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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

LANA BITENCOURT CHAVES

As infeccdes causadas por Plasmodium vivax representam um grande problema de salde publica,
sendo esta espécie, dentre as demais do género Plasmodium, considerada uma das mais dificeis de
se eliminar. Por esse motivo, a pesquisa de antigenos candidatos vacinais especificos para P. vivax
necessita de impulso, visto que atualmente existe apenas uma Unica candidata vacinal em ensaios
clinicos na iniciativa global de desenvolvimento de vacinas antimaléricas. Torna-se assim
fundamental a pesquisa de novos candidatos vacinais. Nesse contexto, as proteinas PvCelTOS,
PVCyRPA e Pvs25 vém sendo consideradas novas alternativas na busca de candidatos vacinais
contra a malaria. Embora expressas em estagios diferentes, individualmente, desempenham
importantes funcdes durante as fases pré-eritrocitica, eritrocitica e sexuada do ciclo biolégico do P.
vivax. Entretanto, dada a complexidade do ciclo biol6gico do Plasmodium, acreditamos que uma
composicao antigénica ideal deveria ser direcionada a mdultiplos estagios de desenvolvimento do
parasito. Nesse sentido, nos propomos a identificar estas sequéncias de PvCelTOS (dados
anteriormente publicados no final do mestrado), PvCyRPA (presente estudo — Artigo 1) e Pvs25
(presente estudo — Artigo 2) em isolados brasileiros, mapear as regiées imunogénicas conservadas e
avaliar a resposta imune naturalmente adquirida de individuos expostos ao P. vivax, para a
construgdo de um antigeno quimérico potencialmente vacinal contra o0s trés estagios de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado (esporozoitos, merozoitos e oocinetos).
Destarte, identificamos e caracterizamos 0s genes pvcyrpa e pvs25 em 98 isolados da Amazdnia
Brasileira, e seus impactos na antigenicidade dos epitopos de células B. Parametros de diversidade
genética, andlise genética populacional, teste de neutralidade e rede de juncdo de medianas foram
analisados, bem como o impacto dos polimorfismos de aminoacidos nos epitopos de células B,
utilizando as ferramentas de sequenciamento genético e predicdo de epitopos. O gene pvcyrpa
apresenta uma variacdo moderada, o que poderia influenciar os potenciais epitopos de células B e,
consequentemente, o reconhecimento de anticorpos. Apesar das alteragcbes de aminoacidos
observadas na populacdo e sequéncias estudadas em todo o mundo, os potenciais alvos de
anticorpos ndo parecem ser significativamente afetados. Em relacdo ao gene pvs25, nossos dados
sugerem que € um gene conservado entre os isolados brasileiros. Nossos dados apresentam uma
observagédo importante, considerando a potencialidade desses antigenos como uma vacina candidata
para cobrir distintas areas endémicas de P. vivax em todo o mundo.

Palavras-chave: Maléaria, Amazoénia Brasileira, Plasmodium vivax; PvCyRPA, Pvs25, diversidade
genética, predicéo de epitopos, proteina recombinante multiestagio.
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ABSTRACT

PHD THESIS PARASITE BIOLOGY

LANA BITENCOURT CHAVES

Infections caused by Plasmodium vivax represent a major public health problem, and this species is
considered one of the most difficult to eliminate among Plasmodium spp. For this reason, the search
for specific vaccine candidate antigens for P. vivax needs a boost, as there is currently only a single
vaccine candidate in clinical trials in the global anti-malarial vaccine development initiative. Thus, the
search for new vaccine candidates becomes essential. In this context, the proteins PvCelTOS,
PvCyRPA and Pvs25 have been considered new alternatives in the search for vaccine candidates
against malaria. Although expressed at different stages, individually, they play important roles during
the pre-erythrocytic, erythrocytic and sexual phases of the P. vivax life cycle. However, given the
complexity of the Plasmodium life cycle, we believe that an ideal antigenic composition should target
multiple stages of parasite development. In this sense, we propose to identify these sequences of
PvCelTOS (data previously published at the end of the master's), PvCyRPA (present study - Article 1)
and Pvs25 (present study - Article 2) in Brazilian isolates, map the conserved immunogenic regions
and evaluate the naturally acquired immune response of individuals exposed to P. vivax, for the
construction of a chimeric antigen potentially vaccinating against the three stages of development of
the parasite in the vertebrate host (sporozoites, merozoites and ookinetes). Thus, we identified and
characterized the pvcyrpa and pvs25 genes in 98 isolates from the Brazilian Amazon, and their
impacts on the antigenicity of B cell epitopes. Parameters of genetic diversity, population genetic
analysis, neutrality test and median junction network were analyzed, as well as the impact of amino
acid polymorphisms on B cell epitopes, using genetic sequencing and epitope prediction tools. The
pvcyrpa gene shows moderate variation, which could influence potential B cell epitopes and,
consequently, antibody recognition. Despite the observed amino acid changes in the population and
sequences studied worldwide, potential antibody targets do not appear to be significantly affected.
Regarding the pvs25 gene, our data suggest that it is a conserved gene among Brazilian isolates. Our
data present an important observation, considering the potential of these antigens as a candidate
vaccine to cover different endemic areas of P. vivax worldwide.

Keywords: Malaria, Brazilian Amazon, Plasmodium vivax; PvCyRPA, Pvs25, genetic diversity,
epitope prediction, multistage recombinant protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 Maléria: contexto historico e aspectos gerais

Também conhecida como paludismo (do latim palus, pantano), impaludismo,
febre palustre, febre intermitente, febre terca benigna, febre tercd maligna, além de
nomes populares como maleita, sezdo, tremedeira, batedeira ou febre, a malaria
acompanha os seres humanos desde a antiguidade (1). Acredita-se, inclusive, que a
origem dessa doenca € anterior ao surgimento da espécie humana, devido a grande
diversidade de plasmédios existentes e a capacidade de infectar diferentes
vertebrados terrestres (2). Além disso, avancos em paleoparasitologia permitiram
que cientistas conduzissem estudos moleculares e identificassem o DNA de

Plasmodium em mumias, confirmando assim o carater ancestral desta doenca (3).

A maléria foi primeiramente descrita por Hipdcrates, na era pré-cristd, quem
descreveu as caracteristicas da doencga, como a ocorréncia de febre intermitente (4).
Apenas no inicio do século XIX é que o termo malaria passou a ser utilizado. Os
romanos pensavam que a doenca era causada por vapores eliminados nos
pantanos, chamando a doenca de “mau aire”, em sentido literal “mau ar” (5).
Acreditava-se que a doenca provinha dos miasmas, emanacdes venenosas das
aguas paradas dos pantanos. A suposicdo da natureza miasmatica da doenca foi
amplamente difundida, até que em 1880, o médico francés Charles Louis Alphonse
Laveran identificou devidamente o parasito Plasmodium como o agente responséavel
por causar a maldria, enquanto a incriminacdo dos mosquitos como vetores foi feita

pelo médico britanico Ronald Ross, em 1894 (6, 7).

