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RESUMO

No Brasil a maléria ao lado de leishmanioses estd em processo de expansdo. O seu controle
total pela intervencdo no seu ciclo bioldgico € dificil, ndo s6 pelas condigdes sdcio-
econdmicas da populacdo sob risco, mas porque envolvem elementos como insetos vetores
cujo controle ou eliminagdo sdo racionalmente irrealiziveis. A vacina, portanto, é uma
ferramenta que poderia contribuir efetivamente para esse controle. Um dos grandes problemas
para o desenvolvimento da vacina € a diversidade antigénica das proteifnas candidatas. Dentre
as proteinas candidatas a vacina, a proteina 1 de superficie do Plasmodium vivax (pvMSP1) é
uma forte candidata, ja que possui um papel protetor espécie — especifico. Em nosso estudo,
realizamos a genotipagem de isolados de Plasmodium vivax através de Reacdo em Cadeia da
Polimerase e Sequenciamento dos blocos polimoérficos 2, 6 e 10 da pvMSP1 com o objetivo
de analisar filogeneticamente através de andlise computacional a estrutura génica e a
diversidade alélica de isolados de P.vivax circulantes no entorno de Manaus. Os isolados do
bloco 2 mostraram ser blocos bastante polimdrficos, porém, com caracteristicas semelhantes ,
formando haplétipos diferentes. Em todos os blocos analisados, detectamos gendtipos
semelhantes as cepas encontradas no Brasil, bem como a cepas encontradas em outras regioes
geogréficas. O bloco 6 apresentou um perfil semelhante ao ja descrito por estudos anteriores,
sendo um bloco rico em glutamina que € um determinante de recombinacdo génica entre
cepas e pode ser determinante de cepas pertencentes ao genétipo Belém. O bloco 10 foi o
bloco mais conservado do nosso estudo. Percebemos que esse bloco tem seqii€ncias que ndo
sdo conservadas apenas em nossa regiao, mas também em outras regides geograficas, como é

o caso de regides da Asia, por exemplo.

Palavras Chaves: MSP1, Malaria, Plasmodium vivax



ABSTRACT

Malaria in Brazil, beside leishmaniasis disease, is under an expansion process. Its
complete control through life cycle intervention is too difficult, not only by economic and
social conditions of population under risk, but because it involves elements like the
invertebral vector, which control or elimination are rationally unrealistic. A vaccine,
therefore, is a tool which could effectiveness contributes to malaria control. One of the
biggest problems on vaccine development is the antigenic diversity of candidates proteins.
Among these candidates, “merozoite surface protein 17 (pvMSP1) of Plasmodium vivax is a
strong one, since it has a protector role (specie-specific). In this study, we made a genotyping
of P. vivax isolates using polymerase chain reaction (PCR) and sequencing the polymorphic
blocks 2, 6 and 10 of pvMSP1, with the goal to analyze (using phylogenetic tools) the genetic
structure and allelic diversity of P. vivax from periphery Manaus-AM, Brazil. The isolates of
block 2 shown to be very polymorphic, although having similar characteristics, they formed
different haplotypes. On each block analyzed, we detected genotypes similar to others clones
found in Brazil, likewise clones found in other regions of the globe. The block 6 shown
results similar to previous studies, being a glutamine rich block. It’s a characteristic which
lead to genomic recombination between clones and could be a key region to determine clones
that belong to Belem genotype. The block 10 was the most conserved one of our study. We
realized that block 10 has sequences not only conserved in our region, but in other regions of

the globe too, like Asia, for example.

Key words: MSP1; Malaria; Plasmodium vivax.
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1. INTRODUCAO

1.1 A malaria no mundo

A Maldria é a doenga parasitdria com maior nimero de internagdes
e mortes por ano em todo o mundo, sendo um dos maiores problemas de
saide publica na Africa, América do Sul e Asia Oriental, segundo
estimativas da Organizacdo Mundial de Saidde, 243 milhdes de pessoas
ficaram doentes em 2008 (WHO, 2009). Em geral os paises que
apresentam maior endemia sdo os paises subdesenvolvidos.

A maldria estd distribuida em regides tropicais e subtropicais do
mundo, onde epidemias podem ocorrer em populacdes com pouca ou
nenhuma imunidade, fatores naturais (tais como varia¢des climdticas) ou
acdes humanas que modificam o meio ambiente (abertura de campos para
agricultura, construcdo de barragens, mineracdo) aumentam a populacdo
dos mosquitos vetores da maldria (Guerra et al., 2006).

A transmissdo da doencga ndo ocorre de forma homogénea, havendo
regides com menor risco de infeccdo (regides hipo-mesoendémicas) e
maior (hiper-holoendémicas) (Figura 1). A grande divergéncia observada
no estabelecimento da maldria entre as diferentes regides do mundo €
resultado da variacdo da dindmica de transmissdo parasito-vetor-
hospedeiro, que favorece ou limita a transmissdao dos riscos da doenga e

morte(Brasil,2006).

{/ -~ Endemicidade S ’
= e 5 o
eé I Regises Holoendémicas oF
=] == Regides Hiperendémicas
[ Regioes Mesoendémicas
[ Regides Hipoendémicas

== Fegides Nio Endémicas (WHO, 2005)

Figura 1: Distribuicdo geografica e endemicidade da maldria no Mundo.
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Em localidades onde as condi¢des sdo favordveis a transmissdo predomina a
espécie mais virulenta, o Plasmodium falciparum (P. falciparum), esta espécie estd
associada a mais de 95% dos casos de maldria registrados anualmente em
todo o mundo, sendo capaz de causar a forma grave da doenca (WHO,
2005). O P.falciparum se restringe a determinadas regides do globo,
principalmente ao continente Africano. Nas dreas do continente
Americano e Asidtico o nimero de casos de maldria pelo Plasmodium
falciparum oscila entre 20 a 32% (WHO, 2005).

Com 35 milhdes de casos anuais, o Plasmodium vivax (P.vivax) é
o segundo maior patégeno responsdvel pela maldria em humanos e a
espécie de maior distribui¢cdo geogrdfica. Na América Central e México,
quase 100% dos casos sdo causados por P.vivax (WHO., 2000), na regido
das Andinas, que abrange os paises da Venezuela, Colombia, Peru,
Equador e Bolivia, quase 80% dos casos sdao causados por P.vivax.

Embora a “maldria vivax” ndo apresente a mesma gravidade e
mortalidade comparada a “maldria falciparum™, ela possui uma alta
morbidade e consequentemente um impacto econdmico nas comunidades
onde € endémica (Herrera & Arévalo-Herrera.,2007). Estima-se que cada
individuo residente em uma 4rea mesoéndemica de P.vivax possa ter de
10 a 30 episddios de maldria, durante a infincia e vida adulta produtiva

(Mendis et al., 2001).

1.2 Malaria no Brasil

No Brasil sdo encontrados trés espécies do protozodrio causador da
maldria, P.vivax, P.malariae e P.falciparum, noventa € nove por cento
dos casos de maldria sdo registrados anualmente na regido da Amazdnia
legal, que é composta pelos estados do Acre, Amapd, Amazonas, Par4,
Rond6nia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhao (DATASUS
2008).

De acordo com uma nova avaliacdo do Ministério da Satude, os
casos da doenca notificados em 2008 totalizaram 309.419 registros,

32,4% menos que o acumulado em 2007, que chegou a 457.569 casos na
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mesma regido. Essa reducdo vem sendo resultado de um importante plano
de intensificacdo das acdes de controle de maldria (PIACM) para a
Amazodnia legal, o qual foi implantado a partir do ano 2000, com o
objetivo de reduzir a incidéncia da doenca, evitando o surgimento de
epidemias localizadas e reduzindo a gravidade das infec¢cdes com
diagndstico e tratamento precoce. As medidas priorizaram municipios
com indice parasitdrio anual (IPA) maior que 49,9 (responsdveis por 80%
dos casos da doenca na regido), além daqueles com prevaléncia de
“maldria falciparum” maior que 20% (DATASUS, 2008).

O risco de transmissdo de maldria na regido da AmazoOnia legal
pode ser estimado pelo IPA, esse indice baseia-se na determinacdo do
nimero anual de casos por 1000 habitantes. A Figura 2 mostra as dreas
classificadas para maldria como de alto risco (mais de 100 casos/ 1000
Hab), médio risco (entre 1 e 100 casos /1000 Hab) e baixo (menos que 1

caso/ 1000 Hab) (Martinez- Spinosa et al.,2004).

Incidéncia Parasitaria Anual (IPA)

B 50 =2593-AltcRisco (67)
B 10 =249- Médic Risco (79)
[l 0.1a9-Baixo Risco (388)
L] IPA=D (271)

Figura 2: Mapa esquematico, mostrando a distribui¢@o da incidéncia parasitdria de maldria anual no
Brasil.

Fonte: WHO, 2009
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1.3 Aspectos Gerais da Doenca

O ciclo eritrocitico do parasito é responsdvel pela patogenia e
manifestacdes da doenca que se caracterizam por padrdes clinicos
(paroxismo) tais como febre alta, calafrios, sudorese e cefaléia, como
conseqiiéncia da ruptura das hemdcias infectadas com esquizontes e do
processo inflamatdrio sistémico decorrente do material oriundo desta
ruptura.

De um modo geral, as formas clinicas mais graves sdo causadas
por P.falciparum, onde o quadro clinico pode evoluir para formas de
maldria complicada, através de outros processos fisiopatolégicos levando
a maldria cerebral, anemia, edemas, maldria gestacional, insuficiéncia
renal aguda dentre outras (Brasil, 2006).

O ciclo de vida da malédria (Figura 3) € iniciado quando a fémea de
mosquito do género Anopheles exerce hematofagia em um hospedeiro
humano, durante seu repasto sanguineo, contendo formas sexuadas
maduras denominadas gametdcitos femininos e masculinos. No estomago
do mosquito o gametdcito masculino sobre exflagelagdo originando
gametas masculinos ou microgametas, e o gametdcito feminino sofre
maturacdo formando gameta feminino ou macrogametas. O microgameta
fertiliza o macrogameta e a fusdo desses dois forma zigoto, que apds
tornar-se moével € chamado oocineto. O oocineto fixa-se na parede do
estOmago, entre as células epiteliais, sendo denominado oocisto dentro
deste formam-se muitos esporozoitos, que sdo as células elongadas e
moéveis com um nucleo central, que, apdés a liberacdo na cavidade
corpérea do mosquito alcancam as glandulas salivares tornando-o
infectivo. Quando o mosquito novamente, realiza o repasto sanguineo, os
esporozoitos sdo injetados na corrente circulatdoria. Apdés um tempo
maximo de 30 minutos, os esporozoitos entram nos hepatdcitos e iniciam
o processo de divisdo assexual conhecido como esquizogonia pré -
eritrocitica. Apds 12 a 15 dias os esquizontes rompem as células e

liberam merozoitos na circulagdo (Perlmann & Troye Blomberg., 2002).
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Os merozoitos invadem células vermelhas no sangue e
transformam-se em trofozoitas jovens ou anéis. Quando come¢am a
crescer e seu citoplasma torna-se mais irregular, sio denominados
trofozoitas maduros que apds a esquizogonia contem varios merozoitas
em seu interior. Apés o término de divisdo o esquizonte rompe a hemadcia
e os merozoitas liberados na corrente circulatéria invadem novas
hemdécias e fazem novo ciclo eritrocitico (Rey, 2002).

