estudos
reforgam a hipdtese proposta por Baird e colaboradores (Baird et al., 1991; Baird et al., 1993)
de que o longo periodo necessario para o desenvolvimento de imunidade natural pode ser

fortemente dependente do amadurecimento fisioldgico do individuo.

1.5.1. A imunidade adquirida em regioes de baixa transmissdo (hipo-

mesoendémicas): Brasil

O grau de morbidade a maldria em uma regido depende de muitos fatores, tais como o
grau de imunidade apresentada pelo hospedeiro; a cepa do parasito e o grau de resisténcia
deste aos medicamentos preconizados; o nivel de instabilidade de transmissdo na area; o custo
e a rapidez com que se tem acesso ao sistema de saude.

Devido ao carater migrante da populagao endémica brasileira e dado aos critérios para
desenvolvimento de imunidade natural, como exposi¢@o intensa e ininterrupta aos parasitos da
maléria, até pouco tempo ndo acreditava-se na possibilidade da ocorréncia de casos
assintomaticos da doenga em regides com baixos niveis de transmissdao, como no Brasil (Prata
et al., 1988). Contudo, em 1995, Andrade e colaboradores descreveram, entre garimpeiros da
Amazodnia brasileira, os primeiros casos de infeccdes onde individuos parasitados nao
apresentaram qualquer sintoma clinico da doenga até 48 horas ap0s a visualiza¢do do parasito
na gota espessa (Andrade et al., 1995). Posteriormente, Camargo ef al. (1999) e Alves et al.
(2002) descreveram casos de infecgdes assintomaticas por P. vivax (14%) em uma populacao
ribeirinha do estado de Rondonia. Neste caso, as técnicas empregadas para a deteccdo e
diagnostico dos parasitos foram o exame de gota espessa e/ou PCR. Em outro estudo
realizado entre garimpeiros do estado de Mato Grosso também foi verificada a ocorréncia de
infeccdes assintomaticas por Plasmodium. Entre 527 individuos estudados, 58 (11%)
apresentaram parasitemias patentes (por P. falciparum ou P. vivax) detectdveis na gota
espessa na completa auséncia de sintomas ap6s um periodo de acompanhamento clinico de 72
horas (Fontes, 2001). Mais recentemente, utilizando a PCR como ferramenta para a deteccao
e identificacdo dos parasitos, 497 individuos pertencentes aquela populagdo foram
reavaliados, sendo observada uma prevaléncia de infec¢des assintomaticas de 27,3% (Scopel,
2003). Outro estudo recente sobre a epidemiologia da malaria no Parque Nacional do Rio Jau,
no estado do Amazonas, utilizando também a gota espessa e/ou PCR para deteccdo dos

parasitos, demonstrou uma prevaléncia de infeccdo assintomatica por Plasmodium de 25%
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entre ribeirinhos dessa localidade. Essa prevaléncia foi obtida ap6s o acompanhamento clinico
do paciente por 150 dias (Ladeia-Andrade, 2005; Coura et al., 2006).

Esses resultados reforcam descobertas anteriores de que individuos expostos a
transmissdo de malaria no Brasil estdo adquirindo prote¢do contra as manifestacdes clinicas

da doenga, mesmo em condi¢des de hipo-mesoendemicidade.

1.6 — Anticorpos contra antigenos de estdgios eritrociticos dos plasmodios

Apesar do papel bem estabelecido da imunidade inata e mediada por células na
protecao contra os plasmddios, muitos estudos, desde a realizagao de experimentos classicos
na década de 60 (Cohen et al., 1961; McGregor, 1964) e 90 (Sabchareon ef al, 1991), tém
buscado incessantemente a caracterizagdo de antigenos que induzam niveis elevados de
anticorpos protetores (Taylor et al., 1998; Conway et al., 2000; Cavanagh et al., 2001;
Metzger et al., 2003). Tais estudos tém sugerido que a resposta imune direcionada aos
estagios sangiiineos dos plasmddios ¢ poli-especifica, envolvendo uma longa variedade de
antigenos e distintos perfis de imunoglobulinas.

Experimentos realizados com macacos infectados com P. falciparum demonstraram
que a protecao conferida pela transferéncia de soro imune ¢ mediada somente por anticorpos
opsonizantes IgG; e IgG; (Groux et al., 1990; Garroud et al., 1994). Embora os mecanismos
mediadores da prote¢do e a especificidade de anticorpos envolvidos ndo sejam totalmente
compreendidos, sabe-se, com base em sistemas “in vitro”, que as IgG podem atuar por pelo
menos trés diferentes vias: a) inibindo a invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos; b) atuando
em cooperacdo com mondcitos, inibindo o desenvolvimento intraeritrocitico do parasito
(mecanismo denominado ADCI ou "antibody-dependent cell inhibition"), ou ¢) inibindo a
citoaderéncia de eritrocitos infectados com P. falciparum (Druilhe & Pérignon, 1994;
Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Giha, et al., 2000; O’Donnell et al., 2001).

No mecanismo de ADCI, ap6s opsonizarem os merozoitos, 1gG; e 1gGs ligam-se por
meio de sua por¢ao Fc a receptores Fcy expressos na superficie de mondcitos, induzindo-os a
produzir fatores soluveis, tais como TNF-a. Esses fatores agem inibindo o desenvolvimento
das formas intraeritrociticas sem que haja necessidade de contato entre células efetoras e
eritrocitos infectados (Bouharoun-Tayoun, et al., 1990; Bouharoun-Tayoun, et al.,1995).
Embora ndo seja capaz de eliminar completamente os parasitos circulantes, este mecanismo

possui fundamental relevancia na manutencdo dos niveis de parasitemia abaixo do limiar de
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patogenicidade (Bouharoun-Tayoun, et al., 1990). Recentemente, demonstrou-se, “in vitro”,
que um Unico merozoito para cada mondcito ¢ suficiente para desencadear uma potente
atividade anti-parasito. Além disso, uma Unica particula antigénica complexada a anticorpos
citofilicos mostrou-se tdo eficiente para a ativagdo 6tima da ADCI quanto combinagdes
complexas de antigenos (Jafarshad et al., 2007). Antigenos soluveis também foram capazes de
ativar eficientemente esse mecanismo (Jafarshad et al., 2007).

Apesar do importante papel dos anticorpos adquiridos na imunidade anti-parasito,
tem-se verificado que os niveis totais de anticorpos IgG anti-P.falciparum, direcionados
contra antigenos especificos, podem alcancar niveis similares em pacientes com malaria
moderada e grave dentro de uma mesma area (Erunkulu et al., 1992). Isso sugere que
caracteristicas qualitativas e funcionais dos anticorpos anti-plasmodio em populagdes
expostas sdo importantes quanto a expressdo clinica da infec¢do (Bouharoun-Tayoun &
Druilhe, 1992a). Considerando-se as caracteristicas qualitativas dos anticorpos, os individuos
protegidos poderiam ser diferenciados daqueles ndo protegidos pela predominancia de
anticorpos citofilicos IgG; e IgGs (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992b). De fato, apesar
desse perfil nem sempre ser observado (Aribot et al., 1996; Aucan et al., 2000), tais
subclasses tendem a ser predominantes em individuos protegidos, enquanto isotipos nao
citofilicos tendem a predominar naqueles ndo imunes (revisto por Druilhe & Perigon, 1994;
Dubois & Pereira da Silva, 1995).

Apesar das evidéncias obtidas em pesquisas soroepidemiologicas, realizadas em areas
de intensa transmissdo de maldria, de que os anticorpos citofilicos sdo os principais
responsaveis pela imunidade adquirida contra a doenga (Druilhe & Pérignon, 1994; Dubois &
Pereira da Silva, 1995; Soe et al., 2004), outros estudos tém sugerido que anticorpos nao
citofilicos (sobretudo IgG;) também podem atuar como protetores (Aucan et al., 2000;
Oeuvray et al., 2000). Em recém-nascidos com até seis meses de idade, uma associacao
positiva entre altos niveis de IgG, e baixo risco de adquirir infecgdo por P. falciparum foi
observada (Deleron et al., 1997).

Embora seja eficiente quanto a capacidade de opsonizagdo, IgG, é predominantemente
descrita como incompetente na habilidade de se ligar a receptores FcyRIla expressos na
superficie de mondcitos (Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Jafarshad et al., 2007). Este fato
implica que somente IgG; e IgG; seriam importantes quanto a ativagdo de mecanismos como

a ADCI. No entanto, uma unica alteracdo nucleotidica, de arginina-R para histidina-H (ou
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vice-versa), na posi¢do 131 do receptor FcyRlIla, tem possibilitado que certas subclasses de
IgG se liguem a algum destes receptores (Warmerdam et al., 1991). Esté claro, por exemplo,
que ambos os alotipos (FcyRIIa-H131 e R ligam IgG,; e IgG; complexados, mas somente
FeyRITA-H"! interage eficientemente com IgG, permitindo a degradagdo de imunocomplexos
contendo esta imunoglobulina (Parren et al., 1992a,b; Salmon et al., 1996). Em sistemas “in
vitro”, a fagocitose de microorganismos intracelulares complexados a IgG, parece ser

potencializada na presenga de mondcitos expressando o receptor FeyRITa-H'"'

(Sander et al.,
1995, Tebo et al., 2002). Uma questdo que permanece por ser esclarecida ¢ se niveis elevados
de IgG; associados a ocorréncia do polimorfismo no aminoacido 131 do receptor FcyRIla (de
R para H) sdo mediadores e/ou potencializadores de protecdo na malaria. Dada a caréncia de
estudos que envolvem, simultaneamente, a caracterizagao do perfil de anticorpos e a presenca
de polimorfismo no receptor Fcy (Aucan et al., 2000), a maioria das especulacdes realizadas
até o momento sdo provenientes de estudos com populacdes africanas, expressando diferentes
formas clinicas da doenca. Contudo, a relacdo positiva entre receptores F cyRIIa—H131 e
protecdo nao tem sido observada nesses estudos (Shi et al., 2001; Cook et al., 2003; Brower et

al., 2004).

1.7— Proteinas de superficie de merozoitos de P. falciparum (MSP-1 e MSP-

2): diversidade genética e reconhecimento imune

A invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos ¢ fundamental para o estabelecimento e
manutengdo da infec¢do malérica em um individuo (Cowman & Crabb, 2006), tornando esse
evento um potencial alvo para a agdo de uma vacina.

Mecanismos essenciais ao processo de invasdo das células sanguineas, tais como o
reconhecimento da célula hospedeira, parecem envolver variadas proteinas do parasito. Entre
essas, encontram-se duas proteinas de superficie de merozoitos [merozoite surface proteins
(MSPs)]: a MSP-1 e a MSP-2 (Howard & Pasloske, 1993; Holder, 1996). Ambas sao
glicoproteinas  acopladas a superficie dos merozoitos através de ancoras
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e compreendem motivos repetitivos que variam em seqiiéncia e
numero de repetigdes. A ocorréncia de polimorfismos nesses motivos, 0os quais apresentam
epitopos imunodominantes para células T e B, ou a simples variagdo no niimero de repetigdes,
parece contribuir para o escape imune do parasito (Anders et al, 1993). Realmente,

anticorpos naturalmente adquiridos sdo capazes de distinguir entre motivos repetitivos
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distintos de antigenos pertencentes a mesma familia alélica (Ranford-Cartwright, et al., 1996;
Da Silveira et al., 1999; Tonhosolo et al., 2001), mesmo se a diferenga entre eles residir
somente no niimero de vezes em que um mesmo motivo se repete (Tonhosolo ef al., 2001).

Acredita-se que parte da variabilidade antigénica verificada dentro dos motivos
repetitivos de uma proteina se origina de insercdoes e delecdes resultantes de diversos
mecanismos de recombinagdes intra e entre fitas de DNA (Rich ez al., 2000). Considerando-se
que os genes que codificam a MSP-1 e a MSP-2 dos plasmodios encontram-se em copia Unica
no genoma haploide, cada clone expressa somente uma das seqiiéncias-tipo encontradas na
natureza. Novas variantes desses genes sdo geradas, predominantemente, por meio de
recombinagdo intragénica durante a meiose, nos casos em que os zigotos resultantes da fusao
de gametocitos carregam alelos geneticamente diferentes (Kemp, 1992).