Desde a antiguidade, a malaria teve um impacto direto sobre a saude, com
efeitos indiretos em fatores como desenvolvimento econémico, migracdo e conflitos
militares na histéria mundial. A partir do momento em que a malaria foi reconhecida,
tem sido notoria a importancia das condicbes ambientais aliadas as transformacoes
socioecon6micas na transmissao da doenca. Sua transmissao, nos seres humanos,
se estabeleceu possivelmente a cerca de 10 mil anos antes de Cristo (a.C.) com o
advento da agricultura. Nesse momento historico, houve um grande aumento da
densidade na populacdo humana e vetorial, quando o homem deixou de ser ndbmade

e passou a viver em assentamentos (8).
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A partir dos inlmeros avancgos ha pesquisa, atualmente sabe-se que a maléaria
€ uma doenca infecciosa e parasitaria que apresenta elevada prevaléncia e
morbidade. E causada por protozoarios do Filo Apicomplexa, Classe Aconoidasida,
Ordem Haemosporida, Familia Plasmodiidae e Género Plasmodium, no qual sdo
descritas aproximadamente 250 espécies capazes de infectar aves, mamiferos e
répteis (9, 10). Dentre estas, cinco espécies principais se destacam por infectar
naturalmente os seres humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale (curtisi e
wallikeri), P. malariae e P. knowlesi (11). Além das espécies P. cynomolgi e P.
simium, que S&80 responsaveis por causar uma malaria simiana, por meio da

transmissdo zoonotica (12).

A transmissdo da malaria se da através da picada do inseto vetor, fémeas de
mosquitos infectadas pertencentes ao género Anopheles (mosquito prego). Pelo
menos 465 espécies ja foram reconhecidas, tendo aproximadamente 70 espécies
documentadas como transmissoras da malaria humana com diferentes capacidades
vetoriais. Essa transmissdo varia entre espécies e, em muitos casos, entre
populacdes de mosquitos. Algumas espécies tém um papel decisivo na transmissao
da malaria em areas endémicas, enquanto outras espécies tém papel secundario
com relevéancia local ou ocasional (13).

A importancia de uma espécie de mosquito na transmissdo depende da sua
capacidade e competéncia vetorial. A capacidade vetorial esta relacionada com a
intensidade da transmisséo do parasito e é analisada pela densidade dos vetores, a
taxa de picada, a quantidade de parasitos por inéculo e a longevidade do mosquito.
Enquanto que a competéncia vetorial € a capacidade intrinseca do mosquito que
permite a replicacéo e transmissdo do parasito (14). Dentre as espécies de malaria
com maior competéncia vetorial para transmitir o Plasmodium destacam-se: An.
darlingi como principal mosquito vetor no Brasil (15) e An. aquasalis como vetor
secundario (16); espécies do complexo An. gambiae na Africa; e An. dirus e An.

minimus no sudeste asiatico (9, 13).

1.2 A malariano mundo

A malaria € uma das doencas parasitarias mais prevalentes no mundo, sendo
ainda considerada um grande problema de saude publica nas regides tropicais e

subtropicais. Globalmente, em 2019, havia cerca de 227 milhdes de casos de
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malaria em 85 paises endémicos de malaria. Em 2020, de acordo com o ultimo
relatorio mundial de malaria, apés 1 ano da pandemia de covid-19 e interrupcdes
nos servicos de saude, o numero estimado subiu para 241 milhdes de casos da
doenca e 627 mil mortes. Dados que representam cerca de 14 milhdes de casos a
mais em comparacao com as taxas de 2019 (17).

Apesar do aumento de casos, 0s resultados sugerem que os esfor¢cos dos
paises evitaram o pior cenario projetado no inicio da pandemia. Desde 2000, as
mortes por maléria diminuiram de forma constante de 896 mil para 562 mil em 2015
e para 558 mil em 2019. No entanto, em 2020, as mortes por malaria tiveram um
aumento de 12% em relacdo a 2019. Assim, estima-se que 47 mil (68%) dos 69 mil
casos adicionais de mortes por malaria foram em virtude das interrup¢cdes durante a
pandemia. Destas, as 22 mil mortes restantes representam o aumento esperado
entre 2019 e 2020 utilizando o método de estimativa de casos para a doenca, na

auséncia de interrupcdes nos servicos de saude (Figura 1) (17).

Dentre as espécies de protozoarios causadores da malaria humana, as
espécies P. falciparum e P. vivax sdo as mais prevalentes no mundo, sendo
responsaveis por 95% das infeccbes (18). Apesar dos esforcos para eliminar a
malaria no mundo, a resisténcia dos principais agentes etioldgicos aos antimalaricos
aumentou consideravelmente nos ultimos anos (19), o que tem permitido que a
malaria continue atingindo novas areas e reapareca em locais onde a doenca foi

anteriormente considerada erradicada (20, 21).

A maléria causada pelo P. falciparum é frequentemente considerada o principal
alvo, pois é a espécie responsavel pelo maior nimero de mortes dentre os casos de
infecgdo. No entanto, a malaria causada pelo P. vivax também causa sintomas
graves e ocasionalmente morte (22), além de ser endémica em diferentes regides da
Ameérica do Sul e América Central, em algumas partes da Africa e grande parte da
Asia. Segundo dados do ultimo relatério mundial de malaria, em 2020, cerca de 4,5

milhdes dos casos de malaria foram causados pelo P. vivax (17).
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Figura 1 — Distribuicdo mundial de malaria em 2000 e seu status até 2020.
Adaptado e traduzido. Fonte: WHO, 2021 (17).

Sao inumeros os desafios que tém impactado na eficacia do controle da
malaria. Podem-se citar como exemplos o0s desafios operacionais: a falta de
investimentos para aquisicdo de ferramentas essenciais para prevencao e
tratamento, que em sua maioria Sd0 quase integralmente provenientes de
programas globais com foco em controle de doencas negligenciadas; a dificuldade
de distribuicdo em massa de mosquiteiros tratados com inseticida de longa duracao
(LLIN - Long-Lasting Insecticide); a falta de estrutura para realizacdo de
diagnésticos, aquisicdo, armazenamento e distribuicdo de medicamentos basicos; e
até mesmo desafios comportamentais que envolvem educagdo e conscientizacdo
das populacdes residentes em areas endémicas; dentre outros (23). Além disso,
existem os desafios bioldgicos que envolvem tanto o parasito quanto o vetor, dentre
eles, os relatos crescentes de resisténcia aos antimalaricos e aos inseticidas (24).
Diante da urgéncia de se desenvolverem novas ferramentas de diagndstico como
importantes aliadas ao controle, somada a todos estes desafios previamente citados,
o ano de 2020 trouxe o que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) determinou
como a maior ameaca enfrentada até o momento para avancar na eliminacdo da
malaria: a pandemia de covid-19, oficialmente declarada em janeiro de 2020 como
uma emergéncia mundial de saude publica. A OMS desenvolveu inclusive uma
analise de modelagem em que prevé aumentos de 20% na morbidade e 50% na
mortalidade causadas por malaria na Africa subsaariana durante toda a pandemia,
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como resultado de uma reducao de 75% de medidas rotineiras de controle (reducao

da distribuicdo de LLIN e escassez de medicamentos) (25-27).