Esta liberacdo de parasitas na circulacdo é responsdvel pelo
aparecimento dos sintomas devido a liberacdo de fatores do parasito, tais
como hemozoina, ancoras glicosilfosfatidilinositol (GPI) e metabdlitos
oriundos da clivagem celular que estimulam a reacdo inflamatdria
sistémica com a producdo de citocinas pré-inflamatérias. A duracdo do
ciclo eritrocitico determina a periodicidade desses sintomas, variando
entre as espécies de Plasmodium (Amino et al., 2006).

Apds algumas geracdes de merozoitas alguns se diferenciam em
formas sexuadas (gametdcitos) sofrem maturacdo e sdo ingeridos por
fémeas de anofelinos durante o repasto sanguineo, fechando o ciclo

(Amino et al., 2006).
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Figura 3: Ciclo de vida da maléria

Fonte: WHO, 2009.

1.4 Genes Polimoérficos em Plasmodium

A existéncia de cepas de P. vivax e P.falciparum tem sido
documentada ao longo dos ultimos 100 anos. A manifestagcdo de cepas
resistentes ao tratamento com drogas antimaldricas é um exemplo
evidente do surgimento de novas formas do parasito em resposta a
selecdo, e s6 em tempos relativamente recentes, entretanto, que a
verdadeira extensdo dos polimorfismos genéticos em populacdes naturais
de parasitas tornou-se evidente. Formas eletroforéticas de enzimas
estavam entre os primeiros marcadores bioquimicos usados para
diferenciar isolados de Plasmodium (Carter, 1973), esse método foi
complementado por eletroforese bidimensional para diferenciar formas
alélicas de proteinas, através do ponto isoelétrico e tamanho molecular,
cerca de 20 proteinas de P.falciparum poderam ser diferenciadas

(Fenton, 1985). Métodos soroldgicos, especialmente aqueles que utilizam
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anticorpos monoclonais também foram extremamente valiosos para
diferenciar formas variantes de antigenos isolados de campos (McBride
et al., 1985). Em tempos mais recentes, a identificacio de genes e
seqiiéncias de Plasmodium levaram ao amplo uso de metodologias
baseadas no DNA, especialmente Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para obter marcadores genéticos, e isso tornou-se o método de escolha
para estudos de campo sobre a diversidade genética. A principal
vantagem do método da PCR é que pode ser aplicado sobre parasitas em
pequenas amostras de sangue ou mesmo em mosquitos sem necessidade
de uma cultura parasitaria. Através dessa técnica foi possivel identificar
alguns genes constituintes da superficie do merozoito em Plasmodium
falciparum, como a Proteina 1 de Superficie do Merozoito , Proteina 2 de
Superficie do Merozoito (MSP1, MSP2) (Kimura et al., 1990), Proteina
rica em glutamato (GLURP) (Borre et al., 1991), a Proteina
circunsporozoito (CSP) (Arnort et al., 1993) e microssatélites de
seqiiéncias de DNA repetidas, que variam em nimero de alelos diferentes
(Su & Wellems, 1996). Alelos desse tipo diferem em tamanho e podem
ser facilmente distinguidos pela eletroforese de seus produtos de PCR
amplificados em gel de agarose. Variacdo da seqii€éncia entre os alelos de
MSP1 e MSP2 podem ser detectadas usando seqiiéncia de primers
especificos em reacdes de PCR ou por hibridizacdo de seqii€ncias através
de sondas especificas para os produtos da PCR amplificados (Babiker et
al., 1994).

A extensdo destes genes polimdrficos nas populacdes de parasitas
aumenta a diversidade antigénica das cepas circulantes de modo que a
imunidade adaptativa é cepa especifica. Este fenOmeno representa o
grande entrave para desenvolvimento de uma vacina anti - maldrica

efetiva (Su et al., 1997).

1.5 Recombinacao genética

Toda a variacdo genética se origina ou por mutacdo genética ou

por recombinacdo. Este ultimo é o principal mecanismo para a geracao

de formas de um organismo com novos gendtipos. Em eucariontes, a
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recombina¢do ocorre principalmente na meiose e muito mais raramente
na mitose. No Plasmodium, a meiose ocorre na formacdo do zigoto. Em
termos gerais, a meiose permite (I) uma variedade independente de genes
em cromossomos diferentes, (II) croosing - over entre genes ligados no
mesmo cromossomo, e (III) eventos de recombinacido intragénica. Os
mecanismos I e II ddo origem a formas com novas combinacdes de genes,
tais como duplicacdes e delecdes enquanto (III) é um mecanismo de
geracdo de novos alelos dos genes. O parasito da maldria € hapléide para
a maioria de seu ciclo (Walliker et al., 1975), com um uUnico estdgio
dipléide sendo o zigoto formado pela unido de gametas no mosquito. No
caso de o mosquito exercer hematofagia contendo gametdcitos de apenas
um unico clone, somente a autofecundacdo poderd acontecer devido os
gametas serem  geneticamente  idénticos, produzindo  zigotos
homozigdticos. Se ocorrer gametdcitos de mais de um clone podem
ocorrer eventos de passagem, resultando em recombinagdo
heterozigdticas (Figura 4). A Recombinacdo meidtica ndo devera ter
grandes efeitos genéticos nos homozigotos porque ambos os alelos de
todos os genes sdo idénticos, no entanto, processos como a replicacido de
derrapagem e crossing-over desigual poderiam resultar em situacgdes
como novos alelos que apresentam variagdes no nimero de unidades
repetidas, visto em alguns genes. Em heterozigotos, entretanto, a
recombinacdo meidtica inevitavelmente leva a producdo de formas
hapldides recombinantes (Figura 4) (Sherman, 1998).

Estes eventos ocorrem dependentemente do indice de transmissao
de maldria em d4reas hipo ou hiperendémicas. Em d4reas de baixa
endemicidade é mais provavel que a formacdo de novos alelos ocorra por
processos de autofecundacdo acontecendo preferencialmente através de
delecdo ou duplicacdo de seqiiéncias génicas do que trocas entre
diferentes alelos. Este ultimo deve ser mais encontrado, provavelmente,
em d4reas de alta endemicidade onde vérios estudos observaram
multiclonalidade de cepas em pacientes infectados por Plasmodium

falciparum ou Plasmodium vivax.
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Figura 4: Heranca de genes cromossdmicos em parasitas da maldria. (1) Esporozoitos homozigotos derivados da
autofecundagdo de gimetas do clone A, (2,3) esporozoitos heterozigotos derivados do cruzamento entre os clones
A e B, (4) esporozoitos homozigotos derivados da autofecundacio de gametas do clone B.

Fonte: (Sherman, 1998)

A hipdtese acima pode ser evidenciada por pesquisa de gendtipos
em estudos de estrutura populacional. Exame de parasitas ndo clonados
em uma amostra de sangue fornece apenas informacdes limitadas sobre o
nimero de clones presentes. Se o unico l6cus polimérfico é examinado e,
por exemplo, trés alelos sdo vistos, o nimero minimo de clones presentes
deve ser de trés. No entanto, se um segundo lécus examinado tiver na
mesma amostra, por exemplo, dois alelos, o nimero de clones sobe para
seis, desde que ha seis combinacdes possiveis dos alelos em cada 16cus.
O numero preciso de clones s6 pode ser determinado através do

isolamento e caracterizacdo de clones individuais de tais isolados. A
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composi¢do clonal em um determinado paciente pode mudar ao longo do
tempo, mesmo de dia para dia. Por exemplo, Farnert e colaboradores em
1997 estudaram amostras didrias de P. falciparum em criancgas
assintomaticas residentes de uma aldeia em uma area da Tanzéinia, onde a
maldria € altamente endémica, utilizou-se a técnica de PCR para
examinar alelos dos genes MSP1 e MSP2 e GLURP (Figura 5), na
maioria dos casos, os padroes complexos de infec¢des multiclonais foram
encontrados. Uma descoberta particularmente surpreendente foi a de que
algumas criancas tiveram mudancas em gendtipos de cada 24 h, por
exemplo, parasitas identificados nos dias 1 e 3 foram semelhantes entre
si mas diferiram daqueles observados nos dias 2 e 4. A explicacdo mais
provdvel para essa mudanca foi que as diferentes cepas de parasitas
foram submetidas a seqiiestro em dias alternados, ainda nesse estudo foi
observado quem em muitas pessoas até trés genes alelos de novos

parasitas foram observados, durante o periodo de 2 semanas.
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Figura 5: Método para analisar os cruzamentos entre os clones de parasitas da maldria.

Fonte: (Sherman,1998).
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Outros estudos longitudinais foram feitos em pacientes com
intervalos de tempo mais longo, Daubersies e colaboradores 1996,
analisaram os alelos MSP1 e MSP2 de P.falciparum de pacientes em duas
aldeias no Senegal, que tinham diferentes taxas de transmissdo de
maldria durante os periodos de 3 meses onde, amostras de sangue foram
coletadas a cada 2 semanas e, pelo menos onde, cinco clones foram
presentes em alguns casos. Flutuacdes de alelos também foram
observadas em amostras colhidas em alguns pacientes a 2 a 4 intervalos
de dias. Em Pikine, um suburbio de Dakar, onde a transmissido foi
sazonal, foram retiradas amostras de trés pessoas, cinco vezes ao longo
de um periodo de 5 semanas durante a estacdo seca, nestas infecc¢des, os
alelos de cada gene semelhantes foram observados em cada amostragem,
mostrando que os clones persistiram ao longo deste periodo (Sherman.,
1998).