Considerando-se que a aquisicdo de imunidade contra os plasmodios humanos em
areas altamente endémicas tem sido fortemente atribuida a ocorréncia de elevado
polimorfismo nos antigenos malaricos (Day & Marsh, 1991), a caracterizacdo genética de
isolados de parasitos que circulam em regides de transmissdo instavel torna-se necessaria.
Embora alguns estudos com tal finalidade venham sendo conduzidos no Brasil (Sallenave-
Sales et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; Sallenave-Sales et al., 2003), at¢é o momento

nenhum deles abordou parasitos provenientes de individuos naturalmente imunes.

1.7.1. Diversidade genética e reconhecimento imune da MSP-1

A MSP-1 ¢ uma molécula de alto peso molecular (185 a 210 kDa), sintetizada durante
a esquizogonia e depositada na superficie dos parasitos intracelulares (Holder & Freeman,
1984; Blackman et al., 1990, 1993). O gene que a codifica foi clonado e seqiienciado a partir
de varias cepas de P. falciparum, sendo dividido em 17 blocos: sete altamente variaveis sao
flanqueados por dez blocos conservados ou semiconservados (Holder, 1988). Variagdes no
gene msp-1 sdo essencialmente dimorficas, isto €, ha duas versdes basicas para cada bloco
representadas pelas seqiiéncias do tipo alélico K1 e MAD20 (Tanabe et al., 1987; Tanabe et
al., 1989; Miller et al., 1993;). A unica excec¢ao conhecida ao dimorfismo alélico ocorre no
bloco 2, que apresenta uma terceira versao, a RO33 (Certa et al., 1987; Peterson et al., 1988).

O gene msp-1 possui copia Unica e, dessa forma, cada parasito hapldide no seu estagio
sangiiineo apresenta um Unico alelo (MAD20; K1 ou RO33 no caso do bloco 2) em cada uma

de suas variagoes (Kaneko et al., 1997). A diversidade alélica ¢ gerada pela recombinacao
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proxima a extremidade 5° do gene, sendo freqiiente a ocorréncia de polimorfismos nas
seqliéncias repetitivas das versoes MAD20 e K1 do bloco 2 (Miller et al., 1993; Tanabe et al.,
1987). Com base na seqiliéncia varidvel de nucleotideos € no nimero de copias de motivos
repetitivos, varios alelos MSP-1 podem ser agrupados em uma das trés familias que integram
o bloco 2. Genes que codificam a MSP-1 de outras espécies de plasmodios também ja foram
clonados e seqiienciados. E o caso da MSP-1 do P. vivax (PvMSP-1) que codifica um
polipeptideo de 172 aminoacidos (Del Portillo et al., 1991; Gibson et al., 1992), do P.
chabaudi (PcMSP-1) (Dellersnijder ef al., 1990; McKean et al., 1993) e do P. yoelii (PyMSP-
1) (Lewis et al., 1990).

A fungcdo da MSP-1 nao ¢ totalmente conhecida (Holder ef al., 1994). Contudo,
diversos estudos t€ém demonstrado que anticorpos monoclonais contra distintas por¢des desta
proteina sdo capazes de bloquear a invasdo de células sangiiineas “in vitro”, enquanto “in
vivo” primatas ndo humanos imunizados com a MSP-1 nativa ou recombinante de P.
falciparum foram parcial ou completamente protegidos contra desafios com parasitos
homologos (Perrin et al., 1984; Holder et al., 1988; Blackman et al., 1990, Etlingler et al.,
1991; Darko et al, 2005). Em humanos, anticorpos anti-PfMSP-1 tém sido detectados nas
populagdes residentes em 4areas de transmissdo de maldria (Gabra et al., 1986; Kramer &
Oberst, 1992; Riley et al., 1993). Entretanto, a associacdo entre esses anticorpos € a protecao
antimaldrica ainda € controversa; alguns autores apontam uma nitida relagdo (Riley et al.,
1992; Tolle et al., 1993; Al-Yaman et al, 1996; Egan et al., 1996), enquanto outros, nao
(Chizzolini et al., 1989; Muller et al., 1989; Dodoo et al, 1999). Uma possivel explicacdo
para essas discrepancias € o fato de alguns anticorpos poderem atuar bloqueando mecanismos
que permitem a morte dos parasitos (Guevara-Patino ef al., 1997; Uthaipibull ez al., 2001).

Embora a MSP-1 seja processada em fragmentos menores de 83, 42, 38, 28-30 ¢ 19
kDa (este ultimo resultante de uma segunda clivagem do fragmento de 42kDa) durante a
esquizogonia (Holder et al., 1987; Blackman, et al., 1990; Blackman, 1993), apenas o tltimo,
pertencente a por¢cao C-terminal da molécula, permanece ancorado a superficie do merozoito
durante a invasdao de um novo eritrocito (Holder et al., 1987; Blackman et al., 1990). Essa
fracdo de 19 kDa (PfMSP-1,9) tem sido a mais bem caracterizada em relacdo a resposta
imune. Ela ¢ altamente conservada, apresentando apenas quatro residuos de aminoacidos
sujeitos a substituicdes (Miller er al., 1993; Egan et al, 1995) dentro das duas familias
alélicas que a constitui (MAD20 e Wellcome). A MSP-1,9 exibe dois motivos semelhantes

aos fatores de crescimento epidermal (EGF) ricos em cisteinas (Cooper, 1993). Estes motivos
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“EGF-like” estdo, provavelmente, envolvidos em intera¢des célula-célula, mostrando-se bons
alvos para acdo de anticorpos em estudos realizados em modelo experimental e também na
infec¢do humana (Good et al., 1998).

“In vitro”, anticorpos monoclonais e policlonais reconhecem o fragmento de 19 kDa
do P. falciparum inibindo a invasao de eritrocitos e o desenvolvimento de parasitos (Chang et
al., 1992; Cooper et al., 1992; Chappel et al., 1993). Macacos Aotus nancymai imunizados
com a essa proteina foram protegidos contra o desafio com parasitos viaveis (Kumar et al.,
1995; Apio et al., 2000; Kumar et al., 2000; Wipasa et al., 2002). Da mesma forma, roedores
imunizados com MSP-1,9 de P. yoelii estiveram protegidos contra a infec¢do (Daly et al.,
1993; Tian et al., 1996; Hirunpetcharat et al., 1997; Hirunpetcharat et al., 1998). Em
humanos, pesquisas soroepidemiologicas em populagdes africanas tém demonstrado
associagdo positiva entre anticorpos anti-PfMSP-1.;9 naturalmente adquiridos e protegdo
antimaldrica, que se torna ainda mais evidente com o aumento da idade (Egan ef al., 1996; Shi
et al., 1996; Tongren et al., 2006). Em um estudo recente realizado com individuos residentes
em uma area endémica brasileira, nosso grupo demonstrou que as médias de anticorpos IgG
anti-PfMSP-1-19 foram estatisticamente maiores entre garimpeiros com infec¢des
assintomaticas quando comparados aqueles com sintomas clinicos (Braga ef al., 2002).

Embora a maioria dos estudos aponte a regido C-terminal da MSP-1 de P. falciparum
como o mais importante alvo da resposta imune adquirida contra os plasmddios, ha evidéncias
de que anticorpos adquiridos naturalmente reconhecem mais freqiientemente antigenos que
integram blocos varidveis quando comparados a antigenos que representam blocos
conservados (Fruh et al., 1991; Tolle et al., 1993). O perfil de anticorpos IgG dirigidos a
antigenos do bloco 2 polimorfico da MSP-1, por exemplo, ja esteve associado a protecdo
clinica ou a um reduzido risco de infeccdo em individuos africanos adultos residentes em
areas de intensa transmissdo de malaria (Conway et al., 2000; Jouin et al., 2001; Polley et al.,
2003). Contudo, um estudo mais recente sugere que a resposta humoral dirigida a distintas
variantes alélicas do bloco 2 da MSP-1 ¢ mais indicativa de infeccdo corrente do que de
protecdo, visto que ndo houve diferenca no perfil de resposta de IgG no soro de individuos
sintomdticos e assintomaticos (Ekala ef al, 2002). No Brasil, um estudo conduzido na
Amazodnia brasileira demonstrou que anticorpos IgG; anti-bloco 2 tenderam a aumentar em
individuos com infec¢do aguda e freqlientemente expostos aos parasitos. Além disso,

observou-se que os niveis desse anticorpo, dirigidos somente contra as por¢des conservadas e
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dimorficas da MSP-1, tenderam a decrescer apos a fase aguda da doenca (da Silveira et al.,
1999).

Esses estudos demonstram que a caracterizacdo da resposta imune anti-MSP-1 de P.
falciparum em populagdes expostas a infeccdo ainda fazem-se necessarios, sobretudo em

regidoes com reduzidos niveis de transmissao.

1.7.2. Diversidade genética e reconhecimento imune da MSP-2

Outro antigeno de superficie de merozoitos de P. falciparum bem caracterizado ¢ a
MSP-2. Essa molécula ¢ uma glicoproteina integral de membrana de fun¢do desconhecida e
de massa molecular entre 35 e 56 kDa. Como muitos outros antigenos maldricos, essa
proteina exibe um alto grau de diversidade de seqiiéncia que se traduz em diversidade
antigénica entre diferentes isolados de P. falciparum. Além disso, o predominio de
substitui¢cdes ndo-sindnimas em blocos desta molécula sugere que este antigeno esteja sob
pressdo seletiva, provavelmente de natureza imunolédgica (Hughes & Hughes, 1995).

O gene que codifica a MSP-2 apresenta um Unico exon ¢ compreende duas regides
(carboxi e amino-terminal) altamente conservadas (blocos 1 e 5), duas regides nao-repetitivas,
porém, variaveis (blocos 2 e 4) e um bloco central repetitivo polimorfico (bloco 3). Suas
seqiiéncias agrupam-se em duas familias alélicas conhecidas pelo nome dos isolados em que
foram descritas, FC27 e 3D7, sendo esta ultima também designada como IC1 ou CAMP
(Smythe ef al., 1990; Smythe ef al., 1991; Thomas et al., 1990; Prescott et al., 1994). Isolados
agrupados em familias alélicas distintas se diferem: (a) quanto a seqiiéncia das regides
varidveis nao-repetitivas (blocos 2 e 4) que, no entanto, sdo bem conservadas entre os
membros de uma mesma familia alélica, e (b) quanto ao bloco central repetitivo polimorfico
(bloco 3). Os blocos repetitivos que integram a familia alélica FC27 sdo geralmente formados
por uma a quatro copias do motivo 32-mer, seguido por nenhuma a cinco copias de um
motivo 12-mer. Esses blocos repetitivos apresentam seqiiéncias relativamente conservadas
nessa familia, ainda que freqiientemente sejam encontradas muta¢des pontuais. Com poucas
excegoes (Kanunfre ef al, 2003) em isolados brasileiros, essa familia tem apresentado uma
copia do motivo 32-mer e duas a trés copias do motivo 12-mer (Sallenave-Sales et al., 2003;
Tonon et al.,, 2004). Em contraste, os alelos pertencentes a familia 3D7 apresentam maior
grau de diversidade nos motivos repetitivos ricos em GSA, os quais sdo altamente variaveis

em extensao (2-10 aminoacidos), seqiiéncias e numero de copias (Ferreira et al., 2007).
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Existem, portanto, no interior de uma mesma familia alélica, heterogeneidade de
seqliéncia e variagdes no numero de vezes em que oS motivos se repetem no gene, o que
contribui para uma extensiva diversidade génica de alelos e, conseqiientemente, para o escape
imunologico do parasito. Realmente, isolados africanos que deixam de apresentar o motivo
repetitivo de 32-mer, caracteristico da familia FC27, sdo pouco reconhecidos por anticorpos
provenientes de criancas africanas naturalmente expostas a malaria, sugerindo que a delecao
deste segmento pode ser um mecanismo de escape imune do parasito (Ranford-Cartwright et
al., 1996). Contudo, estudos relacionados a avaliacao da diversidade alélica dessa proteina e
ao status clinico da infeccdo indicam resultados conflitantes. Em algumas 4areas de
transmissdo intensa na Africa e Papua Nova Guiné, os alelos FC27 estiveram associados com
o intenso risco de malaria sintomatica (Engelbrecht et al., 1995; Ofosu-Okyere ef al., 2001),
enquanto em outras, ndo (Ntoumi ef al., 1995; Ntoumi et al., 2000; Cortés et al., 2004). Em
populagdes brasileiras expostas a reduzidos niveis de transmissdo, tém-se observado uma
limitada diversidade no gene msp-2 (Sallenave-Sales et al., 2000; Hoffmann et al., 2001;
Sallenave-Sales et al., 2003; Tonon et al., 2004), mas poucas especulagdes sobre tipo alelo e
status clinico da infec¢do tém sido realizadas. De qualquer forma, a limitada variagdo no
numero de seqiliéncias repetitivas desse gene parece afetar o reconhecimento de peptideos
MSP-2 por anticorpos adquiridos naturalmente (Kanufre ef al., 2003), o que pode representar
um eficiente mecanismo para evasdao imune do parasito.

Anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos situados no bloco central repetitivo
da MSP-2 mostram-se capazes de inibir a invasao dos eritrocitos pelos merozoitos, impedindo
o crescimento do P. falciparum in vitro (Epping et al., 1988; Ramasamy et al., 1990; Fenton
et al., 1991). “In vivo”, anticorpos IgG anti-PfMSP-2, naturalmente adquiridos por individuos
expostos a maldria em areas holoendémicas, sdo descritos como sendo potencialmente
protetores e predominantemente especificos para cada familia alélica (Al-Yaman et al., 1994;
Taylor et al., 1998). Estudos epidemioldgicos também mostram associagdes positivas entre a
presenca de anticorpos anti-MSP-2 (porg¢des repetitivas) € o desenvolvimento de imunidade
em areas hiperendémicas de Papua Nova Guiné (Al-Yaman et al., 1994 e 1995) e da Africa
(Metzger et al., 2003; Polley et al., 2006; Sarr et al., 2006).

Uma das caracteristicas marcantes da resposta imune contra a MSP-2, em populagdes
que habitam areas de alta endemicidade de malaria na Africa e na Papua Nova Guiné, ¢ o
amplo predominio de anticorpos IgGs entre as quatro subclasses de IgG (Taylor et al., 1995 e

1998; Ferrante & Rzepczyk, 1997; Aucan et al., 2000; Metzger et al., 2003; Polley et al.,
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2006, Sarr et al., 2006; Tongren et al., 2006). Nessas regides, alteracdes no perfil de
anticorpos anti-MSP-2 de IgG; para IgG; t€m sido correlacionadas com o tempo de exposi¢ao
a maléria e com o aumento de idade (Taylor ef al., 1998). Uma possivel explicagcdo para os
niveis elevados de IgGs observado para antigenos que representam essa proteina € que certos
epitopos de células B parecem ser conservados entre as familias alélicas, determinando uma
ampla rede de reatividade cruzada entre as variantes que integram essas familias (Felger et al.,
2003; Franks et al., 2003; Fluck et al., 2004). Contudo, essa polarizagao para IgG; parece
também ser modulada, de forma independente, pela natureza do antigeno, idade e grau de
exposic¢do do individuo ao antigeno (Tongren et al., 2006).

No Brasil, pais de baixa endemicidade, estudos prévios ndo demonstraram tendéncia
nitida ao predominio de IgGs o que torna clara a necessidade de novas pesquisas que tentem
esclarecer os fatores que determinam a distribuicao das subclasses de IgG em populagdo com

diferentes graus de exposicao.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Atuando por mecanismos distintos, os anticorpos mostram-se fundamentais para o
combate a infeccdo maldrica, justificando a importancia de seu estudo dentro de uma
abordagem terapéutica e/ou vacinal (Pleass & Holder, 2005). Assim, torna-se necessaria a
defini¢do de particulas antigénicas do parasito capazes de induzir a producao de anticorpos
potencialmente protetores quando empregadas em protdtipos vacinais (Good et al, 1998).
Apesar de existirem varios antigenos candidatos a vacina, os alvos precisos da imunidade
contra os plasmodios ainda ndo sdo conhecidos, ja que nenhuma das moléculas utilizadas em
protocolos de vacinagao foi capaz de induzir niveis satisfatorios de protecao.

Parte do insucesso observado em triagens vacinais tem sido atribuida a ocorréncia de
elevado polimorfismo nos antigenos utilizados. As duas principais proteinas de superficie de
merozoitos de P. falciparum, MSP-1 e MSP-2, ambas consideradas potenciais alvos da
reposta imunoldgica contra os estagios sanguineos do parasito (Good er al, 1998),
representam consideraveis exemplos de antigenos polimoérficos. Embora possuam motivos
conservados, ambas as proteinas contém regides repetitivas, responsaveis pela geracdo de
maior parte do polimorfismo. As regides polimorficas sdo geralmente imunodominantes e
proporcionam ao parasito um excelente mecanismo de evasdo imune (revisto por Ferreira et
al., 2004). O reconhecimento variante-especifico de regides polimorficas da MSP-1 e da
MSP-2 por anticorpos naturalmente adquiridos parece corroborar tal afirmagdo (revisto por
Ferreira et al, 2004). Um dos mecanismos propostos para explicar a contribuicdo das
repeticdes polimorficas para o escape imune do parasito, ¢ a capacidade desses motivos
estimularem respostas de anticorpos, independente do auxilio de células T (Schofield et al.,
1991). Esse fato explica, pelo menos em parte, a necessidade da exposi¢do continua do
individuo a um amplo espectro de parasitos geneticamente distintos para a aquisi¢do de
imunidade (Day & Marsh, 1991). Torna-se evidente, portanto, a necessidade de se ampliar os
estudos que caracterizam geneticamente as populagdes de parasitos circulantes em diferentes
areas geograficas, bem como o perfil e a fun¢do dos anticorpos naturalmente adquiridos.

De maneira geral, os fatores que determinam a ocorréncia de imunidade em regides de
transmissdo instavel e sazonal, como as que ocorrem no Brasil, permanecem por serem
caracterizados. Nas 4areas endémicas brasileiras, apesar de existirem evidéncias de
estabilidade genética nas populagdes de Plasmodium circulantes (Hoffmann ef al., 2001;

Sallenave-Sales, 2003), pouco se sabe sobre o seu papel na determinacdo de mecanismos
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associados a protecao antimalarica. A expressiva ocorréncia de casos assintomaticos da
infeccdo maldrica em variadas areas endémicas do pais apontam para a importancia de se
estudar a estrutura genética das populacdes de plasmodios circulantes nessas regides.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar os padrdes de diversidade genética
das proteinas MSP-1 e MSP-2 em isolados naturais de P. falciparum provenientes de duas
regioes endémicas brasileiras com distintos perfis de endemicidade (hipo e
mesoendémicidade). Além disso, avaliou-se a resposta de anticorpos IgG naturalmente
adquiridos e a expressdo clinica da doencga. Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) Investigar a ocorréncia de diversidade genética das proteinas MSP-1 e
MSP-2 em isolados de P. falciparum, e estabelecer inferéncias sobre a

estrutura genética da populagdo local de parasitos;

b) Avaliar a resposta de anticorpos IgG e/ou de seus isotipos especificos
dirigidos contra antigenos recombinantes que integram porgdes
conservadas e/ou polimorficas de duas proteinas do P. falciparum: blocos
2 (polimoérfico) e 17 (conservado) da MSP-1, e bloco 3 repetitivo da MSP-
2;

¢) Determinar a influéncia do grau de exposicao a infeccao sobre a modulacao

dos padrdes de resposta de subclasses anti-MSP-1 e/ou anti-MSP-2;

d) Correlacionar a ocorréncia de anticorpos variante-especificos anti-MSP-1 e
anti-MSP-2 de P. falciparum sobre a resposta de anticorpos e a expressao

clinica da doenga;

e) Investigar a influéncia de varidveis (idade, tempo de exposi¢dao em area
endémica, infeccdo atual e polimorfismos no receptor FcyRIla) na

distribuicdo de anticorpos IgG e seus isotipos anti-MSP-1 e anti-MSP-2.
f) testar, em um estudo longitudinal, a hipotese de clonal imprinting, ou seja,

se a exposi¢do a novas variantes antigénicas de MSP-2 induzem uma

resposta de anticorpos com novas especificidades.
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MATERIAL E METODOS

3.1 — Areas e populacoes de estudo
Neste estudo foram avaliados individuos provenientes de duas regides endémicas de
malaria localizadas em dois estados que integram a Amazonia Legal: Apiacés, no estado de

Mato Grosso (Figura 4) e Acrelandia, no estado do Acre (Figura 5).

3.1.1. Populacgdo de individuos provenientes de Apiacas-MT

A populagdo de individuos de Apiacés € proveniente de um estudo epidemiologico do
tipo corte transversal, conduzido em 1996 pelo Dr. Cor Jésus Fernandes Fontes (Universidade
Federal do Mato Grosso) em uma populagdo de 527 individuos. Apiacas ¢ uma regido de
garimpo localizada no extremo norte do estado de Mato Grosso, a aproximadamente 1000 km
da capital, Cuiaba. Esse municipio faz divisa com os estados do Pard e do Amazonas, sendo
parte da Bacia Amazonica (Figura 4).

Em 1996, a populacdo de Apiacéds constava de 7.598 habitantes, sendo constituida,
principalmente, por migrantes das regides nordeste, sudeste e sul do pais. A extracdo manual
de ouro (garimpo), uma das bases da economia deste municipio, era feita em duas localidades:
Garimpo Satélite e Garimpo Planeta. Nessa ¢poca, o Garimpo Satélite concentrava o maior
nimero de casos e de laminas positivas para maléria, sendo o Anopheles darlingi o principal
vetor associado a transmissdo da doenca. No ano de coleta do estudo, uma prevaléncia de
maléria de 17,3%, detectada pelo exame microscopico de gotas espessas somada a outras
caracteristicas clinicas dos individuos, permitiu classificar Apiacds como uma regido
mesoendémica para a transmissdo da doenca no pais. O acompanhamento clinico dos
individuos parasitados por um periodo minimo de 72 horas permitiu, ainda, a rara observagao
de casos sintomaticos e assintomaticos. Casos sintomaticos foram caracterizados,
principalmente, pela presenca de febre intermitente, dor de cabeca, anorexia e calafrios
(Fontes, 2001).

Em 2003, uma reavaliagdo parasitologica realizada em 497 individuos dessa
populacdo, usando-se a PCR para detecgdo e identificagdo dos parasitos, permitiu que fosse
redefinida a epidemiologia da maldria em Apiacas, sendo observada uma prevaléncia de
infeccdo malarica de 43,5%. Entre os casos diagnosticados, o P. falciparum foi a espécie

predominante, estando associado a 66% das infecgdes. De modo preocupante, 60% dos
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individuos infectados com essa espécie permaneceram assintomaticos apos o periodo de
acompanhamento clinico (Scopel, 2003; Scopel et al., 2004a).

Neste estudo, foi avaliada, dentre outros fatores, a ocorréncia da diversidade genética
de duas proteinas de superficie de merozoitos (MSP-1 e MSP-2) em isolados de P.
falciparum. Além disso, foi avaliada a resposta de anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 em
individuos que expressavam diferentes formas clinica da infec¢do (sintomadticos e

assintomaticos).

Figura 4: Mapa do estado de Mato Grosso focalizando a localizacdo do municipio de Apiacds na
drea endémica brasileira. Em detalhe as precdrias condicoes de moradia e trabalho dos garimpeiros

na regido.

3.1.2-Populacgdo de individuos provenientes de Acreldndia-Ac

Caracteristicas inerentes a area e a populacdo amostral proveniente o estado do Acre
encontram-se descritas em da Silva-Nunes et al., (2006) e Scopel et al., (no prelo).

A populagcdo de individuos avaliados nesta pesquisa € proveniente de um estudo
epidemioldgico longitudinal conduzido pelo Dr. Marcelo U. Ferreira (Universidade de Sao
Paulo) no Ramal do Gramada, extensao rural pertencente ao municipio de Acrelandia, entre
marco de 2004 ¢ maio de 2005. Acrelandia localiza-se a 112 km de Rio Branco e faz divisa

com os estados do Amazonas e de Ronddonia. E uma regido com elevada transmissdo de
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maléria, segundo IPAs provenientes dos anos de 2002 (IPA=104.2) (Costa et al., 2004) e
2004 (IPA~58.0) (Ministério da Saade, 2005). O principal vetor da doenca nessa regiao ¢ o
An darlingi.

Segundo o IBGE, em 2003 Acrelandia contava com uma populacdo de 8,697
habitantes, sendo constituida, principalmente, por migrantes das regides nordeste, sudeste e
sul do pais. Ao contrario de Apiacds, cuja economia baseava-se, principalmente no
extrativismo mineral, a atividade agropecudria e o extrativismo vegetal constituem a principal
economia da regido de Acrelandia (Figura 5).