Além de todas estas questdes observadas em um contexto mundial, ainda é
necessario levar em conta algumas particularidades da malaria em cada localidade,
a fim de garantir a efichcia das diferentes medidas aplicadas. As espécies P.
falciparum e P. vivax, consideradas as mais prevalentes no mundo e responsaveis
pela maioria dos casos, possuem uma distribuicdo global bem diferenciada (18). A
distribuicdo de P. falciparum, corresponde a aproximadamente 99,7% dos casos no
continente Africano, enquanto o P. vivax, considerada a espécie plasmodial mais
dispersa no mundo, € responséavel por 76% dos casos nas Américas e também é a
espécie predominante em regides tropicais e temperadas (26, 28). Esse perfil se
explica por caracteristicas biol6gicas, como o desenvolvimento de hipnozoitos
(formas latentes do parasito) e o tempo de incubacdo varidvel (29, 30). Outra
explicacdo € de que a maior parte da populacéo africana é negativa para o receptor
glicoproteico, antigeno Duffy, localizado na superficie dos eritrécitos, dificultando a
ligagdo e invasdo das ceélulas sanguineas por P. vivax, assim como a sua
disseminagdo e manutencao pelo continente Africano (31, 32). O P. vivax € a Unica
espécie, dentre as demais, cuja invasao de eritrécitos € quase que completamente
dependente do antigeno do grupo sanguineo-Duffy. Entretanto, existem alguns
relatos descrevendo a ocorréncia da infeccdo por P. vivax em certas regides da
Africa, onde os individuos aparentemente ndo possuem o antigeno Duffy, sugerindo
gue o parasito deve usar receptores alternativos para a invasao de eritrocitos ou que
a populagdo nessas regides expressa baixos niveis do antigeno (33, 34). Nesse
sentido, acredita-se que a mobilidade da populacdo e o fluxo migratério, pode
amplificar a heterogeneidade do fenotipo Duffy e aumentar a populagdo de
hospedeiros Duffy positivos (35). Apesar desta reconhecida importancia
epidemioldgica, por vezes o P. vivax é deixado a sombra do P. falciparum diante do
grande problema associado as formas graves da doenca na Africa (36). Além destas
espécies, o P. malariae € amplamente distribuido no globo terrestre, enquanto o P.
ovale é encontrado na Africa e na Asia, porém ambas as espécies apresentam

prevaléncia no Oeste Africano (31).
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1.3 A maléaria no Brasil

No Brasil, a transmissdo de maléria é classificada como instavel e de baixa ou
média intensidade, predominante na regido amazonica e abrangendo cerca de 99%
dos casos relatados do pais (37). Destes, a maioria se encontra distribuida por 41
municipios presentes nos estados do Acre, Amazonas, Amapda, Para, Rondénia,
Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranh&o. Tais estados sao descritos como
prioritarios em politicas de controle e intervencdo, uma vez que juntos sao
responsaveis por 80% dos casos autoctones identificados no Brasil. Na regido extra-
amazobnica, em 2020, mais de 90% dos casos notificados foram importados de
estados amazbnicos endémicos ou de outros paises endémicos como os do
continente africano, porém sdo observados casos autéctones nessa regido,
principalmente em areas de Mata Atlantica (S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Espirito Santo) (1).

Em 2017 e 2018 houve um aumento expressivo de 50,5%, mais de 65 mil
casos de malaria a mais em relacdo a 2016, quando foram notificados 129.243
casos. Em 2020, o Brasil registrou um total de 145.188 casos de maléria (Figura 2).
Comparando com o ano de 2019, quando foram registrados 157.452 casos da
doenca, houve uma reducdo de 7,8%. Do total de casos registrados em 2020,
118.651 (75%) foram por P. vivax, sendo a espécie mais prevalente no pais. Além
disso, a letalidade por malaria na regido Amazonica é considerada relativamente
baixa (1,7/10.000 habitantes) quando comparada a regido extra-amazonica, na qual
a letalidade chega a ser 100 vezes maior (1). O Obito nestas areas ocorre, na maior
parte, em pessoas que vém infectadas de outros paises ou de estados da regiao
Amazobnica, e ndo recebem o diagnostico e o tratamento adequados devido a
dificuldade na suspeita de uma doenca incomum nestas areas, somada a

desinformacéo dos viajantes a respeito dos seus riscos.

22



700.000

600.000

500.000

400.000

NiOmero de casos

300.000

200.000

100.000
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*Dados sujeitos a alteragao.

Figura 2 - Casos de malaria notificados no Brasil, 1959 — 2020.
Fonte: Ministério da Saude, 2021 (1).

O padrdo de endemicidade da maléria e o risco de contrair a doenca € bem
heterogéneo no Brasil. Esse risco é medido pela Incidéncia Parasitaria Anual (IPA),
calculada pelo numero de casos ocorridos durante o0 ano em uma determinada area,
dividido pela populacdo sob o risco nesta area e expresso em casos por mil
habitantes. A IPA é o indicador utilizado pelo Programa Nacional de Prevencao e
Controle da Maléria (PNCM) para realizar a estratificagcdo epidemiolégica de risco de
transmissao, que classifica os municipios em locais de: muito baixo risco (IPA < 1
casos/1.000 habitantes); baixo risco (IPA entre 1 e 10 casos/1.000 habitantes);
meédio risco (IPA entre 10 e <50 casos/1.000 habitantes); e alto risco (IPA = 50
casos/1.000 habitantes) (Figura 3). Em 2020, na regido amazonica, 29 municipios
foram classificados como de alto risco, 47 de médio risco, 54 de baixo risco e 128

municipios de muito baixo risco (1).
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Figura 3 - Mapa de risco de malaria por municipio de infec¢éo, Brasil, 2020.
Fonte: Ministério da Saude, 2021 (1).

Apesar dos avancos significativos que sucederam a introducdo do PNCM,
ainda existem inumeros desafios que tém impacto direto na eliminacdo da malaria
no Brasil (38, 39). Além da heterogeneidade, a sazonalidade da malaria € diferente
em cada estado da Amazobnia e esta relacionada com outros fatores que irdo
influenciar a proliferacdo de mosquitos como precipitacdo, temperatura, umidade e
nivel da 4gua, propiciando picos sazonais de transmissao da malaria no periodo de
transicdo entre as estacées Umida e seca. Dessa forma € comum observar surtos
epidémicos de acordo com as variagdes climéticas e socioambientais (39). Fatores
socioeconbmicos e ambientais como o fluxo migratério intenso e a ocupacao
desordenada nas areas periurbanas, bem como o desmatamento para extracdo de
madeira, também promoveram o agravamento e a manutencao da transmissdo de