Estudos sobre a estrutura populacional de P.vivax era até 2008
prejudicado pela falta de informag¢do sobre o genoma do parasita. Porém
agora com o genoma do P.vivax completo, novos marcadores poderdo ser
utilizados ao lado daqueles jid conhecidos. Antes do genoma, pesquisas
tém sido realizadas a respeito da variacdo de alelos de dois genes,
PvCSP e o homdélogo PvMSPI1. Analise de isolados de P.vivax em Papua
Nova Guiné, Brasil, Sri Lanka, Tailandia, Filipinas e China revelou a
heterogeneidade ampla destes genes. A diversidade alélica de PvCSP
geralmente ndo € tdo grande como o observado no PYMSP1 (Del Portillo
et al., 1991). Outros estudos realizados na China e nas Filipinas,
revelaram idénticos alelos PvCSP em trés dos seis isolados chineses e
seis de sete filipinos isolados, em cada caso, os parasitas presentes nos
isolados diferiram no l6cus PvMSPI1 e por isso ndo foram considerados
clones do mesmo parasita (Mann et al., 1994). A taxa de infeccdes
multiclonais por P.vivax parece a primeira vista, ser inferior ao P.
falciparum, no entanto, devido a diversidade limitada de alguns genes, o
nimero de locus incluidos na andlise precisa ser levado em conta. Por
exemplo, em Papua Nova Guiné, 38% das infec¢des por P.vivax foram
multiclonais usando PYMSPI1, mas essa porcentagem sobe para 65% em

dois outros locais que foram incluidos na andlise (Kolakovich et al.,
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1996). Um grande estudo realizado na India, utilizando trés enzimas
polimérficas concluiu que 20% dos isolados foram P.vivax multiclonais
(Joshi et al., 1997). Parece haver nenhuma diferenca significativa na taxa
de infeccdo multiclonal entre os tempos de transmissdao de baixa e alta,
nem qualquer diferenca nas freqiiéncias alélicas ao longo dos 8 anos de

estudo (Sherman.,1998).

1.6 Vacina contra a malaria

Viérias protozooses constituem-se em grandes problemas de sadde
publica no mundo, e dentre elas a maldria é a que traz maiores
preocupacdes pela prevaléncia e morbidade, sendo incluida pela
Organizacdo Mundial da Saude entre as seis endemias prioritdrias para
investimento em pesquisa. No Brasil, a maldria ao lado de leishmanioses
estd em processo de expansdo, porém o seu controle total pela
intervencdo no seu ciclo bioldogico é dificil ou ndo realizavel, ndo sé
pelas condi¢des sécio-econdOmicas da populagdo sob risco, mas, porque
envolvem elementos como insetos vetores cujo controle ou eliminagdo
sdo racionalmente irrealizdveis. A vacina, portanto, é uma ferramenta
que poderia contribuir efetivamente para esse controle (Lindoso.,2000).

Hé4 muitas pesquisas em desenvolvimento visando vacinas contra
maldria, porém ndo ha produtos liberados para uso na populacdo geral.
Héa varios fatores que resultam nesta situacdo atual, um dos fatores €
decorrente da complexidade do ciclo biolégico onde o parasito toma
formas morfolégicas diversas, este fato leva ao envolvimento de
antigenos diversos nas vdrias fases do ciclo. Além disso, os parasitos
tém a capacidade de modificar as moléculas de seus antigenos, variacao
antigénica, diante de uma resposta imune protetora (Stoute et al., 1998).

Para o desenvolvimento de qualquer vacina o ponto de partida € a
constatacdo da possibilidade de induzir imunidade no hospedeiro contra
a infeccdo em questdo. Na maldria esta evidéncia foi verificada hda mais
de 30 anos em animais experimentais € em homens imunizados com

esporozoitos atenuado (Nussensweig et al., 1967), porém, ndo sendo
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factivel o uso destes como vacina, pela impossibilidade de producdo em
grande escala de esporozoitos dentre outras questdes prdticas, iniciou-se
a busca de outros imundégenos obtidos utilizando tecnologias bioquimicas
e de biologia molecular avancadas. Vacinas voltadas para a fase pré-
eritrocitica que tem o esporozoito como alvo ou que impecam a invasdo
do hepatécito pelo parasito, ou ainda que o eliminem durante a
esquizogonia dentro do hepatdcito sdo interessantes por bloquear a
infeccdo no seu inicio, porém, a sua eficdicia hd de ser absoluta
considerando que escape de um uUnico parasito pode levar a fase
eritrocitica da infec¢do com suas conseqiiéncias patoldgicas. Ao lado de
estudos visando esta fase pré-eritrocitica, duas outras linhas de pesquisa
sdo desenvolvidas tendo como alvo a fase eritrocitica e o bloqueio da
transmissdo, esta Ultima visando impedir o desenvolvimento do parasito
dentro do inseto vetor com inducdo de anticorpo no hospedeiro que teria
efeito dentro do tubo digestivo do inseto, interferindo na reproducdo do
parasito (Ling et al., 1994).

Na busca de imundgenos candidatos a vacina, principalmente
quando se buscam moléculas sintéticas, o conhecimento do mecanismo
imune protetor € essencial. A proteina que cobre o esporozoito ¢é
conhecida como Proteina do Circunsporozoito do inglés
“circunsporozoite protein” (CSP). O epitopo B imunodominante desta
proteina é a por¢do central repetitiva NANP encontrada no P.
falciparum, mas presente e conservada nas diversas espécies de
Plasmodium. Em um estudo, o gene da CSP foi clonado (Dame et al.,
1984) e, subseqiientemente, foram obtidos produtos recombinantes
(Ballou et al., 1987) e sintéticos (Herringnton et al., 1987) considerados
seguros para uso em seres humanos, porém, estudos clinicos ndo
mostraram prote¢do além de 20 — 30% (Ballou et al., 1987, Guiguemende
et al., 1990, Fries et al., 1992). Segundo Stoute e colaboradores (1997),
uma formulacido que consiste de proteina de fusdo de uma porcao da CSP
e antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), denominada RTS.S, foi
testada em voluntdrios humanos com adjuvantes diversos e
imunoestimulantes. Resultados iniciais com RTS.S em emulsdo dgua e

6leo acrescida de imunoestimulantes monofosforil lipidio A e QS21
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despertaram entusiasmo por conferir protecdo em seis dos sete
individuos vacinados quando desafiados com mosquito infectado por P.
falciparum trés semanas apds a terceira dose da vacina. No entanto,
quando cinco destes individuos e outros dois que receberam outro tipo de
adjuvante e que mostraram protec¢do inicial foram desafiados novamente
ap6s 6 meses, cinco desenvolveram infec¢cdo (Stoute et al., 1998),
abortando prosseguimento para a fase III da vacina.

Epitopos da fase eritrocitica também sdo objeto de intenso estudo e
ha 25 anos foi observada protecdo de macacos injetados com merozoitos
de P. knowlesi e P.falciparum utilizando adjuvante completo de Freund
(Mitchel & Cohen 1975, Sidiqqi 1977). A Proteina 1 da superficie de
merozoito (MSP-1) de P. yoelii foi purificada com anticorpo monoclonal
e esta induziu imunidade em camundongo contra a infec¢do com o
parasito homodlogo (Holder & Freeman 1981); proteina homodloga de
MSP-1 também foi encontrada em outras espécies de Plasmodium
incluindo P. falciparum (Holder et al., 1985). Utilizando proteina de
fusdo MSP-1 - glutationa S transferase foi possivel proteger camundongo
a infeccdo por P. yoelii (Ling et al., 1994) e MSP-1 recombinante de P.
falciparum induziu prote¢do em macacos Aotus (Kumar et al., 1995).
Proteina de fusido de MSP-1 e epitopo T do toxdide tetdnico foi para
teste de fase I em seres humanos e observaram-se algumas reacdes
adversas, recomendando-se maior cautela no uso (Keitel et al., 1999).

Constatando-se que a imunidade dirigida exclusivamente a uma
fase do ciclo do parasito dificilmente levaria a uma protecdo efetiva,
varios compostos combinando epitopos de diferentes fases do ciclo do
parasito foram elaborados para estudo. O mais estudado é o SPf66,
desenvolvido na Coldmbia, que contém a seqiiéncia PNAMP do CSP da
fase pré-eritrocitica e trés antigenos da fase eritrocitica incluindo um
epitopo do MSP-1, que mostrou efeito protetor parcial quando testado no
macaco e em voluntdarios humanos (Patarroyo et al., 1987, Patarroyo et
al., 1988).

Numa abordagem diferente da obtencdo simples de proteinas
recombinantes para uso como vacina, alguns compostos sdo resultantes

de insercdo de segmentos de gene que codificam para proteinas do
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parasito de interesse em microrganismos que por si s§ suscitam resposta
imune que possam contribuir na imunizagdo com o composto vacinal.
Uma destas preparacdes é o NYVAC-Pf7 que ndo s6 associa epitopos de
fases diferentes do ciclo do parasito, mas, estes sdo expressos pelo virus
da vaccinia NYVAC. Foram inseridos neste virus genes que codificam
para proteinas expressas por parasitos na fase de esporozoito (CSP e
PfSSP2), fases hepdtica (LSA1), eritrocitica (MSP1, SERA, AMAI) e
sexuada (Pfs25). Niao tendo observado nenhum efeito colateral da
NYVAC-Pf7 em macaco Rhesus, foi testado em voluntarios humanos em
teste de fases I e II. Houve inducdo tanto da resposta humoral quanto
celular a diferentes componentes antigénicos, mas, somente retardou o
aparecimento da parasitemia, ndo induzindo protecdo (Ockenhouse et al.,
1998).

Vacina de DNA € uma outra possibilidade explorada tendo como
vantagem a facilidade na sua obtencdo e inducdo de resposta de células
T, principalmente CD8+ além da persisténcia no hospedeiro com
estimulacdo imune por periodo prolongado. DNA de CSP de P. yoelii
(PyCSP) foi testada em camundongos BALB/c conferindo protecdo
parcial dependente de células T CD8+. DNA de CSP de P. falciparum
foi testada em voluntdrios humanos quanto a toxicidade e seguranca.
Num estudo em que se combina o uso de DNA de PyCSP e um
recombinante constituido por virus da vaccinia contendo segmento de
gene de PyCSP observa-se melhor protecdo e producdo maior de
anticorpos com o uso inicial de DNA seguido de recombinante como
reforco do que o uso de duas doses de vacina de DNA (Sedegah et al.,
1998).

Embora o P. vivax seja considerada uma espécie importante do
ponto de vista epidemioldgico pela frequéncia, os estudos para o
desenvolvimento de vacina com esta espécie de Plasmodium ocorrem
numa escala mais modesta. Os estudos mais avancados sdo de testes em
varias espécies de primatas ndo humanos com diferentes compostos
vacinais. O primeiro teste em primata foi com esporozoito atenuado e
com o antigeno recombinante de CSP de P. vivax, observando-se

producdo de anticorpos e protecdo em alguns e prolongamento do
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periodo prepatente em outros (Collins et al., 1989). A imunogenicidade
de peptideos da proteina da fase eritrocitica MSP-1 de P. vivax vem
sendo estudada (Damangel et al., 1996) e Perera e colaboradores 1998,
viram que no modelo de primata infectado com P. cynomolgi,
considerado similar a infec¢do humana por P. vivax, foi utilizado
antigeno recombinante de MSP-1 de P. cynomolgi em baculovirus
obtendo-se protecdo grande que ndo se alterou apds seis meses. O papel
protetor espécie-especifico do antigeno MSP1, observado principalmente
em estudos envolvendo a espécie P. falciparum fortalecem a MSP1 como
forte candidata a vacina antimaldrica (Mertens et al., 1993), j4 que sua
importancia biolégica na invasdo do merozoito in vitro e o efeito de

anticorpos inibitérios a penetracdo do parasita no eritrécito ji sdo bem

conhecidos através de estudos (Holder et al., 1999).