Durante o periodo de estudo na area (margo de 2004 a maio de 2005), 466 individuos,
com idade entre 1 dia e 90 anos, foram entrevistados com o auxilio de um questionario
clinico-epidemioldgico previamente elaborado e testado. Esse questionario continha
informagdes sobre dados demograficos, socioecondmicos, migragdo, exposicdo a malaria,
bem como historia pregressa e intensidade de sintomas relacionados a maléria. Desse total,
399 individuos com idade > 5 anos foram considerados aptos a participarem do estudo; 356

tiveram amostras de sangue coletadas na linha de base da coorte.

e

AMAZONAS

Figura 5: Mapa do estado do Acre focalizando a localizacdo do municipio de Acrelindia. Em

detalhe as condicioes de moradia e trabalho (atividade agropecudria) da populagdo na regido.

Para estudo, aproximadamente 5 ml de sangue foram colhidos por pungdo venosa, em

tubos do tipo “Vacutainer” contendo anticoagulante (EDTA), para posterior realizagdo de
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gotas espessas, extracdo de DNA e obtencdo de plasma. As gotas espessas foram
confeccionadas utilizando-se cerca de 10 pl de sangue. Os esfregacos, apds serem corados
com Giemsa e secos ao ar, foram examinados por dois microscopistas experientes da
FUNASA-Acre. Para carater de diagnostico e para determinagdo da parasitemia, pelo menos
200 campos microscopicos em objetiva imersao (100X) foram analisados.

Dos individuos avaliados por microscopia e/ou PCR, 168 mostraram-se positivos para
P. falciparum ou P. vivax. Um tergo desse total estiveram infectados por ambas as espécies de
plasmodios. As manifestacdes clinicas comumente observadas no caso de infecgdes
sintomadticas foram: febre, mialgia, vomitos, dor de cabeca, dor abdominal, nduseas, calaftios,
sudorese e artralgia. Com base na intensidade, tais sintomas (com exce¢do da febre) foram
classificados como fracos, moderados ou intensos. Febre foi classificada como ausente, fraca
ou grave. A classificagdo quanto a intensidade dos sintomas seguiu os critérios previamente
de estabelecidos por Karunaweera et al., (1998).

O tratamento, quando realizado, seguiu as recomendagdes impostas pelo Ministério da
Satde, sendo: (a) cloroquina e primaquina nos casos de infec¢do por P. vivax e (b) mefloquina
ou quinina-doxiciclina (e primaquina nos casos de presenca de gametdcitos) para P.
falciparum (Ministério da Saude, 1995).

Somente infec¢des (simples ou mistas) envolvendo o P. falciparum foram

selecionadas para o presente estudo.

3.2- Antigenos utilizados nos ensaios imunoenzimaticos

3.2.1- Antigenos derivados da MSP-1

Antigenos que representam a regido C-terminal (bloco 17 conservado) e regido N-
terminal (bloco 2 polimorfico) da MSP-1 do P. falciparum foram utilizados no presente
estudo para a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos. Como representante do bloco
conservado foi utilizado o antigeno recombinante PfMSP-19 expresso em levedura
Saccharomyces cerevisae. Essa proteina representa a familia alélica Wellcome da cepa FVO
do parasito. Esta proteina nos foi gentilmente cedida pelo Dr David C. Kaslow (USDA).

Para a determinagdo do perfil de reposta dos isotipos de imunoglobulinas G dirigidos
ao bloco 2 polimorfico da PfMSP-1 foram utilizados os antigenos recombinantes MAD20,
3D7 e RO33 pertencentes, respectivamente, as familias alélicas MAD20, K1 e RO33. Estas

proteinas foram expressas em Escherichia coli em fusdo com o gene da glutationa S-
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transferase de Schistosoma japonicum (GST) e por esta razdo, fez-se necessario a utilizacao
da GST como controle dos ensaios imunoenzimaticos. Estas proteinas nos foram gentilmente

cedidas pelo Dr. David R. Cavanagh (University of Edinburg, Londres).

3.2.2- Antigenos derivados da MSP-2

Antigenos recombinantes que representam as familias alélicas FC27 e 3D7 da MSP-2 do
P. falciparum foram utilizados para avaliacdo da resposta imune nas duas populagdes de
estudo.

Como representantes da familia alélica FC27 foram utilizados os antigenos variantes
FC27 e S20, enquanto as variantes FUP/CP, 3D7, 25 e AMSS5 representaram a familia alélica
3D7. Essas proteinas foram expressas em Escherichia coli em fusdo com o gene da glutationa
S-transferase de Schistosoma japonicum (GST) e por isso foi utilizado o antigeno GST como
controle dos ensaios imunoenzimaticos. Esses antigenos foram produzidos e gentilmente

cedidos pelo Dr. Marcelo U. Ferreira (USP).

3.3- ELISA para detecgdo de IgG e seus isotipos (IgG,, IgG,, IgG; e IgGy)

As concentracdes dos diferentes antigenos recombinantes que representam a MSP-1 e
a MSP-2 do P. falciparum foram utilizados conforme padronizacdo prévia (Silveira et al.,
1999; Tonhosolo et al., 2004; Braga et al., 2002). Todas as amostras de soros foram testadas
em duplicata.

Placas de ELISA de fundo chato (Nunc Maxisorp, Denmark) foram sensibilizadas a
4°C por 18 horas com 50uL/pogo dos antigenos diluidos em tamp@o carbonato bicarbonato-
pH9.6 (0,05 e 0,1ug/poco para os antigenos derivados da MSP-1/GST e MSP-2/GST,
respectivamente). A seguir, as placas foram bloqueadas com leite desnatado diluido em PBS-
Tween 0,05% por 60 minutos a 37°C. Apds serem lavadas quatro vezes, 0s Soros testes
(diluig@o: 1:50 para MSP-1,9 e 1:100 para os demais antigenos) foram adicionados as placas,
seguindo-se nova incubagdo por 60 minutos a 37°C. Para a detecgdo de IgG total, apos quatro
lavagens sucessivas, as placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IgG humana
ligado a peroxidase (Sigma Chemical Company, St Louis, USA) na diluicdo de 1:2000. A
seguir, um substrato apropriado (OPD 0,IM em tampao citrato pH 5,0) foi adicionado as
placas seguindo-se nova incubagdo a 37°C durante 20 minutos. A reagdo foi interrompida

através da adicao de 30ul/poco de acido sulfurico (H,SO4 1:20) seguindo-se, entdo, leitura a
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490nm em leitor automatico de ELISA (Biorad, USA) para determinagao da densidade optica
(DO).

Para determinacdo dos isotipos especificos, apds incubacdo com soros testes,
anticorpos monoclonais (IgG a isotipos humanos — SIGMA Chemical Company, USA,
produzido em camundongos) foram adicionados as placas nas seguintes dilui¢des: 0,14uL/mL
para o clone SG-16 (anti-IgGy); 0,1uL./mL para o clone HP-6014 (anti-IgG,); 0,5uL/mL para
o clone HP-6050 (anti-IgGs) e 0,1uL/mL para o clone HP-6025 (anti-IgG4). Apds incubacao
as placas foram lavadas quatro vezes e um segundo anticorpo monoclonal anti-IgG ligado a
peroxidase (Life Tecnologies, GIBCO, BRL) diluido 1:2000 foi adicionado as mesmas.
Segui-se entdo, adicdo do substrato e leitura conforme descrito anteriormente.

Para os antigenos que representam o bloco 2 da MSP-1 e o bloco repetitivo da MSP-2
as absorbancias obtidas para cada amostra teste foram subtraidas das leituras com o antigeno
controle (GST). A seguir, os valores médios de absorbancias foram ajustados para indice de
reatividade (IR) dividindo-se a absorbancia obtida pelo valor de “cut-off” para cada antigeno
testado. Amostras com IR>1 foram consideradas positivas.

Soros controles de individuos ndo expostos a malaria foram utilizados para
determinagdo do limite de positividade para cada subclasse (“cut-off”), definido como a

média das absorbancias acrescida de trés desvios padrao (X+3dp).

3.4- Obtencao de DNA para determinacdo do genotipo do receptor humano de
imunoglobulinas FcyRIla e para ensaios de tipagem molecular dos genes

msp-1 e msp-2 de P. falciparum

A determinagdo do gendtipo do receptor humano de imunoglobulinas FcyRlIla e da
diversidade genética dos isolados de P. falciparum provenientes de Apiacas foi realizada
utilizando-se amostras de DNA obtidas de sangue conservado em papéis filtro conforme
previamente descrito (Scopel ef al., 2004b). Para os estudos de tipagem molecular de isolados
de parasitos provenientes de Acrelandia, amostras de DNA foram obtidas diretamente de
sangue total utilizando-se kit comercial para purificagdo de DNA gendmico (Wizard®

Genomic DNA Purification-Promega Corporation, Madson, W1, USA).
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3.4.1- Obtencdo de DNA genomico a partir de sangue coletado em papel
filtro

Brevemente, papéis filtro contendo as amostras de sangue foram picotados e colocados
em tubos de microcentrifuga devidamente identificados. A cada tubo foi adicionado 250uL de
tampao de lise (NaCl 50mM, Tri-HC1 50mM pH 7.4, EDTA 10mM, Triton X-100 1% (V/V)
e 200pg/mL de proteinase K) sendo 0 mesmo mantido em banho-maria a 60°C por 18h. As
amostras foram, entdo, submetidas a extracdo fenol-cloroformio/cloroformio-alcool
1soamilico, precipitadas com etanol e suspendidas em 30uL de 4dgua estéril (Sigma Chemical
Company, St Louis, USA). A seguir, as amostras de DNA foram estocadas a —20°C até o

momento de uso.

3.4.2. Obtencdo de DNA genomico a partir de sangue total

A extracdo de DNA a partir de sangue total foi realizada utilizando-se o kit GFX
genomic blood DNA purification (Amersham Pharmacia Biotech, Piscatway, NIJ).
Rapidamente, tubos de microcentrifuga contendo 200 a 300uL de sangue foram incubados
com 300uL de uma solugdo de lise celular e 1,5uL de solugdo de Rnase A (4mg/ml) a 37°C
em banho—maria por 15 minutos. A seguir, 100uL de solucdo de precipitagdo de proteina
foram acrescentados a cada tubo sendo os mesmos homogeneizados e centrifugados a
13.000g- 16.000g por 3 minutos.

Ap0s o sobrenadante ter sido coletado em tudos devidamente identificados, adicionou-
se 300uL de isopropanol. Os tubos foram invertidos cerca de 30 vezes e centrifugados por 1
minuto a 13.000g-16.000g. A seguir, o isopropanol foi removido por inversdo em papel
absorvente acrescentando-se aos mesmos 300uL de etanol 70% para a lavagem do sedimento
e remocao de tragos de sal. As amostras foram, entdo, novamente centrifugados por mais 1
minuto a 13.000g-16.000g. Cerca de 15 a 30 minutos apds o etanol ter sido desprezado, o
DNA foi ressuspenso em uma solucdo de rehidratagdo (10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM
EDTA, pH 8,0) ¢ mantidos a —20°C até o momento de uso.

3.5 - Determinacdo do polimorfismo no receptor FcyRIla

O polimorfismo no receptor FcyRIla foi determinado usando-se o método de digestdo

por enzima de restri¢ao alelo-especifica como descrito por Jiang et al. (1996).
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Os oligonucleotideos utilizados para esse estudo amplificam especificamente o gene
que codifica o receptor FcyRIla e ndo os genes altamente homodlogos FcyRIIb e FcyRlIlc.
Foram eles: 5°- GGG AAA TCC CAG AAA TTC TCG C-3’ (direto) e 5°- CAA CAG CCT
GAC TAC CTA TTA CGC GGG-3’ (reverso). O iniciador direto vem do exon que codifica o
segundo dominio extracelular do cddon 131 e termina imediatamente na extremidade 5’ do
sitio polimorfico. Ele contém uma tnica substituicdo nucleotidica (sublinhado) na qual
introduz um sitio da enzima de restricdo BstUI (5’-CGCG-3’) dentro do produto da PCR
quando o proximo nucleotideo ¢ G, mas nao quando o proximo nucleotideo € A. O iniciador
reverso esta localizado no intron (5’-3’) e contém duas substituigdes nucleotidicas
(sublinhado) na qual introduz um sitio obrigatério de BstUI dentro de todo produto da PCR
que usa este iniciador. Isto serve para introduzir um controle interno para o sucesso da

digestdo por BstUI

3.5.1- Amplificagdo por PCR

A amplificagdo por PCR foi realizada em uma mistura de reagdo de 100 uL contendo:
S5uL de DNA gendmico, 200 pmoles de cada iniciador, 100 uM de cada ANTP, 150 mM de
MgCl,, 50 mM de KCI, 10 mM de tris-HCI (pH 9.0), 0,1% Triton X-100 e 1,7 U de tagq
polimerase. A mistura de reagdo foi incubada por 5 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos de
94° C por 15 segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 40 segundos, € um ciclo de 72° C
por 10 minutos. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 3% (p/v) na
presenca de brometo de etideo. O resultado ¢ um produto de 366pb que contém um sitio
introduzido de BstUI na regido 3’ e um potencial sitio de BstUI na regido 5° dependendo do

polimorfismo do gene.