malaria nessa regiéo (40).
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A geografia e o clima no Brasil, com regides ricas em floresta tropical e
abundantes colecdes de agua, por si sO, favorecem o desenvolvimento do mosquito
vetor e a manutencdo do parasito. Neste cenario, ja existe um grande desafio de
proteger populagdes sob o risco direto de contrair malaria, que residem em areas
adjacentes as florestas e fontes de agua, em condi¢cfes e infraestrutura precérias
(40, 41). Além destes, outros desafios sdo as infeccbes assintomaticas, onde ha
cerca de 50 anos ja se descrevia que individuos assintomaticos poderiam atuar
como reservatérios e carregar o Plasmodium por até 6 meses favorecendo a
transmissdo da doenca. Estas infec¢cbes ja foram relatadas no sudeste brasileiro, em
populacdes ribeirinhas da Amazobnia Brasileira e em comunidades indigenas na
bacia amazénica como Colémbia, Peru e Venezuela, locais adjacentes ao Brasil (42-
45). Um obstaculo importante €é a presenca frequente de infeccdes
submicroscoépicas causadas por P. vivax. A baixa parasitemia encontrada nessas
infeccbes dificulta a deteccdo dos parasitos pelos métodos usuais de diagndstico,
como a convencional microscopia amplamente empregada no pais, fazendo com
que os individuos infectados, e ndo tratados, atuem como reservatérios da doenca e
assim impactem diretamente no controle da malaria (46). Outro desafio é a
capacidade que a espécie predominante P. vivax possui de se manter sob a forma
de hipnozoitos, promovendo episddios de recaida em seus hospedeiros, mesmo
meses apos a infeccdo, em casos mais raros até anos apés a infeccdo, consistindo
assim em fontes importantes capazes de favorecer a transmisséo (47, 48).

O PNCM considera como uma recrudescéncia a recidiva (recorréncia de
parasitemia assexuada) que ocorre entre 7 a 28 dias apds o inicio do tratamento de
um caso de malaria. Como recaida a recidiva que incide entre 29 e 60 dias, e como
reinfeccdo o reaparecimento do parasito sanguineo apos 60 dias do tratamento.
Relatos de emergéncia de P. vivax resistentes a cloroquina sdao uma realidade no
pais, com episddios de recrudescéncia descritos tanto em pacientes tratados com
monoterapia de cloroquina ou em terapia combinada com primaquina (49-51). Tais
relatos sdo de grande preocupacdo, uma vez que demonstram a existéncia de
parasitos resistentes ao principal medicamento utilizado no pais em esguemas
preconizados pelo Ministério da Saude para o tratamento da malaria causada por P.
vivax (52). A terapia ineficaz devido a resisténcia causa um aumento da carga
parasitaria, prolongando a duracdo dos sintomas clinicos, aumentando a

probabilidade de aparecimento de doencas graves e a probabilidade de transmissao
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(35). Alem disso, a primaquina € altamente toxica para pessoas com deficiéncia de
Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD), por causar hemdlise (53). Em virtude
destas probleméticas, também se torna necesséario reforcar os estudos para a

utilizacdo de novos farmacos contra o P. vivax.

1.4 Biologia do parasito
1.4.1 Ociclo biolégico de Plasmodium spp.

O ciclo biolégico do Plasmodium é dividido em duas fases: a fase sexuada
(esporogbnica), que tem como hospedeiro a fémea do mosquito do género
Anopheles, e a fase assexuada (esquizogbnica), onde a multiplicacdo parasitaria

ocorre em hepatocitos e eritrocitos, no hospedeiro vertebrado (Figura 4) (54, 55).
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Figura 4 - Ciclo biolégico de Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado e invertebrado.

Fonte: Adaptado e traduzido de Garcia-Basteiro et al. 2012 (56). (1) Esporozoitos apos
serem inoculados pelo mosquito vetor e migracdo na pele do hospedeiro vertebrado; (2)
Fase pré-eritrocitica (hepéatica) e formacdo do merossomo; (3) Fase eritrocitica — merozoitos

invadindo eritrdcitos, com subsequente desenvolvimento intraeritrocitico; (4) Estagio sexual
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do parasito (gametdécitos) no hospedeiro vertebrado; (5) Ingestdo dos gametdcitos (formas

infectantes) pelo inseto vetor e desenvolvimento do estagio sexuado em seu intestino médio.

No homem, o ciclo biolégico do parasito se inicia durante o repasto sanguineo
de uma fémea infectada, que inocula os esporozoitos (formas infectantes do
parasito) na pele do hospedeiro, podendo permanecer neste local por algumas horas
antes de encontrarem um vaso sanguineo (57). Os esporozoitos sdo liberados
principalmente na pele e ndo diretamente na corrente sanguinea, como se acreditou
por muito tempo (58). Uma parte desses parasitos é drenada para 0S vasos
linfaticos, atingindo os linfonodos, podendo se desenvolver como formas
exoeritrociticas (57). No entanto, apenas aqueles que atingem a circulacédo
sanguinea sao capazes de se desenvolverem e dar continuidade ao ciclo eritrocitico,
enquanto os demais parecem atuar como uma fonte de antigenos para o sistema
imune adaptativo (59, 60). Os esporozoitos que atravessam o endotélio e chegam a
circulacdo sanguinea sdo transportados passivamente até o figado, onde infectam
0s hepatdcitos e iniciam o estagio hepatico (pré-eritrocitico), no qual se aderem as
células endoteliais dos sinusodides hepaticos e iniciam um processo de
movimentacdo denominado gliding, “deslizando” até atravessarem a barreira

sinusoidal (61).

A invasao do hepatécito pelo esporozoito é complexa e envolve vérias
interacOes entre o parasito e a célula hospedeira. Uma vez no parénquima hepético,
0S esporozoitos migram ativamente, atravessando o citosol de varios hepatdcitos
antes de invadir aquele que sera o seu local de desenvolvimento e replicacao,
através da formacao de um vacuolo parasitéforo ao seu redor (62, 63). Essa intensa
travessia por diversos hepatoécitos parece ser um processo obrigatorio para tornar os
esporozoitos capazes de estabelecer a infeccdo nesta célula-alvo, sendo um passo
essencial do ciclo de vida do Plasmodium (64). Algumas espécies como, o P. vivax e
o P. ovale podem se desenvolver em formas latentes do parasito no figado,
denominadas hipnozoitos, que sdo responsaveis pela ocorréncia de recaidas da
doenca (65).

Apés a invasdo bem sucedida do hepatocito e posterior formacdo de um
vacuolo parasitéforo, o esporozoito se diferencia de uma forma invasiva a uma
forma ativa replicativa: o trofozoito pré-eritrocitico (hepatico). Uma vez diferenciado,

o trofozoito sofre sucessivas divisbes pelo processo de esquizogonia, passando por
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um rapido crescimento e replicacdo do DNA e de suas organelas, promovendo,
dessa forma, o desenvolvimento de um sincicio multinucleado, conhecido como
esquizonte hepatico (ou tecidual) (66). Apds a maturacdo dos esquizontes, milhares
de merozoitos sdo formados e ficam envoltos pela membrana plasmatica dos

hepatdcitos, sendo denominados merossomos (67).