1.7 Proteina de Superficie do Merozoito

O antigeno MSP-1 é uma proteina de superficie do merozoito
presente tanto em P. falciparum quanto em P. vivax e apresenta um
padrdo gendmico e genético comum. Em relacdo ao gendmico tem sido
demonstrado a estrutura génica da MSP-1 a existéncia de regides
conservadas, semiconservadas e polimoérficas. Geneticamente os blocos
conservados do gene MSP-1 apresentam dimorfismo genético. Em
relacdo a MSP-1 de P. vivax, Del portillo e colaboradores mostraram
pela biologia molecular a presenca de dois alelos MSP-1 presentes no
Brasil, em Belém e Salvador (Mertens et al., 1993). Essas glicoproteinas
sdo acopladas a superficie dos merozoitos através de ancoras GPI e
compreendem motivos repetitivos que variam em seqiiéncia e numero de
repeticdes.

A ocorréncia de polimorfismos nesses motivos, 0s quais
apresentam epitopos imunodominantes para células T e B, ou a simples
variagcdo no numero de repeti¢cdes, parece contribuir para o escape imune
do parasito (Anders et al., 1994). Realmente, anticorpos naturalmente

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

O gene que codifica esta proteina apresenta-se em céOpia Unica e
possui um peptideo de 1796 aminodcidos (Del Portillo et al., 1991). E
sintetizada com um precursor de 200-250 kDa (Undagama et al., 1989).
Sofre dois processos de protedlise (Figura 6) no primeiro dividindo-se
em dois fragmentos, um contendo 506 aminodcidos, denominada regido
N-terminal. O outro fragmento contendo 111 aminodcidos que
corresponde a 42 kDa (Sakai et al., 2003). Na segunda protedlise uma
parte equivalente a 19 kDa ndo tem papel de ligante, porem a protedlise
¢ importante para a invasdo, pois anticorpos que bloqueiam a protedlise

estdo associados a inibi¢do da invasdo in vitro (Blackmam et al., 1990).

Processamento MSFP1
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Figura 6: Processamento MSP1
Fonte: Sakai et al.. 2003)

Dentre as proteinas de estdgio sanguineo de Plasmodium, a
proteina 1 de superficie do merozoito tem sido estudada intensivamente
como um potencial alvo para protecdo imunoldgica. Sua funcido esta
relacionada ao processo de invasdo do eritrocito, pois estudos de Holder
e colaboradores (1994) demonstraram que anticorpos denominados
inibitérios do processamento do precursor impediam a invasdo das
hemdécias pelo merozoito do P.falciparum. A invasdao dos eritrocitos
pelos merozoitos é fundamental para o estabelecimento e manutencao da

infec¢cdo maldrica em um individuo (Cowman et al.,2001), como esse



Introducdo 34

estdgio do parasita se encontra na circulacdo sanguinea ele se torna um
potencial alvo para acdo de vacinas.

Em um estudo realizado com uma populacdo ribeirinha da
Amazodnia legal, Portuchuello (RO) onde se, identificaram pacientes
assintomdticos e sintomdticos, a aquisi¢cdo natural de anticorpos avaliada
contra uma proteina recombinante correspondente a regido N terminal do
MSP1 de P.vivax passou a ser considerada uma importante candidata a
vacina anti - maldrica (Nogueira et al, 2006). Nesse mesmo estudo,
dados mostraram que pacientes assintomdticos apresentavam anticorpos
IgG3 contra a regido N-terminal da MSP1 de P.vivax, no entanto, soros
de alguns individuos assintomdaticos ndo reconheceram a proteina
recombinante N-term MSP1 construida a partir de DNA da cepa Belém.
Assim, a variabilidade das regides polimdrficas poderia ser explicagdo
para o ndao reconhecimento por parte de alguns assintomadticos.

Considerando-se que a aquisicdo de 1imunidade contra os
plasmédios humanos em dreas altamente endémicas tem sido fortemente
atribuida a continua exposi¢cdo ao parasito, ¢ sabido que esta imunidade
esteja associada com aquisicdo de repertério de anticorpos contra
antigenos do parasito com o elevado polimorfismo (Day & Marsh, 1991,
Tetteh et al 2005; Nogueira et al 2006,). Embora alguns estudos venham
sendo conduzidos no Brasil com a finalidade de caracterizarem
geneticamente isolados de parasitos que circulam em regides de
transmissao, ndo existe nenhum estudo no entorno de Manaus no estado
do Amazonas, havendo somente estudos de Del Portillo e Urbano em
isolados de Rondodnia (Del Portillo er al., 1991; Mancilla er al., 1994; Da
Silveira et al., 1999;). Portanto, a andlise genotipica dos isolados que
pretendemos realizar em zonas periféricas de Manaus deve fornecer

informacgdes sobre os alelos e a dindmica de transmissdo dos mesmos.
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2. OBJETIVO

O presente projeto visa analisar a estrutura génica e a diversidade alélica de
isolados de P.vivax circulantes no entorno de Manaus baseando-se em trés seqii€éncias

génicas correspondentes aos blocos polimoérficos 2, 6 e 10 do gene MSP1.

2.1 Objetivos Especificos
v Determinar a seqiiéncia génica de trés blocos polimérficos do gene PvMSP-1;
v Avaliar as seqiiéncias e compara-las com as ji disponiveis em banco de dados;

v Determinar a freqiiéncia das seqiiéncias do gene PvMSP-1 e agrupd-las na forma

de cladograma para determinar o repertorio génico dos isolados circulantes nas

regides de coleta.
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3. METODOLOGIA

3.1 Populacao e Area de Estudo: O estudo foi realizado com amostras
sanguineas positivas para maldria, causada por P.vivax, de pacientes
atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical de Manaus - AM,
residentes no entorno de Manaus, no qual diagndstico por PCR “Real
Time” e lamina de gota espessa foram utilizados para deteccdo e

constatacdo da parasitemia.

3.2 Coleta e Consideracdes Eticas: Dispondo das informacdes de
diagndstico, foram convidados para participar individuos que tiverem
resultado de (Reacdo em Cadeia da Polimerase) PCR ou liamina gota
espessa positivos para “maldria vivax”. Os mesmos ou seus
representantes responderam um questiondrio epidemiolégico e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Amazonas sob CAAE: 3640.0.000.115-
07.

3.3 Processamento das Amostras e Extracido de DNA: A extracdo de
DNA foi feita através do Kit comercial Charge Switch gDNA 50-100ul

Blood kit (Invitrogen), conforme instru¢des do fabricante.

3.4 Primers e PCR: Para realizar andlise do polimorfismo foram
utilizados os primers do estudo de Bastos e colaboradores (2007), Bloco
2 pvF1 (5’CTCTGACAAAGAGCTGGAC3’) pvR9
(5’GCTCCTTCAGCACTTTCACGCG  37), Bloco 6 pvF4 (¥
TACTACTTGATGGTCCTCAAAAG 3’), pvR6 (5’GTGCTTGTGACATGCGTA 3’),
Bloco 10 pvF7 (5’CCTTAAGAATACCGAGATTTTGCTGAAG 3’) pvR3
(5’GCGATTACTTTGTCGTAG 3’) na concentragdo de 10 pM. Para o preparo da
reacdo foram utilizados: Tampao 10X, DNTP 100 uM, Mgcl 1,5 Mm e Taq Polimerase
1 U, nas seguintes condi¢bes: 95° 5Min. 1X, 94° 1Min., 63° 1Min., 72° 1Min., 36X, 72°

1X 10Min. As amostras foram visualisadas em gel de agarose 1%.
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3.5 Purificacio de amostras de DNA genomico em gel de agarose: Os produtos de
PCR amplificados em gel de agarose, foram purificados utilizando o Kit comercial de

Purificacdo QIAquick Gel Extraction - QIAGEN, conforme instru¢des do fabricante.

3.6 Sequenciamento dos produtos de PCR: Os produtos foram analisados em
seqiienciador automdtico de DNA MegaBace 1000 da FIOCRUZ/BA, pelo método de

terminacdo da cadeia ou dideoxi Cada amostra foi seqiienciada pelo menos 3 vezes.

3.7 Analise das seqiiéncias: Os eletroferogramas oriundos do seqiienciamento foram
visualizados e editados pelo SeqMan II do pacote Lasergene versao 4.05 (DNAStar). As
seqiiéncias dos produtos da PCR foram comparadas com seqii€éncias depositadas em
bancos de dados disponiveis no GenBank (National Center for Biotechnology
Information), através do Blast-p do inglés “Blast Protein” Alinhamentos foram
realizados entre as seqiiéncias resultantes dos blocos 2, bloco 6 e bloco 10 do gene
MSP-1 com outras seqiiéncias do mesmo gene depositadas no GenBank, utilizando os
programa EditSeq e MegAlign do pacote Lasergene versao 4.05 (DNAStar). A partir
destas seqiiéncias foram construidas drvores filogenéticas, utilizando o programa Mega
line, também do pacote Lasergene. As arvores filogenéticas foram comparadas as
tabelas de percentual de similaridade e divergéncia entre seqii€éncias alinhadas, através

do Megaline.



Resultados



Resultados 41

4. RESULTADOS
4.1 Amostras do gene MSP1 com PCR positivo

Obtivemos 130 amostras diagnosticadas positivas por gota espessa para
P.vivax pela Fundacdo de Medicina Tropical da cidade de Manaus - AM, individuos

procedentes do entorno de Manaus.

Das 130 amostras oriundas da Fundacdao de Medicina Tropical, obtivemos 73
amostras positivas para o bloco 2 na PCR, onde foi possivel verificar varia¢gdes nos
tamanhos dos fragmentos amplificados. Utilizamos um plasmidio (ICB2-5) e (ICB-
10) contendo uma constru¢do génica correspondente a regido N-terminal do gene
MSP-1 do isolado Belém, cedido gentilmente por Dr. Hernando Del Portillo para
ser usado como controle da reagcdao da PCR. Para os blocos 6, foi feita PCR em 100
amostras sanguineas e dessas 61 foram positivas, onde também foi observado a
variacdo no tamanhos dos fragmentos. J4 para o bloco 10 foi feita PCR em 70

amostras e 61 foram positivas, houve variagdo nos fragmentos.