3.5.2- Digestdo do produto da PCR com enzima de restri¢do

O produto amplificado foi digerido em uma mistura de reacdo contendo 10 pL do
produto da PCR, 10 U da enzima de restricdo BstUI (Promega Corporation, Madson, WI,
USA) e tampdo de reagdo correspondente. As amostras foram incubadas overnight a 60° C ¢
analisadas por eletroforese em gel de agarose 3% (p/v) corados com brometo de etideo. O
padrdo dos fragmentos de DNA observados ap6s a digestdo ¢ definido da seguinte forma: um

fragmento de ~322pb para o gendtipo FcyRIla-R/R"'; um fragmento de ~343pb para o

FcyRIIA-H/H"' e ambos os fragmentos para o gendtipo FeyRITa-H/R"'.
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3.6 — Tipagem molecular do bloco 2 da MSP-1

As seqiiéncias dos iniciadores e o protocolo da PCR utilizado para a tipagem do bloco
2 variavel sdo aqueles descritos por Ferreira et al. (1998b) e Kaneko et al. (1997).

O procedimento de tipagem do bloco 2 utilizando a amplificagdo pela PCR dupla pode
ser resumido como se segue. O protocolo baseia-se em duas reagdes seqiienciais de
amplificagdo (PCR dupla). A primeira empregou os iniciadores comuns CIF: 5’-AAC TAG
AAG CTT TAG AAG ATG CAG-3’ (direto) e C3R: 5’-ACA TAT GAT TGG TTA AAT
CAA AGA G-3’) (reverso), enquanto a segunda amplificagdo foi realizada em trés tubos de
reagOes individuais contendo o iniciador reverso comum, C3R, ¢ um dos iniciadores diretos
tipo-especifico, M2F: §°- GGT TCA GGT AAT TCA AGA CGT AC -3’ (para o alelo
MAD?20), K2F: 5°- TCT TAA ATG AAG AAG AAA TTA CTA CAA A -3’ (para o alelo
K1), ou R2F: 5’- TAA AGG ATG GAG CAA ATA CTC AAG T -3’ (para o alelo RO33).

A maior vantagem desta estratégia ¢ a possibilidade de tipar diferentes populagdes de
parasitos presentes em infec¢des mistas (Kaneko et al., 1996).

O DNA molde (5 uL de DNA extraido ou 1 pL do produto da primeira reagao diluido
40X em agua miliq estéril) foi amplificado em um volume final de 25 uL na presenca de 100
uM de cada ANTP (Pharmacia Biotech), 10 pmoles de cada iniciador (0,4 uM), 0,8 unidades
de Taq polimerase (Pharmacia) e tampao 10X suplementado pelo fabricante.

Todas as reagdes foram realizadas em termociclador Techne Genius (Techne,
Cambride, England). A mistura de reagdo foi incubada por 5 minutos a 95° C, seguido, na
primeira reagdo, por 3 ciclos de 94° C por 30 segundos, 56° C por um minuto e 72° C por um
minuto, entdo foram 40 ciclos (1° reagdo) e 18 ciclos (2° rea¢do) de 94° C por um minuto, 56°
C por um minuto ¢ 72° C por um minuto, seguidos de um ciclo final de 72° C por 10 minutos.
Uma amostra de 10puL do produto da segunda reagcdo de PCR foi submetida a eletroforese em
gel de agarose 1% (Gilbco BRL, Gaithersburg, MD) na presenca de brometo de etideo (0,5
mg/ml — Gilbco BRL).Nas tabelas abaixo encontram-se descritas as seqiiéncias dos

iniciadores empregados para a tipagem molecular do gene msp-1 e o tamanho dos fragmentos

obtidos:

Iniciador Seqiiéncia (5°-3°) Especificidade
CIF AAC TAG AAG CTT TAG AAG ATG CAG Comum

C3R ACA TAT GAT TGG TTA AAT CAA AGA G Comum

K2F TCT TAA ATG AAG AAG AAATTACTACAA A Tipo K1

M2F GGT TCA GGT AAT TCA AGA CGT AC Tipo MAD20
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R2F TAA AGG ATG GAG CAA ATACTCAAGT Tipo RO33

Bloco Iniciador direto Iniciador reverso Tipo Alélico Tamanho (pb)
K2F C3R Tipo K1 264-390

2-3 M2F C3R Tipo MAD20 154
R2F C3R Tipo RO33 270

3.7- Sequenciamento direto do bloco 2 da MSP-1

O fragmento de cerca de 300pb do gene da PfMSP-1, compreendendo o final 3’ do
bloco 1, toda a extencdo do bloco 2 e o final 5 do bloco 3 desta proteina, foi amplificado por
meio de uma PCR usando os iniciadores C1F e C3R como descrito (Ferreira ef al., 1998b).

Produtos da PCR foram seqiienciados diretamente com o iniciador C1F usando o kit
de seqlienciamento ThermoSequenase Cy5.5 Dye Terminator (Amersham Pharmacia
Biotech). Os produtos da reagdo de seqiienciamento foram analisados no SEQ 4X4 Personal
Sequencing System (Amersham Pharmacia Biotech). As seqiiéncias obtidas foram entdo

comparadas com aquelas encontradas no GenBank database.

3.8 — Tipagem molecular do bloco central repetitivo da MSP-2

O protocolo para tipagem molecular do gene msp-2 nos isolados de P. falciparum
provenientes de Acrelandia foi realizado conforme descrito previamente por Felger et al.
(1999). O protocolo utilizado baseou-se na amplificacdo do DNA por PCR dupla e digestao

com enzima de restri¢ao.

3.8.1- Amplificacdo da MSP-2 por meio de PCR dupla

O protocolo de PCR para amplificagdo do gene msp-2 baseou-se em duas reagdes
seqiienciais. Na primeira reacao foram utilizados os iniciadores O3: 5’-GAA GGT AAT TAA
AAC ATT GTC-3’ (direto) e 02: 5°-GAG GGA TGT TGC TGC TCC ACA G-3’ (reverso),
enquanto na segunda utilizou-se os iniciadores P3: 5°-GAG TAT AAG GAG AAG TAT G-3’
(direto) e P4: 5°-CTA GAA CCA TGC ATA TGT CC-3’(reverso). Ambos os pares de
iniciadores tém como alvo seqiiéncias conservadas nos blocos 1 a 5. A mistura para a PCR
(volume final de 50uL) incluiu SuL do DNA extraido ou 3uL do produto da primeira reacao,
0,5uM de cada iniciador (primeira e segunda reacdo), 250uM de cada ANTP (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), 0,8 unidades de Taq polimerase e tampao taq 1X
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(Phoneutria, BH) e 0,5mM de MgCl, . Tanto para a primeira quanto para a segunda reagao a
amplificacio do DNA constou de um ciclo a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos a
94°C por 30 segundos, 55°C por 2 minutos ¢ 70°C por 2 minutos, ¢ uma extenséo final a 72°C
por 7 minutos. Dez microlitros do produto proveniente da segunda reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5% (Gilbco BRL, Gaithersburg, MD) corado com brometo
de etideo (0,5mg/mL- Gilbco BRL, Gaithersburg, MD). O fragmento de DNA proveniente
dessa amplificagdo apresentou ~380 a 740 pb.

3.8.2- Digestdo do produto de PCR com enzima de restrig¢do

Para a definicdo da familia alélica (FC27 ou 3D7) presente nos isolados avaliados,
10uL do produto amplificado foi digerido em uma mistura contendo 10U da enzima de
restricdo Hinfl (Promega Corporation, Madson, WI, USA), tampao de rea¢do correspondente
(2uL) e BSA (0,2uL). As amostras foram incubadas a 37°C em banho-maria por duas horas e
analisadas em gel de poliacrilamida 10% corado com brometo de etideo (0,5mg/mL- Gilbco
BRL, Gaithersburg, MD). Os isolados pertencentes a familia alélica FC27 apresentaram dois
fragmentos: um de 137 e outro de 115bp, respectivamente. Em contraste, isolados tipo 3D7
apresentaram dois fragmentos com 70 e 108pb, respectivamente. Infeccdes multiplas com
parasitos portando as duas familias alélicas foram identificadas pela presenca de ambos os

padrdes de restricao (Felger et al., 1999).

3.9 - Anadlise dos Dados

Para analise dos dados foram utilizados os programas estatisticos Epi-Info versao
6.03d (Centro de Controle e Prevencao a Doencas, Atlanta, GA) e SPSS versao 13.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL).

O teste do x2 e o teste de McNemar foram utilizados para comparar prevaléncias
enquanto, a Anélise de Varidncia (ANOVA), Wilkoxon ou Mann-Whitney foram utilizados
para comparar indices de reatividade de anticorpos obtidos para cada antigeno (PfMSP-1 e
PfMSP-2) dentro e entre determinados grupos.

O modelo de regressdo linear multipla foi utilizado para avaliar o efeito independente
de determinadas variaveis na polarizagao de IgG.

Os coeficientes de Pearson’s e Spearman’s foram utilizados para checar a correlagao

entre anticorpos IgG anti-PfMSP-2 obtidos para os antigenos testados. Escores relativos a
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intensidade de sintomas foram comparados entre os diferentes grupos de individuos
utilizando-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney U. O teste de Somer’s d foi utilizado
para avaliar a relagdo entre intensidade de sintomas e variaveis tais como, niveis de
parasitemia, idade, tempo de residéncia em area endémica.

Para todos os testes utilizados definiu-se um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Os resultados encontram-se descritos em artigos publicados ou aceitos para
publicagdo em revistas indexadas, os quais estdo disponiveis em arquivos tipo pdf

enumerados conforme abaixo:

1- SCOPEL, K. K. G., FONTES, C. J. F., FERREIRA, M. U., BRAGA, E. M.
Plasmodium falciparum: 1gG subclasses antibody response to merozoite
surface protein-1 among Amazonian gold miners, in relation to infection status

and disiase expression. Experimental Parasitology, 109:124-134, 2005.

2- SCOPEL, K. K. G., FONTES, C. J. F., FERREIRA, M. U., BRAGA, E. M.
Factors associated with immunoglobulin G subclass polarization in naturally
acquired antibodies to Plasmodium falciparum merozoite proteins: a cross-

sectional survey in Brazilian Amazonia. Clinical and Vaccine Immunology,

13:1-4, 2006.

3- SCOPEL, K. K. G., da SILVA-NUNES, M., MALAFRONTE, R. L., BRAGA, E.
M., FERREIRA, M. U. Variant-specific antibodies to merozoite surface protein
2 (MSP-2) and clinical expression of Plasmodium falciparum malaria in rural

Amazonians. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 2007;

no prelo

4- BRAGA, E. M., SCOPEL, K. K. G., KOMATSU, N. T., da SILVA-NUNES, M.,
FERREIRA, M. U. Polymorphism of the Fcy receptor IIA and malaria morbity.
Journal of Molecular and Genetic Medicine, 1:5-10, 2005.
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DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias de controle de maldria atualmente utilizadas ndo t€ém se mostrado
eficazes em locais que apresentam condi¢des ambientais, econOmicas e sociais favoraveis a
propagacdo da doenca, haja vista as elevadas taxas de morbidade e mortalidade atribuidas,
anualmente, a maléria falciparum. Além disso, a constante emergéncia de cepas de
plasmodios resistentes aos antimaldricos convencionais, aliada a crescente descricdo de
linhagens de anofelinos resistentes aos inseticidas, tem justificado a incessante busca por uma
vacina antimalarica eficaz. Com tal propdsito, varios prototipos envolvendo diferentes
moléculas imunogénicas de varios estdgios evolutivos dos plasmddios ja foram testados
(Doolan et al., 2003), em sua maioria, em regioes de elevada endemicidade de onde, também,
provém a base dos conhecimentos adquiridos sobre a historia natural da doenca. Entretanto,
os resultados obtidos at¢ o momento demonstram uma baixa eficacia dessas moléculas na
indugdo de proteg¢do, o que constitui um dos principais obstidculos ao desenvolvimento de
vacinas.