Posteriormente, ocorre a ruptura dos merossomos. Os merozoitos S&o
liberados na corrente sanguinea e entdo aderem e invadem os eritrécitos
rapidamente (68). Inicia-se entdo a fase eritrocitica do ciclo da malaria, momento em
gue a sintomatologia caracteristica ocorre. Os merozoitos apresentam, em sua
regido apical, estruturas como 0S micronemas e as roptrias que participam da
invasdo mediante o contato com os eritrocitos. Os micronemas contém adesinas
responsaveis pela ligacdo as células sanguineas enquanto as roptrias por sua vez,
atuam apds essa ligacao inicial auxiliando na invasao e na formacdo do vacuolo
parasitoforo, regido onde os merozoitos replicardo gerando células-filhas (69). Este
processo de invasdo que inicia o ciclo eritrocitico envolve diversas etapas, como
reconhecimento, reorientacdo apical e invasao, além de diversas interacfes entre as
proteinas do parasito e os receptores eritrociticos (69). Dentro dos eritrOcitos, 0s
merozoitos perdem suas organelas apicais, se diferenciam em trofozoitos jovens
(formato em anel), trofozoitos maduros, esquizontes eritrociticos, e, posteriormente,
em merozoitos novamente (63). Com a ruptura das células sanguineas, 0s
merozoitos sdo liberados na circulacdo e iniciam novos ciclos continuos de
desenvolvimento nos eritrécitos, repetindo os processos de invasao, replicacao,
liberacdo e nova invasao, resultando assim nas manifesta¢des clinicas da doenca,

principalmente os acessos febris caracteristicos da malaria (70).

Apés algumas geragdes de merozoitos sanguineos, uma pequena parte destes
parasitos se diferencia em estagios sexuados: 0s gametdcitos femininos e
gametocitos masculinos (71-73). Estas formas sexuais ao serem ingeridas pelo
mosquito do género Anopheles durante o repasto sanguineo dao inicio a fase
sexuada do ciclo, que ocorre no interior do intestino médio do inseto vetor, formando

gametas femininos e masculinos.

No intestino médio do inseto vetor, 0os gametodcitos femininos se diferenciam em
macrogametas e 0s masculinos em microgametas através do processo de
exoflagelacdo. Os gametas femininos sao fecundados pelos gametas masculinos

28



formando o zigoto que sofre meiose completa e se transforma em uma estrutura
invasiva movel, denominada oocineto (71, 74). O oocineto atravessa a membrana
peritréfica e o epitélio intestinal do mosquito, se alojando na membrana basal do
orgdo. Dessa maneira, ele perde a motilidade e adquire uma nova forma,
denominada oocisto. Inicia-se uma intensa multiplicacdo assexuada (esporogonia)
do parasito, envolvendo a replicagdo do DNA e divisdes nucleares no interior de
cada oocisto, no qual sdo formados milhares de esporozoitos (75). Em
aproximadamente duas semanas, a parede do oocisto maduro se rompe liberando
0s esporozoitos na hemolinfa do inseto, que podem migrar até as glandulas
salivares e serdo armazenados até a sua inoculacdo no hospedeiro vertebrado,

completando o ciclo evolutivo do Plasmodium (71, 76).

1.4.2 Particularidades do Plasmodium vivax

Diferencas significativas sdo observadas entre a infec¢do causada por P. vivax
e P. falciparum, quanto ao tipo de célula infectada e as interacfes ligante-receptor
que ocorrem durante o processo de invasdo do eritrocito. Enquanto o P. falciparum
invade eritrécitos maduros, o P. vivax apresenta uma preferéncia por eritrécitos
jovens, os reticulécitos, um mecanismo que ainda ndo € bem elucidado, uma vez
gue ainda nao existe um sistema de cultivo in vitro estabelecido para esta espécie.
No entanto, o papel que a familia das proteinas ligadoras de reticulécitos
(Reticulocyte Binding Protein, RBP) apresenta durante o processo de invasdo de
reticuldcitos ja € bem descrito na literatura cientifica e essa preferéncia do P. vivax
tem impacto direto na dindmica da infec¢éo (77). Enquanto o P. falciparum modifica
intensamente a superficie dos eritrocitos infectados, promove a citoaderéncia ao
endotélio por meio da acdo de proteinas como a Proteina 1 de Membrana de
Eritrécitos de P. falciparum (P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1, PFEMP1)
e causa quadros de malaria grave como a malaria cerebral, o P. vivax raramente
estd associado a quadros severos. No entanto, infecgcbes causadas por P. vivax
associadas a presenca de comorbidades podem levar a complicacbes e até mesmo
ao Obito (78, 79).

Tanto o P. vivax como o P. ovale, sdo capazes de desenvolver os hipnozoitos,
que podem permanecer dormentes por semanas ou meses e gerar recaidas. Esta
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forma do parasito é responsavel pelo surgimento de um novo ciclo hepético seguido
de fase eritrocitica, sem que haja uma reinfeccéo (80, 81). Apesar do mecanismo de
ativagcdo dos hipnozoitos ainda ndo estar completamente elucidado, é essencial que
a ativacdo ocorra em um momento oportuno, permitindo assim a transmissao ao
mosquito vetor, bem como a posterior transmissdo a um novo hospedeiro,

garantindo a manutencéo da espécie (82).

7

Outra particularidade encontrada é na gametogénese: enquanto o P.
falciparum € capaz de se diferenciar relativamente mais tarde durante o estagio
sanguineo, o P. vivax é capaz de produzir gametdcitos maduros significativamente
mais cedo, cerca de 8 dias ap06s a inoculacdo de esporozoitos pelo mosquito vetor,
favorecendo intensamente a sua transmissao (83, 84). As densidades dos
gametoécitos aumentam continuamente acompanhando a evolucdo da infeccao
sanguinea, em intervalos de aproximadamente 5 dias, favorecendo sua transmisséo
ao mosquito vetor. Essa capacidade de gerar gametdcitos antecipadamente e
continuamente, somada as recaidas causadas por hipnozoitos sdo capazes de
renovar a infeccdo sanguinea e favorecer a propagacédo dos gametocitos. Diferente
dos eritrocitos infectados com gametécitos de P. falciparum, que no inicio do
processo de maturacdo sdo sequestrados no baco e na medula 6ssea, 0s
reticuldcitos infectados com gametécitos de P. vivax permanecem livres e capazes
de circular sem citoaderéncia significativa, aumentando assim as suas chances de
transmissao (84, 85). Mais uma vantagem intrinseca sugerida na literatura é a de
que os gametqcitos de P. vivax conseguem promover a infeccdo no vetor com niveis
menores de gametocitos em comparacdo ao P. falciparum, que somada as

caracteristicas anteriores indicam uma transmissdo muito mais eficiente (85, 86).

Os episddios de recaidas promovidos pelos hipnozoitos podem levar a malaria
crdnica, com sintomas relevantes como anemia severa, desnutricdo, predisposi¢ao a
coinfeccoes e resposta imunologica debilitada (79, 87, 88). Nesse contexto, a
capacidade do P. vivax de produzir hipnozoitos somada ao seu elevado potencial
transmissor - garantido por caracteristicas como a produ¢do antecipada e continua
de gametocitos com um ciclo mais curto no mosquito vetor, quando comparada com
outras espécies como P. falciparum - caracteriza essa espécie como uma das mais
dificeis de eliminar (89, 90). Além disso, a predominancia do P. vivax em algumas

das regides mais densamente povoadas e pobres do mundo também demonstra a
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importancia de reverter a negligéncia historica em relacdo a essa infec¢do (35).
Todos esses aspectos da biologia dessa espécie representam importantes desafios
para o controle e eliminacdo da malaria vivax (89). Dessa forma, a melhor
compreensao de sua biologia, bem como saber como ela difere do P. falciparum é
uma necessidade de suma importancia para que possa ocorrer um melhor
direcionamento das pesquisas e intervencdes a fim de intensificar o controle da
doenca (91).