Bloco 2 Bloco 6

500 PB
Figura 7: Amostras positivas no PCR bloco 2 Figura 8: Amostras positivas no PCR bloco 6
com fragmentos com tamanhos 473 a 515 PB. com fragmentos com tamanhos 470 a 515 PB.
Bloco 10 Bloco 10
500 PB
500 PB

Figura 9 e 10: Amostras positivas no PCR bloco 10 com fragmentos com tamanhos
500 a 615 PB.
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4.2 Variacoes no tamanho dos fragmentos de bandas visualizados em gel de agarose

4.2.1 Bloco 2

A tabela abaixo mostra a varia¢do dos fragmentos amplificados da regido 2

(bloco 2) e visualizados em gel de agarose os fragmentos variaram de tamanho
sendo < 500 pb (=490 pb) a > 500 pb (com variagdes de = 500 a 600 pb), sugerindo

diferencas nos gendtipos amplificados. As variacdes de tamanhos dos fragmentos

de PCR obtidas aqui também foram detectadas por estudos de Bastos e Urbano em

2007, na regido do Acre.

Bloco 2

T

T

+

1i-

q

= 500 ph

dos frag

v

agarose
500 pb

[solado 1

[solado 2

[solado 3

[solado 4

[solado 5

[solado 6

[solado 7

[solado 8

[solado 9

[solado 10
[solado 11
[solado 12
[solado 13
[solado 14
[solado 15
[solado 16
[solado 17
[solado 18
[solado 19
[solado 20
[solado 21
[solado 22
[solado 23
[solado 24
[solado 25
[solado 26
[solado 27
[solado 28
[solado 29
[solado 30
[solado 31
[solado 32
[solado 33
[solado 34
[solado 35
[<olado 36

em gel de

Bloco 2

T

T

dos frag

" =
v

1i-

q

em gel de

= 500 ph

agarose
500 pb

Isolado 37
Isolado 38
Isolado 39
Isolado 40
Isolado 41
Isolado 42
Isolado 43
Isolado 44
Isolado 45
Isolado 46
Isolado 47
Isolado 48
Isolado 49
Isolado 50
Isolado 51
Isolado 52
Isolado 53
Isolado 54
Isolado 55
Isolado 56
Isolado 57
Isolado 58
Isolado 59
Isolado 60
Isolado 61
Isolado 62
Isolado 63
Isolado 64
Isolado 65
Isolado 66
Isolado 67
Isolado 68
Isolado 69
Isolado 70
Isolado 71
Isolado 72

Isolado 73

Tabela 1: Variacdo no tamanho dos fragmentos de bandas do bloco 2 do gene MSP1 visualizados em gel de

agarose.
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Os diferentes tamanhos dos produtos obtidos na reacdo de PCR do Bloco 2 ja
evidenciam a diversidade genética da populacdo de parasitas (Tabela 1). Contudo
pode-se verificar o predominio de um dos produtos, de 500pb. Estes dados
funcionam como um marcador importante para a estrutura populacional dos

parasitos circulantes.
4.2.2 Blocos 6

Notamos duas varia¢des nos tamanhos dos fragmentos no bloco 6 de 500 pb e > 500 pb (=

530 pb) . Apesar da pequena variacao do bloco 6, esses produtos de PCR sdo sugestivos de isolados

polimorficos.
Tamanhos dos fragmentos visualizados em gel de T hos dos fragmentos visualizados em gel de
agarose agarose
Bloco 6 500 pb = 500 pb Bloco 6 500 pb = 500 pb
Isolado 1 Isolado 31
Isolado 2 Isolado 32
Isolado 3 Isolado 33
Isolado 4 Isolado 34
Isolado 5 Isolado 35
Isolado 6 Isolado 36
Isolado 7 Isolado 37
Isolado 8 Isolado 38
Isolado 9 Isolado 39
Isolado 10 Isolado 40
Isolado 11 Isolado 41
Isolado 12 Isolado 42
Isolado 13 Isolado 43
Isolado 14 Isolado 44
Isolado 15 Isolado 45
Isolado 16 Isolado 46
Isolado 17 Isolado 47
Isolado 18 Isolado 48
Isolado 19 Isolado 49
Isolado 20 Isolado 50
Isolado 21 Isolado 51
Isolado 22 Isolado 52
Isolado 23 Isolado 53
Isolado 24 Isolado 54
Isolado 25 Isolado 55
Isolado 26 Isolado 56
Isolado 27 Isolado 57
Isolado 28 Isolado 58
Isolado 29 Isolado 59
Isolado 30 Isolado 60
Isolado 61

Tabela 2: Variacdo no tamanho dos fragmentos de bandas do bloco 6 do gene MSP1 visualizados em gel de
agarose.



Resultados 44

4.2.3 Bloco 10

No bloco 10 verificamos variagdes entre 500 a > 500 pb (= 600 pb), sendo que a altura 500
pb foi mais encontrada (Tabela 3). Esses dados também indicam indicios de polimorfismos devido

aos diferentes tamanhos dos produtos amplificados.

Novamente os resultados obtidos com os produtos do bloco 10, onde os mesmos foram

unicos, corroboram os dados dos blocos 2 e 6 indicando infec¢des por populagdes monoclonais.

T hos dos fragmentos visnalizados em gel de T hos dos fragmentos visualizados em gel de
agarose agarose
Bloco 10 500 pb =500 pb Bloco 10 500 pb =500 pb
Isolado 1 Tsolado 31
Isolado 2 Isolado 32
Isolado 3 Isolado 33
Isolado 4 Isolado 34
Isolado 5 Isolado 35
Isolado 6 Isolado 36
Isolado 7 Isolado 37
Isolado 8 Isolado 38
Isolado 9 Isolado 39
Isolado 10 Isolado 40
Isolado 11 Isolado 41
Isolado 12 Isolado 42
Isolado 13 Isolado 43
Isolado 14 Isolado 44
Isolado 15 Isolado 45
Isolado 16 Isolado 46
Isolado 17 Isolado 47
Isolado 18 Isolado 48
Isolado 19 Isolado 49
Isolado 20 Isolado 50
Isolado 21 Isolado 51
Isolado 22 Isolado 52
Isolado 23 Isolado 53
Isolado 24 Isolado 54
Isolado 25 Isolado 55
Isolado 26 Isolado 56
Isolado 27 Isolado 57
Isolado 28 Isolado 58
Isolado 29 Isolado 59
Isolado 30 Isolado 60
Isolado 61

Tabela 3: Variacdo no tamanho dos fragmentos de bandas do bloco 10 do gene MSP1 visualizados em gel de agarose.
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4.3 Isolados positivos comparados a negativos de acordo com a amplificacao de cada bloco

A Tabela 4 mostra resultados da amplificagdo dos produtos de PCR para os trés blocos
estudados em todas as amostras, distinguindo-as daqueles que foram positivos ou negativos para um

bloco.

Dos 61 isolados, trinta e seis foram positivos para o bloco 2, trinta e cinco foram positivos
para o bloco 6 e quarenta e trés foram positivos para o bloco 10. Pode-se perceber que o bloco 10 foi
o bloco mais amplificado ja que quase todos os produtos de PCR puderam ser visualizados em gel
de agarose, corroborando os dados encontrados na literatura que apontam entre os blocos

polimorficos o bloco 10 € mais conservado.

Entre os resultados, houve doze que amplificaram na PCR em apenas 1 bloco (Tabela 4).
Esses resultados sugerem que a existéncia de polimorfismos na regido alvo dos primers utilizados
nesta pesquisa, ja que as reacdes positivas confirmam a estabilidade do DNA extraido e a reagdo do

especifico bloco amplificou vérios outros isolados.

Apesar do polimorfismo destes poucos isolados a grande maioria das amostras foi
amplificada demonstrando que os pares de primers utilizados neste estudo (e desenhados por Bastos
e colaboradores, 2007) sdo aplicaveis nos estudos genéticos dos isolados no Brasil. Experimentos
preliminares realizados com primers desenhados Inwong e colaboradores (2005) ndo serviram para
amplificar os blocos 2, 6 e 10 dos isolados do Brasil (dados ndo mostrados). O estudo de Inwong e
colaboradores foram aplicados na Asia e os primers foram desenhados para os isolados desta regido.
Portanto, o polimorfismo nas seqiiéncias alvos destes primers € responsavel pela ineficacia das

nossas amplificacoes.
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Isolados
Isolado 1
Isolado 2
Isolado 3
Isolado 4
Isolado 5
Isolado 6
Isolado 7
Isolado 8§
Isolado ©
Isolado 10
Isolado 11
Isolado 12
Isolado 13
Isolado 14
Isolado 15
Isolado 16
Isolado 17
Isolado 18
Isolado 19
Isolado 20
Isolado 21
Isolado 22
Isolado 23
Isolado 24
Isolado 25
Isolado 26
Isolado 27
Isolado 28
Isolado 29
Isolado 30

Isolados

Blocos

[solado 31
[solado 32
[solado 33
[solado 34
Tsolado 35
[solado 36
[solado 37
[solado 38
[solado 39
Isolado 40
Tsolado 41
[solado 42
[solado 43
[solado 44
[solado 45
[solado 46
[solado 47
[solado 48
[solado 49
[solado 50
[solado 51
Isolado 52
[solado 53
[solado 54
[solado 55
[solado 56
Isolado 57
Isolado 58
[solado 59
[solado 60

[solado 61

Tabela 4: Isolados positivos comparados a negativos de acordo com a amplifica¢do de cada bloco.
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4.4 Analises das seqiiéncias
4.4.1 Bloco 2

Selecionamos seqii€éncias ja depositadas em banco de dados (genbank) através do blast(p)

que se assemelhassem aos isolados encontrados no bloco 2, a figura 11 mostra os dados dessas

seqiiéncias.
Organismo ldentidade Regiio Feferencias
ki
MEE-1 &0 TaikEndia Pumpomtip etal., (2002)
MEP-1 25 anus Dumpomtip eral., (2002)
WER-1 72 Corsle  do Han and Chei (2001)
Sul
MEE-1 O Taikindia Pumpomtip exal., (2002)
WEP-1 B2 Tailindiz Purpomtip eral., {2002)
KEP-1 TR Corzla  do Han and Cheai (2001)
Sul
MEP-1 25 Corzia  do AAWMBEZ1IS1 Dumpomtip eral., (2002)
Sul
MEP-1 il Brasil AAMBEIIT1 Pumpomtip eral., (2002)
MEP-1 58 Vanus 1 Pumpomtip exal., (2002)
WEP-1 ] Acr=-Brazil ; 1 Bastos eral., (2007T)
MEE-1 1060 Arre-Brasil F15925. 1 Bastos eral., (2007)
KEP-1 2B Corsla  do 6.1 Han and Chei (2001)
Sul
LEB-1 77 Teilindiz AAWNBEI2T1 Pupomtip eral., (2002)
KEP-1 o Teilindiz AANBE2351 Putaporntip et al. (2002)
WER-1 o2 Bangladazh AAWBE2321 Butaportip et ai., (2002)
KEP-1 o5 Bangladazh AANBE2101 Pupomtip eral., (2002)
MEE-1 60 Tzilinidia AAWBEI311 Pupomtip eral., (2002)
KEP-1 o5 Teilindiz AAWBEIEEL Pupomtip er al., {2002)
NER-1C { Pw200) ] Czpa Balém AMN 634271 D=l Portillo exal., {1999)
LEB-1 75 Teilindiz AAWBEI261 Pupomtip eral., (2002)

Figura 11: Identidade das seqiiéncias do bloco 2 dos isolados deste estudo com seqii€ncia disponibilizadas no
genbank

4.4.2 Alinhamento entre seqiiéncias do bloco 2 com seqiiéncias disponibilizadas no genbank

Foram selecionadas do genbank através do programa blast(p) cepas com perfil de similaridade de
58% a 100% referentes aos isolados desse estudo (Figura 11). Na formacdo do alinhamento
(Figural2a 12b), identificamos seqiiéncias de aminodcidos que se repetem tanto nos isolados de
nosso estudo, como em cepas oriundas de outras regides geograficas. A figura 24 no anexo indica o

percentual de similaridade entre as seqii€ncias em questao.
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. A .