As explicagdes para os insatisfatorios resultados vacinais se devem, em parte, a
ocorréncia de polimorfismos nos genes que codificam as diferentes proteinas utilizadas como
imunogenos (Miller et al., 1993). A imunidade induzida por proteinas de superficie de
merozoitos, MSP-1 e MSP-2, por exemplo, tem sido mais eficiente contra a reinfeccdo por
parasitos homologos (Darko ef al., 2005; Genton et al., 2002). Além disso, estudos soro-
epidemiologicos tém evidenciado que anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 sdo capazes de
discriminar entre variantes antigénicas que integram familias alélicas distintas (Cavanagh et
al., 1998; Cavanagh & McBride, 1997; Ekala et al., 2002).

Reconhecendo a importancia do polimorfismo antigénico na determinagdo da resposta
imune protetora, além da escassez de dados sobre a imunidade naturalmente adquirida em
areas de transmissdo reduzida e instdvel, no presente estudo investigou-se a diversidade
genética nos genes que codificam regides conservadas e/ou polimorficas de duas proteinas de
P. falciparum candidatas a vacina: MSP-1 e MSP-2. Além disso, foram avaliadas as respostas
de anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 e sua contribuigdo na expressdo clinica da infec¢ao
em individuos provenientes de duas regides endémicas na Amazdnia brasileira. Apesar das
duas regides geograficas apresentarem caracteristicas populacionais, demograficas e de
endemicidade distintas, casos assintomaticos da infec¢do pelo P. falciparum foram

observados em ambas. O estudo dessas duas populagdes constituiu, portanto, uma excelente
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oportunidade para se avaliar os fatores e possiveis mecanismos humorais associados a
aquisicdo de imunidade em regides de baixa a moderada transmissdo com carater instavel e

sazonal.

5.1 — Diversidade genética da MSP-1 e MSP-2 de P. falciparum

A historia natural da malaria ¢ bem caracterizada em 4reas hiperendémicas com
predominio de infec¢des por P. falciparum. Nesses locais, a imunidade clinica adquirida ¢
geralmente observada entre individuos adultos, mas raramente entre criancas € jovens. A
extensiva diversidade observada nos antigenos plasmodiais constitui uma explicagdo aceitavel
para a lenta aquisicdo de imunidade clinica contra a maléria naquelas regides (Day & Marsh,
1991). Além disso, deve-se considerar que em locais de transmissdo elevada e estavel, o
intenso fluxo e a rapida flutuagdo temporal de parasitos geneticamente distintos sdo fatores
que interferem na aquisi¢ao de imunidade (Daubersies et al., 1994; 1996; Eisen et al., 1998).
Em contraste, em locais com instabilidade de transmissdo, a baixa prevaléncia da doenca
parece constituir um fator limitante para o desenvolvimento de imunidade (Vinetz et al.,
2002). Entretanto, a ocorréncia de casos de infec¢des assintomaticas entre individuos
residentes em dreas endémicas brasileiras tem sido recentemente descrita (revisto por Coura et
al, 2006), inclusive, por nosso grupo (Fontes, 2001; Scopel, 2004; Scopel et al., 2004).

Considerando o perfil epidemioldgico da maldria no Brasil, e sabendo que a
variabilidade genética de populacdes de Plasmodium tende a assumir papel central nos
mecanismos de evasdo imune, uma provavel explicacdo para a aquisicdo de imunidade em
regides de transmissdo instavel seria a restrita diversidade e/ou estabilidade no repertorio de
variantes genéticas em populacdes locais de parasitos.

Neste trabalho, essa hipotese pdde ser testada entre individuos residentes em duas
areas distintas da Amazonia com infecgdes por P. falciparum apresentando auséncia ou
reduzida intensidade de sintomas clinicos. Este estudo se baseou, sobretudo, na tipagem
molecular e/ou seqiienciamento de genes do parasito que codificam a MSP-1 (bloco 2) e a
MSP-2 (bloco 3). Em Apiacés, onde casos de infeccdes assintomaticas foram previamente
descritos (Fontes, 2001; Scopel, 2004), foi observada a distribui¢do similar das familias
alélicas de MSP-1 (MAD20, K1 ¢ RO33). Entre os isolados seqiienciados, sete diferentes
haplotipos foram detectados, sendo dois exclusivos do estado de Mato Grosso em comparagao

aqueles previamente caracterizados no estado de Rondonia (Ferreira et al, 2003). Cabe
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ressaltar, ainda, que nenhuma associacdo foi estabelecida entre familia alélica, haplotipo,
presenca ou auséncia de sintomas clinicos. Além disso, entre os isolados seqiienciados nao se
observou a ocorréncia de haplotipos hibridos. Haplotipos hibridos resultam da fertilizagao
cruzada e da recombinagdo meidtica entre gametas pertencentes a familias alélicas distintas, e
somente ocorrem no mosquito vetor (Snewin et al., 1991; Irion et al., 1997). Contudo, apesar
da elevada freqiiéncia de genotipos mistos em algumas regides endémicas (Daubersies ef al.,
1996, Babiker et al, 1997; Sallenave-Sales et al., 2003), formas alélicas hibridas t€ém sido
raras na natureza correspondendo, por exemplo, a aproximadamente 7% das seqiiéncias de
MSP-2 depositadas no GenBank (Hoffmann et al., 2001).

Semelhante ao observado em outra regido com reduzida transmissdo de malaria na
América Latina (Tami et al., 2002), baixa diversidade genética também foi verificada para o
bloco 3 da MSP-2 no estudo longitudinal conduzido em Acrelandia-Ac. Entre os isolados
avaliados, nenhuma diferenca significativa foi observada na distribui¢do das familias alélicas
FC27 e 3D7. Além disso, tais alelos parecem ndo interferir na presenca ou intensidade dos
sintomas apresentados pelos individuos infectados. Os resultados obtidos nesta pesquisa
corroboram as observacdes de Cortes e colaboradores (2004) na Papua Nova Guiné (Cortes et
al., 2004) mas, contradizem estudos realizados em outras regides, como Senegal (Scherf et
al., 1991), Gabao (Ekala et al., 2002; Kun et al., 1998), Papua Nova Guiné¢ (Engelbrecht et
al., 1995) e Tanzania (Magesa et al., 2002), onde determinadas familias alélicas estiveram
associadas a doenga clinica. O elevado grau de polimorfismo evidenciado nos motivos
repetitivos de determinadas familias alélicas, tais como 3D7, pode explicar esses achados,
como sugerido por Ferreira & Hartl, 2006.

Vérios outros fatores também podem estar relacionados a reduzida diversidade
genética observada nos isolados de parasitos avaliados. A limitada flutuacdo e/ou introdugao
de cepas de parasitos geneticamente distintos, interferindo na ocorréncia de recombinacao
meidtica no mosquito vetor, tém sido sugeridas (Sakihama et al., 2007). Muitos estudos
indicam que a diversidade genética e a extensdo dos eventos de recombinacdo meiodtica no
gene msp-1 sejam mais pronunciadas em areas de transmissdo intensa (Scherf et al., 1991;
Felger et al, 1994; apud Tanabe et al,). Contudo, estudos conduzidos em dareas com
reduzidos niveis de transmissdo demonstraram elevada diversidade tanto do gene msp-1
quanto do gene msp-2 (Babiker et al, 1991; Ferreira et al., 1998b; Paul et al., 1998;
Zwetyenga et al., 1998; Sakihama et al., 2006). Se for considerado, entdo, que os eventos de

recombinacdo meidtica ocorrem menos freqiientemente em regides com reduzida
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endemicidade, pode-se pressupor que outros mecanismos sejam responsaveis pela elevada
variabilidade genética em populagdes de plasmodios que circulam em determinadas regides
de transmissado reduzida.

A ocorréncia de diversidade em populagdes naturais de P. falciparum também ¢
favorecida pela presenga de alelos distintos pertencentes a uma mesma familia infectando um
mesmo individuo (Babiker et al., 1994; Sakihama et al., 2001). Embora essa questdo nao
tenha sido abordada neste estudo, em outras regides endémicas brasileiras, como Ariquemes e
Porto Velho, o nimero médio de alelos/isolado foi reduzido, variando de 1,1 a 1,3 para o
bloco 2 da MSP-1 e para o bloco 3 da MSP-2 (Sallenave-Sales et al., 2000; Sallenave-Sales et
al., 2003). Em outras regides com perfil epidemiologico semelhante, como a Guiana Francesa,
o niamero médio de alelos/individuo foi cerca de 1,0, tanto para a MSP-1 quanto para MSP-2
(Ariey et al., 1999). Em contraste, em regides de elevada endemicidade, tais como Vietna e
Pangui, na Colombia, o numero médio de alelos MSP-1 e MSP-2 foi relativamente maior,
variando de 1,8 a 2,4 por individuo (Weisman et al, 2001; Gomez et al., 2002,
respectivamente).

No Senegal, area mesoendémica, o niimero médio de alelos MSP-1 e MSP-2 foi
menor entre isolados de individuos assintomaticos (1,5 alelos/isolado) quando comparado aos
1solados provenientes de pacientes sintomaticos (2,3 alelos/isolado) (Zwetyenga et al., 1998).
Em um estudo semelhante na Tanzania, o numero médio de alelos observados entre
individuos assintomaticos e sintomaticos foi de 2,4 e 3,4, respectivamente (Bereczky et al.,
2007). E interessante observar que individuos assintomaticos que possuem somente um clone
de parasitos apresentaram maior risco de tornarem-se sintomdticos quando comparados
aqueles que possuem infecgdes alélicas mistas (2-3 clones) (Bereczky ef al., 2007). A redugao
no numero de alelos em individuos assintomaticos também tem demonstrado correlagao
inversa com o fator idade (Ntoumi et al., 1995). Esses dados corroboram a hipdtese de que a
reduzida propor¢ao de alelos por individuo pode contribuir para o desenvolvimento de
imunidade em regides de baixa transmissdo por limitarem a geragdo de novas variantes
antigénicas. Contudo, outros estudos tornam-se necessarios, ja que uma maior freqiiéncia de
alelos geneticamente distintos tem sido descrita em individuos assintomaticos em outras
regides (Daubersies ef al., 1996; Babiker et al., 1997; Farnert et al., 1999; Ekala et al., 2002).

Um ponto que merece discussao refere-se a intensa migracao de populagdes humanas,
caracteristica de areas de garimpo e de mineragdo, que pode ser considerada um fator gerador

de diversidade por permitir a introducdo de novos alelos em uma dada regido. Dado o restrito
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repertorio de variantes alélicas na regido de Apiacds, a intensa flutuagdo populacional pode ter
propiciado a maior exposi¢ao dos individuos as variantes locais, contribuindo, assim, para a
determinagdo do status imune verificado entre os garimpeiros que fizeram parte deste estudo.
Em suma, os dados apresentados nesta pesquisa contribuem para o maior
conhecimento da estrutura genética das populagdes de plasmoédios circulantes no Brasil,
confirmando a ocorréncia de um repertorio restrito de variantes antigénicas nas areas
endémicas brasileiras (Da Silveira et al, 1999; Sallenave-Sales et al., 2003), o que pode

justificar os casos de infecgdes assintomaticas descritos neste e em outros estudos prévios.

5.2 — Reconhecimento imune de MSP-1 e MSP-2 de P. falciparum

A distribuicao de subclasses de IgG especificas contra diferentes antigenos de formas
assexuadas de Plasmodium e suas implicagdes na aquisicdo de imunidade anti-doenca em
areas de transmissdo instdvel de malédria ndo se encontram definidas. Sugerida a restri¢ao
génica das populagdes de plasmodios no Brasil, foi definida como meta a determinagdo dos
perfis de respostas de anticorpos contra antigenos de blocos polimérficos (bloco 2/3D7,
MAD20 e RO33) e conservados (PfMSP-1,9) da MSP-1 de P. falciparum. Além disso,
pretendeu-se correlacionar esses perfis ao status clinico da infeccdo apresentada pelos
individuos de Apiacéds. Nenhuma correlacdo pode ser estabelecida entre niveis de anticorpos
citofilicos, IgG; e IgGs, e os grupos de individuos categorizados de acordo com a presenca ou
auséncia de infecgdo patente (infectados e ndao-infectados) e presenca ou auséncia de sintomas
clinicos (assintomaticos e sintomaticos). Além disso, a distribuicdo das subclasses de IgG
especificas, independente do antigeno avaliado, ndo se apresentou associada ao grau de
exposicao a malaria. Esses dados contrariam um estudo anterior conduzido por nosso grupo
nessa mesma area (Braga et al., 2002), onde niveis elevados de anticorpos IgG; anti-PfMSP-
1,9 estiveram associados a auséncia de sintomas. Um aspecto que diferencia os dois estudos ¢
que, no primeiro, o critério para se determinar infeccdo por P. falciparum foi a presenca do
parasito exclusivamente pelo método de gota espessa, enquanto no segundo caso foi utilizada
a deteccdo do parasito por PCR (Scopel et al., 2004) em adigdo ao exame microscopico.
Assim, no primeiro estudo, somente individuos com moderadas ou altas parasitemias foram
analisados, enquanto no segundo, individuos com parasitemias muito baixas foram incluidos
na categoria de assintomaticos. Tal fato sugere que os mecanismos humorais podem ser

modulados pelos niveis de parasitos circulantes. Deve-se destacar que em regides africanas
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como Gana e Gabao, associagdes positivas entre anticorpos anti-MSP-1,9 e protecdo anti-
doenca também nao foram relatadas entre os grupos de individuos avaliados, criangas em sua
maioria, apresentando parasitemias consideraveis (Dodoo et al., 1999; Riley et al., 2000).