1.5 Diversidade genética e estrutura populacional do Plasmodium vivax

As informacdes disponiveis a respeito da diversidade genética e da histéria
evolutiva do P. vivax sdo mais escassas quando comparadas com as do P.
falciparum. Isso se deve, principalmente, & menor mortalidade associada a infecgao
causada pelo P. vivax e a auséncia de um sistema eficiente de cultivo continuo
desse parasito (92). No entanto, nos ultimos anos, muitos estudos sobre o P. vivax
tém contribuido para um melhor entendimento dessa espécie.

Estudos de inferéncia acerca da diversidade genética de populacbes e genes
dos parasitos da malaria sdo importantes para o0 monitoramento de estratégias de
controle, identificacdo de novos farmacos e alvos vacinais, bem como para a
compreensao do padrao de viruléncia e da interacao parasito-hospedeiro (93). Além
disso, os estudos de estrutura genética revelam como a variacdo genética esta
distribuida dentro e entre populacdes e espécies, além de auxiliar na melhor
compreensao da dinamica populacional.

Nesse sentido, duas abordagens complementares tém sido empregadas no
estudo de genética de populacdo e da variabilidade genética do Plasmodium. Uma
dessas abordagens tem como objetivo compreender a estrutura genética das
populacdes do parasito, como por exemplo, a partir do estudo da distribuicdo
espacial dos alelos, da ocorréncia de migracdes e das estratégias de reproducao.
Outra abordagem consiste na analise da diversidade genética de genes especificos,
como 0s genes que codificam antigenos vacinais e genes associados a resisténcia
aos farmacos. As analises de genes especificos fornecem informacgfes importantes
sobre como os diferentes alelos sédo gerados e mantidos na populagdo, podendo
também determinar o papel da recombinacéo genética e selecdo natural na geracdo

e manutencao dos polimorfismos observados (94).
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Diferentes marcadores moleculares séo utilizados para a investigacdo da
variabilidade genética e estrutura populacional de P. vivax. Os principais utilizados
sdo os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism,
SNPs) em genes codificadores de antigenos (92). Os SNPs tém taxas de mutacao
mais lentas que o0s microssatélites (sequéncias simples de DNA repetidas em
tandem), sendo, dessa forma, os marcadores mais desejaveis para andlises
genéticas de populacées em amplas escalas geogréficas (95).

Um estudo realizado por Neafsey e colaboradores, em 2012, utilizando
sequenciamento genético comparou 0 genoma de cepas de P. vivax, de localidades
geograficas distintas, e de P. falciparum. Dentre os genomas analisados estavam
presentes os das cepas de referéncia de cada espécie, Salvador-1 (P. vivax) e 3D7
(P. falciparum), e foi observado aproximadamente o dobro da quantidade de SNPs
em P. vivax que em P. falciparum (96). Além disso, a maioria dos estudos genéticos
populacionais tem demonstrado uma alta diversidade genética nas populacdes de P.
vivax quando comparada com as de P. falciparum (92, 97), mesmo em &reas de
baixa transmissao (96, 98, 99). Como muitos desses genes codificam proteinas que
séo candidatas a vacina antimalarica, a analise da variabilidade, bem como o melhor
entendimento da origem dos polimorfismos presentes nesses genes que as
codificam, séo essenciais para o desenvolvimento de uma vacina eficaz (100).

Diferentes fatores evolutivos e demograficos, como mutacdo, recombinacéao,
selecéo natural, fluxo génico e estrutura geogréafica das populacdes do parasito sdo
responsaveis por modelar o padrdo de diversidade genética observado nas
sequéncias de DNA e proteinas (93). Para os antigenos da malaria, € comumente
observado o papel da recombinacéo e da selecao natural na geracdo e manutencao
da diversidade genética (94, 101).

A recombinacdo meiodtica € uma importante fonte de diversidade genética,
podendo substituir varios nucleotideos, ao mesmo tempo, em um Unico evento.
Dessa maneira, a recombinacdo é capaz de gerar novas variantes alélicas, que
permitem ao parasito escapar da resposta imune do hospedeiro induzida por
variantes do mesmo antigeno em exposicfes anteriores (101). Para o P. falciparum
e o P. vivax, a maioria dos estudos que faz inferéncias sobre a recombinacéao utiliza
SNPs em genes que codificam antigenos vacinais, como o Antigeno de Membrana
Apical-1 (Apical Membrane Antigen-1, AMA-1) e a Proteina de superficie do
merozoito-1 (Merozoite Surface Protein-1, MSP-1). Nesses trabalhos, a
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recombinacdo tem sido frequentemente associada a elevada diversidade genética
observada nos genes que codificam esses antigenos (102-104).

As infeccdes por P. vivax comumente contém multiplos clones de parasitos
geneticamente distintos que podem surgir a partir de uma Unica picada do inseto
vetor, carregando uma mistura de parasitos, ou entdo a partir da inoculacéo por
diferentes mosquitos portadores de variantes genéticas de parasitos (105, 106). A
ingestdo de variantes geneticamente distintas pelo mosquito durante o repasto
sanguineo pode aumentar a diversidade genética através da recombinacao meidtica
(95). Além disso, as recidivas da infec¢cdo por P. vivax devido a reativacdo de
hipnozoitos podem contribuir para o aumento da diversidade parasitaria (107). Os
hipnozoitos oriundos de infecgbes anteriores podem se acumular nos hepatécitos e
serem ativados simultaneamente no momento da nova infec¢ao resultando na co-
circulacdo de cepas diferentes. Acredita-se que, quando dois ou mais clones
geneticamente distintos estdo presentes no mesmo hospedeiro, a competicdo dentro
do hospedeiro pode selecionar caracteristicas de P. vivax que representam grandes
desafios a saude publica, como aumento da viruléncia, aumento da
transmissibilidade e resisténcia aos medicamentos antimalaricos (106).

A selec¢do natural, assim como a recombinacao, podem exercer forte influéncia
na evolucdo dos parasitos da maléaria, principalmente através da pressao seletiva
exercida pelo sistema imune do hospedeiro e pelos farmacos antimalaricos (108). A
diversidade observada nos genes codificadores de antigenos, principalmente do
esporozoito e merozoito, € comumente atribuida a pressdo seletiva imposta pelo
sistema imune. Esses genes acumulam mutacdes, o que é favorecido pela selecdo
natural positiva, que impedem o reconhecimento do parasito pelo sistema de defesa
do hospedeiro. Como consequéncia, uma alta diversidade genética € mantida pela
selecdo natural positiva, frequentemente com um excesso de mutagbes néo
sindnimas que resultam na substituicdo do aminoacido (109). Diferentes estudos tém
demonstrado a influéncia da selecdo natural positiva no padrdo de diversidade
genética dos antigenos do plasmaodio, como a AMA-1, MSP-1 e EBA-175 (101, 102,
110).