4.4.3 Cladograma referente ao alinhamento entre bloco 2 e seqiiéncias disponibilizadas no genbank

Todos os isolados do bloco 2 foram agrupados e combinados em um cladograma (Figura 13) com seqiiéncias provenientes de outras
regides (seqiiéncias do genbank), indicando uma aproximacdo dos isolados da regiao da Amazdnia com isolados de outras regides geogréaficas,
um dado interessante € que cepas de regides distantes como é o caso da Tailandia, Bangladesh e Coréia foram similares a alguns isolados do
bloco 2, isso mostra que evolutivamente houve alteracdes em parasitas encontrados em nossa regiao, entretanto, o perfil de similaridade ainda é
importante. Cepas com registro inicial ABV, ficaram entre os grupos mais proximos dos isolados de nosso estudo, essas cepas sdao oriundas
também de uma regido da Amazdnia Legal e foram descritas nos estudos de Bastos em 2007. Em anexo, a figura (24) confirma o percentual de

similaridade e divergéncia em relagdo aos nossos isolados e aos encontrados em outras regides geograficas.

988 Isolado2 Bl 2.pro

L.m.ml_ L ABv25923.1.pro

97.3 98.8 | AF435037 MSP1.PRO

45.4 AF435037.1.pro
AAN86213.1.pro
42.9 AAN86232.1.pro
_NA] 100.0 | AAN86226.1.pro
39.6 AAN86226.1.pro
AAN86231.1.pro
AAN86237.1.pro

. Isolado 32 Bl 2.pro
95.8 W@bl.” P

ABV25925.1.pro
97.8
4. [N Isolado 16 Bl 2.pro

AAM22836.1.pro
AAN86235.1.pro
AAN86227.1.pro
88.8 AF435615-1 MSP1 .PRC
89.4 AF435632-1 MSP1 pro
AAN86243.1.pro
91.1|] AAA63427.1.pro
AAA63427.1.pro
AAN86210.1.pro
AAN86238.1.pro
7 Isolado 8 Bl 2.pro

_ELE_H Isolado 18 Bl 2.pro
Q8.2 _ Isolado 13 Bl 2 pro
Isolado 80 BI 2.pro

95.8

70.2

95.9

624

T T T T T T 1
60 50 40 30 20 10 (o]
Nucleotide Substitutions (x100)
Bootstrap Trials = 1000, seed =111

Figura 13: Cladograma referente ao alinhamento entre bloco 2 e seqiiéncias disponibilizadas no genbank
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4.5 Recombinacoes de seqiiéncias encontradas no Bloco 2
4.5.1 Seqiiéncia peptidica SDENAKRGGQSTN conservada em alguns isolados

Através do alinhamento realizado entre algumas amostras que mostraram ser
mais semelhantes de acordo com suas seqii€éncias de aminodcidos, podemos notar
que alguns isolados sdo mais similares do que outros de acordo com alguns fatores,
como por exemplo, uma repeticdio de um peptideo. Os isolados 2 e 58 se
assemelham na repeticdo as seqiiéncia peptidica SDENAKRGGQSTN (Figura 14),
enquanto que outros isolados 18, 13, 8 e 59 ndo possuem esta seqiiéncia (figura
15).

GHIKDDIGILEAFITENKETISNINEKLIOSD Majority
T

10 20 30

L
[EHEITKDDIGILEAFITKNKETISNINKLIQS DIsolade 2 ¢
———————————————————————————— [0 U7 Isoledo 58

ENAEKERGGQSTHN TNGTGAQTDGHQPTTASS Majority

T T

40 50 80

L L L
ENAKRGGQIINITITHNGIGAQIDGHQPTITTAS S| Isclado 2 I
ENAKRGGQSTHTTHNGTGAQTDGH QPEPTTAS 5| Isclado 58
ETS55G535V3iSVS5G655G6G6LGSSGTGSTGEGTGST Majority

T T T

70 g0 a0

L L L
ETS55G55V3iSVS5G655G6GLGSSGTGSTGTG S T| Isclado 2 E
ETSS5GS5V3iSVS5G6S5GLGSSG6GTGSTGEGTG S T| Isclado 58
GNISPSQARADSPSTGTDYNAKKIIFQAVY Majority

T T T

100 110 120

1 1 1
Isolado 2 E
|GI~IISPSQARA]SPSIGI':IYI-IAE{E{IIFQA'-.FY|IS|:1.a:jI:58

HTIFYTHQLQOQEALAQELIAMVLEEKERYW Majority
T T
130 140
1 1
Iaplado 2 E
|I-IIIFYIHQLQEAQF’LIA?‘LEE{R'»f'l Iaolado S8

Figura 14: Seqiiéncia peptidica SDENAKRGGQSTN conservada em alguns isolados
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4.5.2 Recombinacio na seqiiéncia PAPAAPSSTNANYEAKKITYQAIYNGI

A seqiiéncia majoritdria que aparece para o grupo de isolados 18, 13, 8 e 59
seqiiéncia PAPAAPSSTNANYEAKKITYQAIYNGI, parece ser um peptideo conservado para os

isolados do bloco 2, porém nos isolados 2 e 58 ndo encontramos esta seqii€ncia.

—————————————————————————————— Majority

—————————————————————————————— Isolado 18 Bl 2.pro
—————————————————————————————— Isolado 13 Bl 2.pro
—————————————————————————————— Isolado & Bl 2.pro
IKDDIGILETFITENKIIIKNISDLIIAEDN Isolado 5% Bl 2.pro

————— Q-T-TTHNG-G-Q-------—-—-NNZA Majority

T T T

40 50 &0

1 1 1
————— el--- - - - - - -----—-- - - - - -[NNA&AL| Isolado 18 Bl 2.pro
—————————————————————————————— Iaolado 13 Bl 2.pro
————— SHIIHGIGAQ—————————NHAA Izolade 8 Bl 2.pro
EKRSGHP|TTIITNG|R[GT|QIPANGSIRARSSET Isclado 59 Bl 2.pro
QRGSTITGNTETGTQSSASSNTLSGGRAGTIVY G Majority

T T

70 90

1 1
[QGSTGNTETIGTQS GLG G| Isclade 18 Bl 2Z.pro
————————— |GI‘QS G G G| Isolado 13 Bl 2.pro
[DGSTGNTETIGTQS GLG G| Isolade &8 Bl 2.pro
TQIsg/lsswslelsTe G|T |G G| Isolado 59 Bl 2.pro

TSP APAAPSSTHNANYERAKKIIYQATIYNOG I Majority

120
1
Q A I Y|R|G I| Isolade 18 Bl 2.pro
QAIY¥YNGI|Isclado 13 Bl 2.pro
QAI YNOGI|Isclado 8 Bl 2.pro
QAT YNGI| Isclado 59 Bl 2.pro
FYTNQLEEA---—-————— — — — — — — Majority
T T
130 140
1 1
FYTHNGQ Isolado 18 Bl 2.pro
FYTNQLE Isolado 13 Bl 2.pro
FYTNQLEEHASR Isolado 8 Bl 2.pro
FYTNQLEEAQKELIEVLEEKERVEVL Isclado 59 Bl 2.pro

Figura 15: Recombinagao na seqiiéncia PAPAAPSSTNANYEAKKITYQAIYNGI
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4.5.3 Seqiiéncia contendo evidéncia de processo recombinatéorio LISDENAKRGSQ
SPAPAAPSSTNANY

Na andlise do alinhamento, identificamos também dois outros grupos com perfis

semelhantes, nesses grupos identificamos o peptidio KLISDENAKR e o SPAPAAPSSTNANY,

onde os isolados 61 e 80 puderam ser classificados.

YEKEPLDNIEKDDI
T

GHELEA Majority
T

10 20 30

1 1 1
—————————————————————————————— Isolado 61
[ KELDMILEKKEVVLGYRKPLDNIKDDIGEKLE A| Isclado 80
FITENKETISNINKRRISDENAKRGEQRSTUNT Majority

T

40 50 &0

1 1 1
————————————— [ELISDENAEKERGS QS TN T| Isolado 61
[FITKNKETISNINKLISDENAEKRGS(QSTDNT| Isclads 80
TNGTGAQNNARAAQGSTGNTETGTQRQSSASSNT Majority

T T T

70 80 a0

1 1 1
THNGTGAQNNARAAQGSTGNTETGTQSSAS SN T| Isclado 61
TNGTGAQNNAAQGSTGNTETGT{QSSAS SN T| Isclado 80
LSGGAGTIVVGTSSPPAPRAAPSSTNANYEREKMajority

1

100 110 120

L L L
LSGGAGTTIVVGTISSPAFAAFSSTNANTYE R K| Isclado 61
LS GGAGITIVVGITSSPAFALESSTNANTYERAEK| Isclado 80
KIIYQAIYEKEIFTRTS Majority

T

130

1
KIIYQLITY|RS|IF| Iaclado 61
KIIYQAIYKGIFTRT S| Isolado 80

Figura 16: Recombina¢ao ISDENAKRGSQ SPAPAAPSSTNANYE
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4.5.4 Repeticoes de SSX

Putaporntip e colaboradores (2002) identificaram oligdmeros nas seqiiéncias do bloco 2 para
diferenciacdo de varios haplotipos. Nos isolados de nosso estudo encontramos um trimero de
aminodcidos que se repetem, com um perfil semelhante ao do estudo de Putaporntip SSX (onde X é
definido como qualquer residuo). Percebemos quatro tipos de combinac¢des de trimero, com
isolados contendo 6 repeti¢cdes, 5, 4 e duas repeticoes (Figura 17). O isolado 58 h4 seis repeticdes

desta seqiiéncia, nos isolados 18, 13, 8 e 61 quatro repeti¢cdes e no isolado 59 ha cinco repeticoes.