Nessa mesma populac¢do de garimpeiros, avaliou-se a resposta de anticorpos dirigidos
contra seis variantes antigénicas que integram a regido repetitiva da MSP-2 (bloco 3/25,
AMS89, FUP/CP, 3D7, S20 e FC27). De modo similar ao observado para o bloco 2 da MSP-1,
tanto a freqiiéncia como os niveis de IgGs foram expressivos quando comparados as demais
subclasses.

Embora nenhuma associacdo positiva entre anticorpos e prote¢ao tenha sido observada
em nossos estudos, ndo € possivel concluir que os anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 ndo
participem dos mecanismos imunoldgicos que promovem protecao. A técnica de ELISA ¢
amplamente util para determinag¢do dos niveis de anticorpos antigeno-especificos. Contudo,
ela ndo ¢ capaz de discriminar anticorpos protetores daqueles potencialmente bloqueadores
(isto €, aqueles capazes de competir por epitopos comuns na molécula antigénica) e/ou
neutros (ndo afetam a invasao) (Patifio ef al., 1997; Dekker et al., 2004). Portanto, torna-se
fundamental o desenvolvimento e a validagdo de técnicas que permitam avaliar “in vitro” o
papel funcional dos anticorpos naturalmente adquiridos.

Evidéncias da importancia do uso de testes funcionais para avaliacdo da atividade
biologica de anticorpos detectados pela técnica imunoenzimatica foram previamente descritas
por Jonh ef al. (2004). Neste estudo, niveis elevados de anticorpos IgG anti-PfMSP-1;9 ndo
estiveram associados a protecdo antimalarica. Contudo, esses anticorpos, em ensaios de
inibicdo de invasdo utilizando-se duas linhagens de P. falciparum, uma “selvagem” e outra
expressando a MSP-1,9 de P. chabaudi, foram capazes de opsonizar parasitos expressando
MSP-1,9 homologa, bloqueando, assim, a invasdo (Jonh et al., 2004). Estudos semelhantes
aos realizados por Jonh e colaboradores (2004) ja haviam sido conduzidos previamente com o
objetivo de se especular sobre a importancia funcional dos anticorpos anti-MSP-19 espécie-
especificos na imunidade antiparasito (O’Donnell ef al, 2001; Koning-Ward et al., 2003).
Tais estudos também demonstraram que anticorpos IgG que reconhecem essa proteina sdo
significativamente eficientes no bloqueio da invasdo de eritrdcitos por parasitos expressando a
MSP-1,9 homologa.

Uma caracteristica da resposta imune humoral observada neste ¢ em outros estudos
(Cavanagh et al., 2001; Jouin et al, 2001; Tongren et al., 2006) ¢ a tendéncia de alguns

antigenos de estagios sanguineos de P. falciparum estimularem uma produgdo polarizada de
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anticorpos de determinada subclasse. Como observado nesta e em outras pesquisas, antigenos
conservados (PfMSP-1,9) tém sido freqiientemente associados a presencga de IgG; ou IgG; e
IgG; combinadas (Egan ef al., 1995; Nguer et al., 1997; Cavanagh et al., 2001; Garraud et al,
2002; Tongren et al., 2006). Por outro lado, antigenos polimorficos, tais como aqueles que
representam o bloco 2 da MSP-1 e o bloco 3 repetitivo da MSP-2, induzem preferencialmente
niveis elevados de IgG; (Taylor et al., 1995; da Silveira ef al., 1999; Cavanagh et al., 2001;
Cavanagh , ef al., 2004; Jouin et al., 2001; Polley et al., 2005; Tongren et al., 2006).

Apesar de fatores como idade, tempo de exposicdo em areas altamente endémicas e
infeccdo atual possam modular o balango entre as subclasses de IgG induzindo uma forte
polarizacao para IgG; ou IgGs (Taylor et al., 1998; Diallo et al., 2002; Metzger et al., 2003;
Polley et al., 2004), essas varidveis pouco influenciaram a distribui¢do das imunoglobulinas
anti-MSP-1 e anti-MSP-2 entre os garimpeiros de Apiacds. Os dados apresentados nesta
pesquisa sdo, contudo, condizentes com a hipdtese de que propriedades intrinsecas de
imunodgenos possam modular o perfil de IgG durante a infec¢do, como ja proposto (Cavanagh
et al., 2001) e recentemente corroborado (Tongren et al., 2006). Essa hipdtese ¢ suportada por
um estudo prévio conduzido “in vitro” através do qual se verificou que células mononucleares
de individuos freqiientemente expostos ao P. falciparum produziram as quatro subclasses de
IgG apos estimulacdo por antigenos totais (Garraud ef al., 2002). Por outro lado, somente uma
ou duas subclasses foram observadas quando as células foram estimuladas por um antigeno
definido. Nesse caso, os perfis de anticorpos anti-MSP-1,9 e anti-MSP-2 produzidos “in vitro”
correlacionaram-se com as subclasses detectadas no plasma (IgG,/IgG; e IgGs,
respectivamente) (Garraud et al., 2002). Em um estudo semelhante, foi demonstrado que
diferentes dominios antigénicos da MSP-1 de P. chabaudi foram reconhecidos por distintas
subclasses de IgG. Além disso, a resposta proliferativa de células T CD4" e o perfil de
citocinas proinflamatorias (IFN-y) observadas “in vitro” em resposta a tais dominios foram
marcadamente distintos (Quin & Langhorne, 2001). Embora tais observacdes possam ter
importantes implicagdes no desenvolvimento de vacinas, ainda ndo estd claro como as
propriedades estruturais de determinados antigenos podem modular a resposta de anticorpos.
Sabe-se que motivos repetitivos de determinados antigenos podem auxiliar na indugdo
diferenciada de determinada subclasse de IgG. Contudo, em nossos estudos, o fato de

anticorpos dirigidos contra o dominio ndo repetitivo do bloco 2 da MSP-1 (RO33) terem sido
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predominantemente da subclasse IgG3, sugere que as repeticdes encontradas em determinados
antigenos nao sao requeridas para a inducao de polarizagdo da resposta de subclasses.

Outro ponto que merece discussdo diz respeito ao processamento e a apresentacao de
antigenos pelo sistema imunologico. A MSP-1 e a MSP-2, por exemplo, sdo expressas pelo
mesmo estadgio evolutivo do parasito e disponibilizadas simultaneamente a agdo de células
efetoras. No entanto, enquanto o processamento do fragmento conservado de 19-kDa da
MSP-1 (PfMSP-19) parece ocorrer predominantemente via macrdfagos apos a fagocitose do
merozoito ou do eritrocito parasitado, os antigenos correspondentes aos dominios N-terminal
da MSP-1 e da MSP-2 sdo processados por células apresentadoras de antigenos (Cavanagh et
al., 2001). A diferenca na captacdo e no processamento desses dominios associa-se ao fato do
fragmento de 19-kDa permanecer ancorado na superficie do merozoito ap6s a clivagem de seu
precursor, enquanto os demais fragmentos sdo liberados como antigenos soliiveis. Embora
ndo seja totalmente compreendida a influéncia da captagdo, do processamento e da
apresentacao dos antigenos plasmodiais na modulagcdo da resposta imune antimaldarica, tais
especulacgdes sao de fundamental relevancia sobre a otica do desenvolvimento de vacinas.

Considerando que IgGs; foi consideravelmente detectada em resposta a antigenos
polimorficos, ndo estando, contudo, associada a presenca ou auséncia de sintomas, ¢
importante definir seu papel durante as infecgdes malaricas. Embora IgGs esteja, nao
raramente, associada a prote¢do antimalarica em distintas regides endémicas (Nguer et al.,
1997; Taylor et al., 1998; Cavanagh et al., 2001; Metzger et al., 2003), sabe-se que essa
imunoglobulina possui meia vida curta na circulagdo, geralmente entre 8 a 10 dias. Isso faz
com que o predominio dessa subclasse possa ser interpretado como um mecanismo de evasdo
imune, ja que freqiientes re-exposicdes aos parasitos seriam necessarias para manter os niveis
elevados dessa imunoglobulina (Ferrante & Rzepczyk, 1997). Considerando-se que neste
estudo a polariza¢do para IgGs ndo foi claramente influenciada pela idade, pela exposigado
cumulativa aos parasitos, pela infec¢do atual e pelos polimorfismos do receptor de
imunoglobulinas (FcyRIla), a hipotese aventada para explicar a presenca dessa
imunoglobulina é que os niveis de IgG; podem ser preferencialmente modulados pela
natureza da molécula.

Outra observacdo interessante, decorrente de nossos estudos refere-se a expressiva
presenca de IgG, entre as subclasses de anticorpos pesquisadas, independente do antigeno

e/ou do grupo de individuos avaliado. Este constituiu um dado intrigante, ja que em areas
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altamente endémicas observa-se que enquanto os anticorpos citofilicos 1gG; e IgG; parecem
predominar nos soros de individuos imunes, os ndo citofilicos IgG, e IgGs parecem
predominar em individuos ndo imunes (Druilhe & Pérignon, 1994; Ferreira et al., 1996).
Acredita-se que anticorpos ndo citofilicos, quando induzidos por uma infeccdo, competem
com IgG; e IgGs pela ligacdo a epitopos antigénicos, inibindo a ativacdo de mecanismos
como fagocitose e ADCI (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992). Contudo, altos niveis de
IgG, tém sido associados ao reduzido risco de infeccdo por P. falciparum em criangas e
adultos africanos. A protecdo mediada por IgG, parece, contudo, depender da presenca de
receptores FcyRIla expressando o aminoacido histidina'>' (H'"*') (Deleron et al., 1997; Aucan
et al., 2000). Neste estudo, apesar de IgG, ter sido uma subclasse freqlientemente detectada
em resposta a todos os antigenos estudados, e de cerca de 70% dos individuos de Apiacas

possuirem seu ligante (o receptor FcyRIIA-H""

) (Braga et al., 2005), nenhuma associagao foi
observada entre essa subclasse e a protecao anti-doenca. Além disso, os polimorfismos no
receptor FcyRIla ndo afetaram a distribuicdo de anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 nos
individuos avaliados. Os dados apresentados nesta pesquisa sdo divergentes daqueles
publicados por Ntoumi ef al. (2005), em que criancas africanas possuindo o genotipo FcyRlIla-
R"! apresentaram, de modo significante, menores niveis de anticorpos IgG, anti-MSP-2

131 ’ . .
31 Neste estudo, niveis reduzidos

quando comparados as criangas com o gendtipo FcyRIla-H
de IgG, anti-MSP-2 estiveram fortemente associados a ocorréncia do trago falciforme, mas
nenhuma relacao foi estabelecida entre a distribui¢do dos genotipos FcyRIla e a ocorréncia de
HbAS (Ntoumi ef al., 2005).