1.6 Diversidade genética e resposta imune
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A resposta imune desencadeada na malaria € bastante complexa, uma vez que
se desenvolve contra todos os diferentes estdgios do parasito e precisa reconhecer
multiplos antigenos dentro da extraordinaria complexidade biolégica do Plasmodium
(111). Nesse sentido, apesar do papel bem estabelecido da imunidade inata e
adaptativa na protecdo contra os plasmodios, muitos estudos tém buscado
constantemente a caracterizacdo de antigenos candidatos a vacinas que induzam
niveis elevados de anticorpos protetores (112).

A diversidade genética de um antigeno candidato vacinal torna-se relevante
guando se busca uma resposta imune protetora eficiente. A variabilidade genética
confere ao parasito a capacidade de evadir a resposta imune pois gera variantes
antigénicas dificultando o seu reconhecimento pelo hospedeiro. A expressao de
proteinas de P. vivax com alto grau de polimorfismo e a resposta imune especifica
da cepa correspondente representam um importante obstaculo no desenvolvimento
de vacinas (113, 114). Nesse sentido, a alta diversidade antigénica do parasito € um
dos fatores que pode explicar o lento desenvolvimento da imunidade adquirida
naturalmente (115). Dessa forma, a exposicdo repetida ao antigeno ao longo de
varios anos € necessaria para gerar um grande repertorio de anticorpos contra
diferentes sorotipos em uma area endémica de malaria (116). Em areas endémicas,
os individuos sdo naturalmente expostos e, portanto, produzem respostas
imunologicas especificas contra varias cepas. A imunogenicidade adquirida é
geralmente de curta duracéo, especifica da cepa e desenvolvida gradualmente apés
repetidas infecgbes (116, 117). Essa imunidade pode conter a parasitemia,
protegendo o individuo contra doencas graves e diminuindo o risco de mortalidade.

A diversidade genética apresenta um grande desafio no desenvolvimento de
vacinas, visto que a resposta imune induzida por vacinas precisa atuar amplamente
contra diferentes variantes polimérficas ou alelos para prevenir o escape vacinal
(118, 119). Evidéncias ja demonstraram que o P. vivax pode usar diferentes vias de
invasdo, assim como o P. falciparum, o que pode contribuir de forma semelhante
para a evasao imunolégica e precisa ser considerado nos estudos sobre vacina
(120, 121). Dessa forma, ao projetar e testar antigenos candidatos vacinais, é
importante considerar a diversidade genética parasitaria em todos os estagios de
desenvolvimento da vacina e o uso de dados genémicos disponiveis (122).

Por fim, o conhecimento da extensdo da diversidade genética permite prever

um padrdo de surgimento e disseminacdo de fendtipos de novas variantes
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antigénicas que levam a resisténcia aos medicamentos, ao escape da imunidade

induzida pela vacina ou ao desenvolvimento da maléria vivax grave (123, 124).

1.7 Diagnéstico laboratorial de maléria

O diagnéstico rapido e eficiente das infec¢cbes por Plasmodium constitui um dos
pilares do PNCM, ja que a adocdo de tratamento apropriado depende da
identificacdo precoce da espécie do parasito. Nesse contexto, alguns métodos sao
utilizados atualmente para o diagnostico das diferentes espécies de Plasmodium,
incluindo técnicas imunocromatogréficas, moleculares e microscépicas, sendo esta
tltima ainda considerada como referéncia na rotina laboratorial (125, 126).

A técnica da gota espessa por meio da microscopia Optica é o método
oficialmente adotado no Brasil para o diagnostico de maléaria. Mesmo apds o avancgo
de técnicas diagnosticas, a gota espessa continua sendo um método simples, de
baixo custo e de facil realizacdo. Essa técnica baseia-se na visualizacao do parasito
por meio de microscopia Optica, apos coloracdo com azul de metileno e Giemsa.
Considerada padrao-ouro pela OMS, ela permite a diferenciacdo especifica dos
parasitos, a partir da analise de sua morfologia e dos seus estagios de
desenvolvimento encontrados no sangue periférico (126). No entanto, as limitacbes
da microscopia de rotina tém se tornado cada vez mais evidentes, principalmente
em situacdes de coinfeccbes e de baixa parasitemia (127). Estudos jA demonstraram
que individuos portadores de parasitemia submicroscopicas, detectaveis apenas por
métodos mais sensiveis, como os moleculares, podem ser capazes de transmitir
malaria, atuando como reservatorios da doencga (83, 85).

Métodos complementares a microscopia Optica de rotina sdo 0S ensaios
imunocromatograficos em papel, denominados testes de diagndstico rapido (TDRS).
Séo realizados em fitas de nitrocelulose contendo anticorpo monoclonal contra
antigenos especificos do parasito. Grande parte dos testes hoje disponiveis
discrimina, especificamente, o P. falciparum das demais espécies. Atualmente, o
PNCM utiliza para o diagnoéstico de malaria o SD-BIOLINE MALARIA AG Pf/Pf/Pv,
que € um teste combinado contendo a Proteina Rica em Histidina-2 (HRP2) e
Lactato Desidrogenase do parasito (pLDH) de P. falciparum e pLDH de P. vivax. Por
sua praticidade, menor custo e facilidade de realizacdo, se tornou uma boa

ferramenta para auxiliar no diagnéstico de malaria. No entanto, 0 seu uso esta
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restrito a situacdes onde ndo é possivel a realizacdo do exame da gota espessa por
microscopista certificado e com monitoramento de desempenho, como em areas
muito distantes e de dificil acesso aos servicos de saude (125, 126). A qualidade
diagnoéstica de um TDR depende da experiéncia do examinador e dos cuidados de
como ele é preparado e interpretado. A execucdo e a acuracia dos TDRs podem ser
afetados por diferentes fatores, como problemas na fabricagcéo do teste, condi¢cbes
de armazenamento e transporte, competéncia e desempenho do manipulador (128,
129). Além disso, assim como a microscopia, os TDRs apenas detectam de forma
confiavel de 50-100 parasitos/ul (130, 131), sendo necessario associa-los a outras
técnicas em areas onde ha a circulagdo de mais de uma espécie de plasmaddio,
devido a sua incapacidade de diferencia-las (132, 133) e ainda podem gerar falsos
positivos devido a persisténcia do HRP-2 apds uma infeccéo (134).

Devido, principalmente, a sua alta sensibilidade, o uso de ferramentas
moleculares no diagnostico de maléria tem se tornado cada vez mais importante,
sobretudo em areas prestes a alcancar a eliminacdo da doenca ou em regides
endémicas onde os individuos apresentam baixas parasitemias (135). Dentre as
ferramentas moleculares atualmente disponiveis para o diagndstico e estudo da
doenca destacam-se protocolos baseados na amplificacdo de DNA do parasito,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes, como a Nested-
PCR e a PCR em tempo real (qQPCR) (136-138). Ja foi demonstrado que técnicas de
PCR sdo mais sensiveis e especificas quando comparadas as técnicas
microscépicas e ao teste imunocromatografico, tendo grande importancia na
diferenciacdo da espécie de Plasmodium em pacientes com baixa parasitemia e em
infeccbes mistas (127, 139). Nesse sentido, o diagndstico molecular para malaria
tem apresentado um grande progresso. O PNCM, baseado em estudos realizados
no Brasil e em varios paises do mundo, considera que pacientes com PCR positivo
para malaria, mesmo assintomaticos, podem infectar mosquitos e/ou se tornar
sintomaticos, sendo assim devem ser tratados quando o diagndstico for realizado
unicamente por essa técnica molecular (126). No entanto, em virtude do seu custo
elevado, da necessidade de infraestrutura e profissionais capacitados, seu uso ainda
€ limitado aos laboratorios de referéncia, sendo muito importante no auxilio

diagnoéstico, bem como em estudos epidemioldgicos e de vacinas.