GHIKDDIGILEAFTTEMKETIE NMINKLISDENAKRGGQS TNTINGTGAQTDGHQPT

TASSE TSSGSSVSSVSGSSGLGESGTGS TGTGST Isolado 2: 6 repeticdes

SDENAKRGGQS INTTNGTGAQTDGHOPTTASSETSSGSSVSEV S GSSGL GESGT Isolado 58: 6 .
GSTGTGS TGN PSQARADSPS TGTDY NAKKIIFQAV YN TIF ¥ TNQL QEAQELLA solade 25: 0 repeficoes
VLEKRV

IKDDIGILE TFITKNKITIENIS DL IAENKKRS GHPTT TINGAGTQPANGS 144488  Isolado 59: 4 repeticies
ETTOR GSSNS GS TGHGESNS GSSGTGS TGNGOSPPATADASS TNANYEARKILA
¥NGIFYINQLEE AQKLIEVLEERVEVL

Q\:x‘}é%g[a %F&%TC}SSASSN‘I’LSGGAGIT\".’GI‘SSPAP_—‘L—\PSS'I}:A_‘{YEA Isolado 18: 4 repeticdes

GTOSSASSNILSGGAGT TV VGIESRAPAAPSSTNANY EAKKITY QATY NGIFY TN

QLE Isolado 13: 4 repeticoes

QSTNTINGTGAQNNAAQGS TGNTETCTOSSASSNTLSGGAGTIVVGTSSBAPA g 14 o 4 tich
PSSTNANYEAKEITY QATY NGIFYTQLEEA solado o9: 2 repeticoes

Isolado 61: 4 tico
KLISDE NAKRGS Q8 TNTTNG TG AQNNA AQGS TGNTETG TOSSASSNTL S GCAG solado repeticoes

TIVVGISBSPAPAAPSSTMNANYE AKKITY QAIYRSIF

Figura 17: Repeticdes de SSX, onde X refere-se a qualquer aminoacido.
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4.6 Identidade das seqiiéncias do bloco 6 dos isolados deste estudo com seqiiéncia
disponibilizadas no Genbank

Selecionamos seqii€éncias ja depositadas em banco de dados (genbank) através do blast(p)

que se assemelhassem aos isolados encontrados no bloco 6, a figura 18 mostra os dados dessas

seqiiéncias.
Organismo  Identidade Regiio Registro Referencias
kL

[ER1{T-11T) or Tailindia BAATRRTLL Pugpomitp e al. 2002
MEE-1 B3 Eangladech AANES2321 Pupomtip et al., 2002
MEE-1 or Erazi AANEA23RL Pupomtip et al., 2002
MEER1 oF China AAR30530.1 Zheng et al. 2004
MEER1 oF Venarusls AAV410151 Laclear eral, 2005
MER1 o Amazonas-Brazil ART530121 Santos Ciminers eral., 2007
MER-1 o0 Amazonas-Brasil ABRTSMMTI Santos-Ciminers etal., 2007
MER1 or Amazonss-Brasil ARTS3(4E1 Santos-Ciminers et al. 2007
MEE-1 &7 Paguistio ACTI36867.1 Zaleqi etal., 2009
MEE-1 or Ieli CATM1952.1 Severine eral, 2000
MEP] or leli CABS0129.] Severine eral, 1000
MEE-1 &7 Paquiztio ACTU36860 Banghok  Zaled eral, 20090
LEE] of Daguiztso ACTssRs3 LG Zilpgi etgl 2000

Figura 18: Identidade das seqiiéncias do bloco 6 dos isolados deste estudo com seqiiéncia disponibilizadas no

genbank.
4.6.1 Alinhamento das seqiiéncias do bloco 6 com seqiiéncias do Genbank

Foram selecionadas do genbank através do programa blast(p) cepas com perfil de
similaridade de 85% a 99% referentes aos isolados do bloco 6. Alinhamos os isolados do bloco 6
(Figura 19a 19b) com as seqiiéncias encontradas no genbank, e a partir da analise podemos
encontrar perfis de seqiiéncias de aminodcidos de cepas oriundas de outras regides geograficas, bem
como de nossa regido, como € o caso das seqiiéncias com inicio de registro ABJ, semelhantes aos
perfis dos isolados encontrados em nosso estudo. Assim como no bloco 2 isolados do bloco 6,
também apresentaram um percentual alto de similaridade em relacdo a cepas procedentes de outras
regidoes geogrificas e ao alinharmos ambas as seqii€ncias percebemos que existem porgdes de
aminodcidos conservadas tanto nas cepas oriundas de regides diferentes da regido de nosso estudo,

quanto dos isolados provenientes do nosso estudo.
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4.6.2 Cladograma da seqiiéncia obtida através do seqiienciamento entre os isolados do bloco 6 com sequéncias do genbank

Todos os isolados do bloco 6 foram agrupados e combinados com seqiiéncias provenientes de outras regides (seqii€ncias do genbank) na

arvore filogenética (Figura 20), indicando uma aproximacgao dos isolados da regidao da Amazodnia com isolados de outras regides geograficas.

Percebemos na figura que existem dois grandes grupos de isolados que estdo conectados por um ramo maior na arvore filogenética, indicando

assim isolados que combinam mais com algumas seqiiéncias do que com outras. O percentual de identidade e divergéncia de cada isolado

combinado encontra-se no anexo na figura 25.

63.4 Isolado 71 Bl 6.pro
88.0 Isolado 9 B 6.pro
15, Isolado 3 Bl 6.pro

z>ﬁ Isolado 8 B 6.pro
:.N__ ABJ53048.1.pro
ABJ53047.1.pro

97.0

38.2

_, ACLb6867.1.pro
........... AANB6232.1.pro
Isolado 10 BI 6.pro

69.5

Isolado 18 BL 6.pro

Isolado 13 BI 6.pro

4

90.8

4

AANB6238.1.pro

o1 N_E_H Isolado 1 Bl 6.pro
: I Bl 6.
473 Isolado 5 B 6.pro

81.9

Isolado 6 Bl 6.pro

89.5

AAR30530.1.pro

AAV41015.1.pro

ABJ53012.1.pro

CAB60129.1.pro

100.0

CAD419521.pro

sequencia Ira IS-5.pro

BAA189721.pro

438 T T T T T T

40 35 30 25 20 15 10
Nucleotide Substitutions (x100)
Bootstrap Trials = 1000, seed =111

Figura 20: cladograma entre seqiiéncias do bloco 6 do gene MSP-1 com seqiiéncias do genbank.
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4.7 Analises das seqiiéncias do bloco 10 do gene MSP1

4.7.1 Identidade das seqiiéncias do bloco 10 dos isolados deste estudo com seqii€ncias

disponibilizadas no Genbank

Selecionamos seqii€éncias ja depositadas em banco de dados (genbank) através do blast(p)

que se assemelhassem aos isolados encontrados no bloco 10, a figura 21 mostra os dados dessas

seqiiéncias.
Organismo Identidade Regido Registro Referencias
Ly
RISE-1/5al1 o8 Salvador I {Fviax) HEOD181 4842 Carlion, 2008
LEPR-1 o8 Tzilindiz A A NBE24D Putapomntip er al., 2002
LEPR-1 o8 Tzilindiz AANBE2S4 Putapomntip er al., 2002
REP-1 o5 Corsia A AND2R64 Hanand Chai, 2001
REP-1 o8 Tzilindia AANBES2LT Putapomntip of al., 2002
LEE-1 o8 Corein do Sul AAAFD]11641 Putapomtip ef ai., 2000

Figura 21: Identidade das seqiiéncias do bloco 10 dos isolados deste estudo com seqiiéncias disponibilizadas no genbank.

4.7.2 Alinhamento referente a seqiiéncias do bloco 10 associadas com seqiiéncias do genbank

O alinhamento entre isolados do bloco 10 (figura 22) mostra seqiiéncias majoritdrias entre o
grupo, seqiiéncias fora da marcacdo representam aminoécidos diferentes do grupo majoritdrio de
aminodcidos. Pode-se perceber que houve significativas seqiiéncias de aminodcidos em comum
entre o Bloco 10. Foram selecionadas do Genbank através do programa blast(p) cepas oriundas de
outras regioes geograficas com perfil de similaridade de 95% a 98% referentes aos isolados do bloco
10 percebemos no alinhamento que o perfil de isolados do bloco 10 é semelhante ao perfil de
isolados de outras regides geogréficas, inclusive foi possivel perceber que esse bloco assim como os
outros também apresenta peptideos conservados. A partir desse alinhamento podemos confirmar que
o bloco 10 realmente é o bloco mais conservado de nosso estudo, ndo apenas na regido estudada

mais também em outras regioes geograficas
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4.7.3 Cladograma referente a seqiiéncias

Através dos cladograma (figura 23) percebemos que os gendtipos com o registro AAM22864, AAN86240, AAF91164, XP 00161842 e o
AANS86217, sao similares aos encontrados nesse estudo, o interessante disso é que somente o XP00161842 — Sal I - € um genétipo conservado
nas diversas regides com potencial malarigeno, os outros genétipos encontrados sdo oriundos de regides pertencentes 2 Asia, apesar de

pertencerem a outro continente percebemos que os isolados da regido do Amazonas, tém um perfil muito semelhante aos encontrados naquela

do bloco 10 associadas com seqiiéncias do genbank

ISOLADO 1 BL10.pro
AAF91164.1 pro
Isolado 94.pro
AAN86240.1 pro
XP-001614842.pro
AAM22864.1.pro
ISOLADO 10 BL10.pro
AAN86217.1 pro
AAN86234.1.pro
Isolado 9 bl 10.pro
Isolado 4 Bl 10.pro
Isolado 20 BI10.pro

Isolado 3 Bl 10.pro
Isolado 03 BI10.pro

regiao.

90.9

mE_H
89.1
L
29.5 496
Wt
100.0 99.7

90.6 _|
66.0 e

99.3 S, o 1< X

921
............................................................................ Isolado 16 BI10.pro

66.7 T T T T T T 1
60 50 40 30 20 10 0

Nucleotide Substitutions (x100)
Bootstrap Trials = 1000, seed =111

Figura 23: Cladograma referente a seqiiéncias do bloco 10 associadas com seqiiéncias do geenbank
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5. DISCUSSAO

A maldaria causada por Plasmodium vivax representa um grande
problema para satde publica em muitos paises tropicais e subtropicais.
Um dos grandes problemas para o desenvolvimento da vacina contra a
essa doencga € a diversidade antigénica das proteinas candidatas a vacina.
A critica para o problema emergente é que a resposta do hospedeiro a um
alelo, ndo € muito eficaz contra parasitas que expressam diferentes
formas alélicas (Keittel et al., 1999). Portanto, estudos de variacdo
genética para os antigenos de vacinas contra Plasmodium vivax sdo muito
importantes.