Diante das varias especulacdes sobre a interagdo de IgG, com receptores Fcy
mediando a ativagdo de mecanismos imunes como ADCI, algumas questdes merecem ser
discutidas. Primeiro, apesar da boa evidéncia sobre a participacao de 1gG; no reduzido risco
de infec¢do por P. falciparum, descrita por Aucan et al. (2000), entre adultos africanos, um
estudo atual realizado “in vitro” demonstra claramente a incapacidade de essa subclasse ativar
ADCI (Jafarshad et al., 2007). Neste estudo, somente IgG; e IgGs; mostraram-se potentes
indutores desse mecanismo com destacada eficiéncia para IgG; (~60% mais ativo que 1gG)).
Uma das provaveis explicagcdes para maior eficiéncia de IgG; em relagdo a IgG, relaciona-se
a maior extensdo da regido dobravel de IgGs permitindo sua maior interagdo com o antigeno e

receptores Fcy (Redpath ef al., 1998). Essas observagdes podem, portanto, abortar a hipdtese

de que altos niveis de IgG; possam constituir um mecanismo de evasdo imune do parasito,
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conforme discutido anteriormente. Outro dado relevante obtido por Jafarshad e colaboradores
(2007) diz respeito ao fato da ativacdo do mecanismo de ADCI revelar-se dependente da
ativagdo sinérgica de ambos os receptores FcyRIla e FcyRIlla. Essa conclusdo apoia-se no
fato da atividade anti-parasito proporcionada pela ativagdo de mondcitos ter sido
completamente inibida quando qualquer um desses receptores foi bloqueado com anticorpos
monoclonais especificos. As conseqiiéncias clinicas dos polimorfismos observados nesses
receptores e a influéncia dos mesmos na susceptibilidade a infeccdo pelos plasmddios, no

entanto, necessitam ser investigadas.

5.3 — Anticorpos variante-especificos e maldria clinica

Um importante aspecto a ser considerado durante o desenvolvimento e a avaliagcdo de
vacinas antimaldricas ¢ sua capacidade de induzir respostas de anticorpos que atuem sobre
cepas heterdlogas de parasitos. Sabe-se que vacinas que contém somente uma forma alélica de
antigenos polimoérficos podem induzir respostas imunes alelo-dirigidas e, portanto, podem
selecionar parasitos que expressam alelos heter6logos. A vacinacao de criangas, por exemplo,
com o antigeno 3D7 (MSP-2), favoreceu a infec¢do por parasitos, expressando a familia
alélica FC27 em uma area endémica da Papua Nova Guiné (Genton et al., 2002). No Brasil,
com exce¢do de nossos estudos, a influéncia de determinada familia alélica na definicdo do
carater clinico da infec¢do malérica, bem como sobre a intensidade dos sintomas referentes a
doenca, ndo t€m sido investigada. Além disso, também nao hé especulacdes sobre o papel de
anticorpos alelo-especificos na modulacdo da expressado clinica da infecgao.

Entre os garimpeiros de Apiacés, a expressao clinica da infec¢do nao foi modulada por
anticorpos que reconhecem especificamente a familia alélica expressa pelo parasito causador
da infec¢do. Além disso, foi observada a falta de associagdo entre a especificidade de
anticorpos circulantes e as variantes detectadas em isolados de parasitos. Esses dados
corroboram estudos prévios conduzidos em outras areas de transmissao de maléria no Brasil
(Da Silveira et al., 1999).

Anticorpos especificos para as variantes alélicas K1 e MAD20 (Bloco 2) tém sido
significantemente associados ao baixo risco prospectivo de criangas africanas contrairem
malaria (Conway et al., 2000). Além disso, individuos que apresentam, simultaneamente,
anticorpos anti-K1 e anti-MAD?20, estiveram mais protegidos que aqueles apresentando

anticorpos para uma unica familia (Conway et al., 2000). A forte associagdo entre anticorpos
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anti-bloco 2 da MSP-1 e o baixo risco de malaria clinica sugere que os motivos repetitivos
dessas moléculas contém epitopos especificos e imunodominantes que modulam as respostas
de células B, induzindo a producdo de anticorpos protetores (Polly et al., 2003). Contudo, a
presenca de anticorpos reconhecendo um epitopo especifico ndo exclui a possibilidade de uma
infec¢do subseqiiente por parasitos expressando epitopos homologos (Fruh et al., 1991; Jouin
etal., 2001).

Nesta pesquisa, ndo foram encontradas evidéncias de que a presenga de anticorpos
especificos para determinada familia alélica possa determinar a auséncia ou a ocorréncia de
infecgdes com sintomas (febre, dor de cabega, calafrios, sudorese, mialgia, artralgia, dor
abdominal, nauseas e vOmitos) menos pronunciados. A taxa de parasitos determinada no
momento do diagnostico mostrou-se melhor preditor da expressao clinica da infec¢do quando
comparada ao nivel de exposicdo cumulativa a malaria e aos niveis de anticorpos anti-MSP-2.
Esses dados sdo consistentes com a interpretacdo de que a imunidade adquirida reduz a
densidade de parasitos, mas sugere que outras moléculas imunogénicas do parasito e/ou
fatores intrinsecos ao hospedeiro podem ser responsaveis pela protecao apresentada por
alguns individuos. Considerando o fato de que as populagdes avaliadas nesta pesquisa sao
compostas majoritariamente por adultos, discute-se a possibilidade de que fatores hormonais
possam estar envolvidos na aquisi¢ao de protecao clinica, como previamente proposto (Kurtis
et al., 2001; Leenstra et al., 2003). Essa ¢, portanto, uma questdo que merece ser melhor
averiguada.

Em criangas africanas, os episodios clinicos de malédria tém sido associados a
ocorréncia de gaps no repertério de variantes antigénicas reconhecidas por anticorpos (revisto
por Bull and Marsh, 2002). No Sudao, por exemplo, individuos que apresentam anticorpos
contra um extenso painel de variantes da PFEMP-1 foram protegidos contra a malaria clinica
quando desafiados com parasitos expressando antigenos homologos (Giha et al, 2000). A
ocorréncia de gaps no repertorio de variantes antigénicas tem sido extensivamente testada em
relagdo aos antigenos variantes de superficie de eritrocitos infectados, mas pouco ¢ conhecido
em relacdo a antigenos de superficie de merozoitos. Apesar de nossos estudos sugerirem a
ocorréncia de gaps no reconhecimento imunoldgico das familias alélicas de blocos
polimorficos da MSP-1, esses ndo determinaram o cardter sintomatico ou assintomatico da
infecgao.

Dentre os fatores propostos para explicar as observacdes referentes a falta de

associacao entre familia alélica e respostas de anticorpos, destacam-se: (i) a presenca de
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parasitos geneticamente distintos, mas que nao foram identificados durante a tipagem (Farnert
et al., 1997); (i1) a falta de associacdo entre a composi¢do genética estrutural das proteinas
recombinantes utilizadas e aquelas apresentadas pelos parasitos durante a infecgdo; (iii) a
presenca de anticorpos com diferentes especificidades induzida por infecgdes prévias e (iv) a
ocorréncia do mecanismo de impressao clonal ou original antigenic sin (Taylor et al., 1996).

A ocorréncia do fendmeno chamado impressao clonal (clonal imprinting) foi proposta
para explicar o ndo reconhecimento de variantes de MSP-2 em diferentes estudos conduzidos
em populacdes africanas (Taylor et al, 1996; Franks et al., 2003). Assim, espera-se que
freqiientes reinfecgdes com populacdes de parasitos geneticamente distintas induzam um
booster no perfil de anticorpos preexistentes, mas ndo a produgdo de anticorpos com novas
especificidades. Mais detalhadamente, durante uma primeira infec¢ao, ocorreriam expansao €
maturagdo de células T e B que se tornariam células de memoria, expressando receptores de
superficie para antigenos e moléculas co-estimulatorias. As interacdes entre células B e T
permitiriam a produgdo de anticorpos com especificidades definidas. Em uma resposta
secunddria a outras variantes antigénicas, ocorreria a competicao de células B de memoria
(apresentando alta densidade de receptores antigénicos de superficie) e células B ndo
primadas. Neste caso, as células B de memoria apresentariam os antigenos diretamente para
células T de memoria, originando uma resposta de anticorpos dirigida contra epitopos
relativos a primeira infeccao (Riley, 1996).

Para testar a hipdtese de impressdo clonal, foi utilizada a coorte conduzida entre
individuos de uma comunidade rural no estado do Acre com base na resposta de anticorpos
contra cinco variantes antigénicas que integram as duas familias alélicas da MSP-2 (bloco 3
repetitivo). Os resultados obtidos apontam, mesmo que de forma ndo concreta, evidéncias
sobre a ocorréncia deste fendmeno. As evidéncias se baseiam no fato de que a maioria dos
individuos infectados com parasitos expressando o alelo 3D7 falhou em reconhecer antigenos
que integram essa familia, mas mantiveram as respostas de anticorpos previamente
observadas contra antigenos heterdlogos. Entretanto, alguns individuos infectados com
parasitos expressando o alelo 3D7 soroconverteram durante a infec¢do, mantendo os niveis de
anticorpos anti-FC27 previamente detectados. Esse fato contraria a idéia esperada de uma
resposta exclusiva contra epitopos prefixados. Além disso, anticorpos gerados em resposta as
variantes 3D7 foram rapidamente consumidos da circulagdo, sugerindo que tais respostas
foram geradas independente da ativacdo de células T (Mond ef al., 1995). Entretanto, ndo se

pode definir se os baixos padroes de reconhecimento imunologico observados para as
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variantes 3D7 representam a extensiva diversidade alélica ou a baixa imunogenicidade dos
antigenos que integram essa familia.

Cabe ressaltar que respostas de anticorpos anti-MSP-1 em um estudo de coorte no
Suddo ndo demonstram evidéncias reais sobre a ocorréncia do fenomeno de impressao clonal
(Cavanagh et al., 1998). Neste estudo, os individuos avaliados ndo apresentaram uma resposta
de anticorpos compativel com a hipotese de fixagdo de epitopos para qualquer antigeno do
bloco 2 polimorfico. Visto que a maioria das respostas de anticorpos observadas para o bloco
2 coincidiu com a familia alélica detectada no isolado de parasito, os autores sugerem que tais
especificidades podem indicar somente infeccdo recente e ndo respostas fixadas a variantes
para as quais o individuo foi previamente exposto (Cavanagh et al., 1998). Portanto, estudos
ainda sdo necessarios sobre confirmar a ocorréncia do evento de impressdao clonal entre
individuos expostos a malaria.

Dada a auséncia de associagdes entre o status clinico das infecgdes malaricas e os
parametros genéticos e imunoldgicos abordados nesta pesquisa, torna-se evidente que sobre a
otica do desenvolvimento de vacinas, as observagdes provenientes de estudos conduzidos em
regides com elevada endemicidade ndo devem ser extrapoladas para areas com perfis
endémicos variados. Nossos resultados representam contribui¢des significativas quanto ao
conhecimento das relacdes parasito-hospedeiro, estabelecidas em regides de reduzida

endemicidade.
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CONCLUSOES

Nossos estudos nos permitem concluir que:

o repertdrio de haplotipos que representam o bloco 2 polimorfico da MSP-1 de P.

falciparum apresentou-se restrito em Apiacas;

o perfil de anticorpos naturalmente adquiridos e a expressao clinica da doenga nado

foram influenciados pelas variantes alélicas presentes nos isolados infectantes;

diferentes blocos de uma mesma molécula induzem diferentes perfis de subclasses
de IgG em individuos naturalmente expostos a infec¢do por P. falciparum: niveis
similares de IgG; e IgG; sdo observados para bloco 17 conservado da MSP-1,
enquanto anticorpos IgGs; predominam contra o bloco 2 polimorfico desta mesma

proteina;

a exposi¢do cumulativa a malaria ndo se correlacionou a distribuicao de subclasses
de IgG anti-MSP-1, independente do status clinico da infecgao;
os niveis de IgG, anti-MSP-1, bem como a freqiiéncia de receptores FcyRIIA-H'',

nao se associaram a protecao antimalérica em regides de transmissao instavel;

varidveis como tempo de exposi¢do em darea endémica, infec¢do atual, idade e
polimorfismos nos receptores FcyRIIA pouco afetaram a polarizagdo para IgGs
verificada para antigenos que integram os blocos polimoérficos da MSP-1 e MSP-2

de P. falciparum,
as respostas de anticorpos anti-MSP-2 observadas em individuos com expressoes

clinicas variadas na Amazonia Brasileira sdo predominantemente familia alélica-

especifica;
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antigenos pertencentes a familia alélica FC27 da MSP-2, mas ndo 3D7, induzem
uma longa memoria imunoldgica mesmo na auséncia de re-exposi¢des a variantes

homologas;

anticorpos gerados contra as variantes FC27 e 3D7 nao impedem infecgdes

subseqiientes por parasitos expressando alelos homodlogos;

anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 variante-especificos ndo influenciaram a

determinagao do carater clinico da infecgao,

em areas de transmissdo instavel no Brasil, os niveis de parasitos circulantes sdo

bons preditores de prevaléncia e intensidade de sintomas clinicos.
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