O estudo do polimorfismo é importante ndo s para estabelecer o
repertorio antigénico dos isolados de regides onde a maldria € endémica,
mas também para elucidar os mecanismos que sdo gerados através da
diversidade antigénica. Dentre as proteinas candidatas a vacina, a
proteina 1 de superficie do Plasmodium vivax (PvMSP1) é uma forte
candidata, ja4 que possui um papel protetor espécie — especifico e
segundo Holder e colaboradores (1999), sua importancia biolégica na
inibi¢cdo da penetracdo de parasita no eritrocito através de anticorpos ja é
bem conhecida.

Os genes que codificam a MSP-1 dos plasmddios encontram-se em
cOpia unica no genoma hapldide, cada clone expressa somente uma das
subseqiiéncias-tipo encontradas na natureza. (Rich et al., 2000),
entretanto, novas variantes desses genes podem ser geradas,
predominantemente por meio de recombinac¢do intragénica durante a
meiose que ocorre no inseto, nos casos em que os zigotos resultantes da
fusdo de gametdcitos carregam alelos geneticamente diferentes (Kemp,
1992). O polimorfismo de PYMSP-1 tem sido considerado como resultado
de recombinacio interalélica na natureza (Putaporntip et al., 2002). Em
relacdo ao polimorfismo do gene MSP-1 de P. falciparum, pouco se sabe
sobre o polimorfismo de P. vivax MSP-1. Dessa forma, este estudo tende
a contribuir com novos dados a respeito dessa diversidade da PvMSP1 na

regido do entorno de Manaus.
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Em nosso estudo, identificamos diferentes seqiiéncias de isolados
do gene MSP-1 nos blocos 2, 6 e 10 na regido de Manaus, verificamos
que essas seqliéncias encontradas possuem caracteristicas que
classificam o isolado como do Bloco 2, Bloco 6 e Bloco 10, apesar de
encontrarmos algumas caracteristicas que sdo conservadas para um bloco
determinado, verificamos que em alguns isolados esses perfis diferem,
resultando em wuma grande variabilidade genética. Em um estudo
realizado por Bastos e colaboradores na regido do Acre (2007),
observou-se a grande variabilidade genética do gene MSP-1 nesses
mesmos blocos.

As seqiiéncias destes antigenos provenientes de isolados
circulantes em wuma regido de Rondb6nia e outra do Pard foram
comparadas as encontradas nos parasitos da regido do Acre, notou-se que
nenhum dos blocos pdde ser considerado dimérficos, ou seja, nenhuma
das seqiiéncias pdde ser agrupada como do tipo Belém ou do tipo
Salvador, ja que algumas delas divergiram de ambas, muitas delas sendo
geradas por recombinacdo entre as duas cepas. Estes dados reforcam a
versatilidade do polimorfismo do gene MSPI1 na geracdo da diversidade
antigénica da proteina nos isolados de P. vivax circulantes nas regides do
Brasil.

De acordo com os resultados da amplificacdo dos produtos de PCR
para os trés blocos estudados (Tabela 4) de 61 isolados, trinta e seis
foram positivos para o bloco 2, trinta e cinco foram positivos para o
bloco 6 e quarenta e trés foram positivos para o bloco 10. Pode-se
perceber que o bloco 10 foi o bloco mais amplificado ji4 que quase todos
os produtos de PCR poderam ser visualizados em gel de agarose,
corroborando os dados encontrados na literatura que apontam entre oS
blocos polimérficos o bloco 10 é mais conservado. Entre os resultados,
houve doze que amplificaram na PCR em apenas 1 bloco. Esses
resultados sugerem que had existéncia de polimorfismos na regido alvo
dos primers utilizados nesta pesquisa. Apesar do polimorfismo nestes
isolados a grande maioria das amostras foi amplificada demonstrando
que os pares de primers utilizados neste estudo (e desenhados por Bastos

e colaboradores, 2007) sdo aplicdveis nos estudos genéticos dos isolados
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no Brasil. Experimentos preliminares realizados com primers desenhados
Inwong e colaboradores (2005) ndo serviram para amplificar os blocos 2,
6 e 10 dos isolados do Brasil (dados ndao mostrados). O estudo de Inwong
e colaboradores foram aplicados na Asia e os primers foram desenhados
para os isolados desta regido. Portanto, o polimorfismo nas seqiiéncias
alvos destes primers € responsdvel pela ineficdcia das nossas

amplificacdes.

Os isolados do bloco 2 de nosso estudo, foram considerados blocos
mais susceptiveis a recombina¢des, percebemos durante a andlise do
alinhamento entre as suas seqiiéncias uma variacdo alélica, entre os
seguimentos de aminodcidos, o que pdde ser detectado através de perfis
de peptideos que foram caracteristicos em algumas seqiiéncias de nossos
isolados, isso indica que ha uma variedade de haplétipos do gene MSP1
na regiio do Amazonas. Em estudo feito na Asia por Putaporntip e
colaboradores (2002), também foram encontrados isolados caracterizados
por variacdes alélicas. Esses 1isolados foram classificados como
haplétipos de acordo com cada perfil de variacdo. Nos eucariotos, a
recombinag¢do genética homdloga esta geralmente associada a divisdo
celular (garantindo a segregacdo ordenada dos cromossomos) e ao reparo
de DNA. A recombinacdo ocorre com maior freqiiéncia durante a meiose,
processo no qual células diploides da linhagem germinativa, com dois
conjuntos iguais de cromossomos, dividem-se para produzir gametas
hapldides, cada gameta possuindo apenas um membro de cada par de
cromossomos que em outro estdgio serdao referidos como cromdtide
irmis. E nessa etapa que ocorre recombinacio genética homéloga que
aumentard a diversidade genética da populacdo (Lehninger.,2002), de
modo que a imunidade adaptativa serd cepa especifica. Este fendmeno
representa o grande entrave para desenvolvimento de uma vacina anti -

malarica efetiva.

Outro dado muito importante em relacdo ao bloco 2 que pode ser
detectado foi que esses isolados, foram semelhantes a cepas oriundas de
regides geogrdficas bem distantes da Amazdnia Brasileira, indicando

assim que apesar da evolucdo das espécies de parasitas, muitos ainda
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carregam identidades genotipicas que assemelham-se a seus ancestrais.
Segundo historiadores e evolucionistas, antes da separagcdo do novo e
velho mundo era possivel haver a existéncia de parasitos causadores da
maldria, a partir da separacdo houve migracdao de espécies diferentes para
diferentes regides, influenciados por fatores climdticos. Porém, até hoje
ainda existem discussOes a esse respeito, alguns historiadores acreditam,
que algumas espécies de parasitos possam ter sobrevivido em uma
viagem por mar ou mesmo uma sucessio de viagens do Sul da Asia para
o leste da costa das Américas (Carter and Mendis., 2002).

As anédlises do seqiienciamento para o bloco 6 apresentaram um
interessante perfil a respeito dos isolados desse bloco, o alinhamento
entre as seqiliéncias mostrou que existe uma grande quantidade do
aminodcido glutamina (Q) entre as seqii€ncias. Putaporntip e
colaboradores (1997) falaram a respeito desse grupo de aminodcidos que
eles chamam de grupo polyglutamina (Poli-Q), segundo o autor esse
marcador é caracteristico da cepa Belém e representa a principal fonte de
diversidade genética da cepa. Além disso, uma regido Poli-Q ¢
considerada importante sitio de recombinac¢do entre tipos de Belém e Sal
I, e como mostrado na literatura, recombinacdes interalélicas entre esses
tipos sdo muito freqiientes. Santos-Ciminera (2007) e Putaporntip e
colaboradores (2007) encontraram gendtipos na regido Amazdnica que
foram semelhantes aos isolados encontrados em nosso estudo, 1iSso
mostra que perfis do gene MSP1 de P.vivax para esse bloco ja esta sendo
bem caracterizado.

Os isolados do bloco 10 foram caracterizados em nosso estudo
como isolados com gendtipos mais conservados, visto que apresentaram
seqiiéncias de aminodcidos conservadas tanto para regido da Amazodnia
quanto para regides mais distantes. Isolados pertencentes a esse bloco
sdo geralmente caracterizados por muitos autores como dimérficos, isto
€, sdo considerados como gendtipos Salvador ou gendtipos Belém. Em
nosso estudo podemos perceber que as seqiiéncias foram muito
semelhantes a cepa Salvador, mas também apresentaram similaridade

com outros genodtipos, sendo similares inclusive com os encontrados na
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Taildndia por Putaporntip e colaboradores (2002) e Han e Chai (2001) na
Coréia do Sul.

Nossos resultados mostraram que na regido do estado do
Amazonas, assim como em outras regides com potencial malarigeno,
também € possivel encontrar diferentes gendtipos da Proteina 1 de
Superficie de Merozoita de Plasmodium vivax. Essa proteina tem sido
estudada intensivamente como uma grande candidata a vacina. Nogueira
e colaboradores (2005), em estudos realizados em uma regido também
incluida na Amazdnia Legal, demonstraram que pacientes assintomaticos
com maldria apresentaram anticorpos contra uma proteina recombinante
que foi construida a partir de uma cepa Belém. Em acordo com diversos
estudos referentes a essa proteina, o estudo do perfil de gendtipos
encontrados em diferentes regides geograficas é de extrema importancia,
ja que poderdo dar suporte para novos conhecimentos em relacdo a
PvMSP1, podendo contribuir, com o aceleramento da producido de uma

vacina eficaz contra o Plasmodium vivax.
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6.CONCLUSAO

1. Nossos resultados mostraram que na regido do entorno de Manaus,
assim como em outras regides com potencial malarigeno, também ¢
possivel encontrar diferentes gendtipos da Proteina 1 de Superficie de

Merozoita de Plasmodium vivax.

2. Os isolados do bloco 2 de nosso estudo mostraram ser blocos
bastante polimérficos, porém, com caracteristicas semelhantes, formando
haplétipos diferentes. Detectamos gendtipos semelhantes a isolados no
Brasil, bem como gendétipos isolados em outras regides geogrificas,

como, por exemplo, gendétipos oriundos da Asia.

3. O bloco 6 apresentou um perfil semelhante ao jad descrito em
outros estudos, com por exemplo, o grupo Poli-Q que é um determinante
de recombinacdo génica entre cepas e pode ser determinante de cepas

pertencentes ao gendtipo Belém.

4. O bloco 10 foi o bloco mais conservado do nosso estudo,
percebemos que esse bloco tem seqiiéncias que ndo sdao conservadas
apenas em nossa regido, mais também em outras regides geograficas,

como € o caso de regides da Asia, por exemplo.

S. A partir desses resultados serdo construidas proteinas
recombinantes das seqiiéncias mais encontradas nos isolados aqui
estudados. Com isso, em um futuro pro6ximo, poderemos analisar o nivel

de anticorpos de pacientes contra esses epitopos recombinantes.
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Dispondo de resultados favordveis, continuaremos nosso estudo para em
um futuro em longo prazo, realizarmos testes para avaliar o potencial de
anticorpos contra esses epitopos na inibi¢cdo da invasio do merozoito no

eritréocito.
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