1.8 Estratégias de controle da malaria
36



As atuais politicas estratégicas para o controle de malaria sdo baseadas na
prevencao, através do controle vetorial, e no gerenciamento de casos, reduzindo a
morbidade e a mortalidade por malaria. De acordo com a OMS, no Brasil, a
estratégia de controle da doenca é composta por trés pilares principais: o
diagndstico rapido por meio do exame de gota espessa; 0 tratamento quimioterapico
dos individuos positivos; e a reducdo do contato com os mosquitos vetores, pela
utilizacdo de mosquiteiros impregnados e a borrifacdo domiciliar de inseticidas (140).

O tratamento adequado tanto previne a ocorréncia de casos graves e fatais,
como elimina fontes de infec¢cdo para os mosquitos, contribuindo para a reducéo da
transmissdo da doenca. Para cada espécie de Plasmodium é utilizado um
medicamento ou associacbes de medicamentos especificos, em dosagens
adequadas a situacdo particular de cada paciente. A OMS, bem como o PNCM
estabelecem uma lista de farmacos e suas respectivas dosagens a serem
administradas, sendo classificados de acordo com a sua natureza quimica (1).

A dificuldade no controle da malaria, no entanto, ocorre devido a grande
complexidade do ciclo biolégico do parasito, a resisténcia aos inseticidas e aos
medicamentos antimalaricos, bem como as infeccbes assintomaticas e
submicroscoépicas. Ha também outros desafios bioldégicos como: delecbes do gene
pfhrp2/3 entre alguns parasitos da malaria, que causam resultados de TDRs falsos
negativos, complicando o gerenciamento e controle de casos; e a propagacao de
espécies de anofelinos invasores (ndo nativos), que representam uma ameaca
potencial para o controle da malaria (17). Além de todas essas questdes, a
imunidade naturalmente adquirida pela exposi¢cdo a malaria ndo é eficaz e de curta
duracdo. Tais informacdes tornam necessarias outras estratégias efetivas de

controle (141, 142), como o desenvolvimento de uma vacina.

1.9 A buscapor uma vacina antimalarica

Um dos maiores desafios da medicina tem sido o desenvolvimento de uma
vacina eficaz e segura contra a malaria. Apesar de todos os avancos obtidos apos
anos de pesquisa em vacinas contra a malaria, os esforcos permanecem continuos
e arduos, requerendo longos periodos de ensaios laboratoriais e clinicos, e sempre

exigindo um amplo suporte financeiro (143). Uma vacina antimalarica segura, efetiva
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e acessivel causaria um grande impacto no controle da doenca e seria essencial
para a sua possivel eliminacao.

Contudo, alguns obstaculos ainda devem ser superados. A dificuldade para o
desenvolvimento de uma vacina antimalarica reside na complexidade do parasito,
seu ciclo evolutivo, a limitada compreensdo das interacdes parasito-hospedeiro e a
diversidade genética nas populacdes do Plasmodium (144, 145). Além disso, a
recombinacdo que ocorre na gametogénese também pode ocasionar o aumento
significativo de variabilidade antigénica facilitando a evasao do parasito do sistema
imunologico do hospedeiro (144). Durante o ciclo evolutivo, os plasmddios passam
por diferentes estagios de desenvolvimento, expressando uma variedade de
antigenos caracteristicos de cada fase, capazes de induzir respostas imunes
distintas (146). Dessa forma, essa grande complexidade trouxe diversos antigenos
candidatos promissores a compor uma vacina antimalarica capaz de induzir uma
resposta imune protetora.

Apesar de todos os obstaculos existentes, alguns fatos mostram que o
desenvolvimento de uma vacina antimalarica é possivel. A malaria ndo gera uma
imunidade estéril (grau maximo de protecdo) e duradoura (147), entretanto,
individuos residentes em areas endémicas, ap0s sucessivas e multiplas infeccoes,
desenvolvem uma imunidade clinica, na qual a replicacdo parasitaria € controlada
(148, 149). Alem disso, ja foi visto que a transferéncia de imunoglobulinas de
individuos imunes para individuos ndo imunes, diminui a parasitemia e as
manifestacbes clinicas (145). A imunizacdo de camundongos (150), primatas nao
humanos (151) e humanos (152) com esporozoitos irradiados promoveu a protecao
contra o desafio com esporozoitos nao irradiados, evidenciando a possibilidade do
desenvolvimento de uma vacina.

O ciclo biolégico de Plasmodium spp. € complexo e rico em diversidade
antigénica, o que explica a existéncia de diferentes estratégias vacinais voltadas
para as formas e antigenos especificos do parasito em seus diferentes estagios de
desenvolvimento. Nesse sentido, as vacinas podem ser projetadas para atingir o
parasito em varios estagios de seu ciclo de vida e atualmente existem basicamente
3 estratégias vacinais: as vacinas pré-eritrociticas, vacinas eritrociticas e vacinas
bloqueadoras de transmissédo (153). Além disso, um fator importante a se considerar
€ se a vacina tem como alvo o parasito em um compartimento extra ou intracelular,
uma vez que a imunidade protetora dependera de anticorpos ou linfocitos

citotoxicos, respectivamente.
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A complexidade de desenvolver uma vacina antimalarica reside na dificuldade
de encontrar um candidato vacinal ou a combinacdo de antigenos candidatos
vacinais de varios estagios do ciclo que irdo induzir uma resposta imune robusta e
duradoura. A grande maioria dos antigenos candidatos estudados, apesar de serem
muito imunogénicos também sdo altamente polimérficos, bem como os que séo
altamente conservados tendem a ser menos imunogénicos ou a nao induzir uma alta
titulacdo de anticorpos. Felizmente nos dltimos anos houve um progresso
significativo em identificar e caracterizar novos antigenos potencialmente candidatos
a compor uma vacina antimalarica, presentes em diversos estagios do ciclo de vida
do parasito, importantes no seu desenvolvimento e sobrevivéncia (153).

Segundo a iniciativa de desenvolvimento de vacinas criada pela OMS,
atualmente, além da vacina RTS,S/AS01, ha cerca de 23 formula¢des vacinais em
ensaios clinicos e 17 em ensaios pré-clinicos contra o P. falciparum. Por outro lado,
guando tratamos de pesquisas direcionadas ao P. vivax, o nimero de formulaces
em ensaios clinicos e pré-clinicos € bastante reduzido a 3 formulagbes: (1)
ChAd63/MAV PVDBP, que tem como alvo a proteina que se liga ao antigeno Duffy
de P. vivax, e é hoje a Unica formulacdo vacinal contra esta espécie em ensaios
clinicos; (2) VMP002, que contém a PvCSP expressa em Escherichia coli; e (3)

PvSPZ, composta por esporozoitos atenuados (Figura 5) (154).
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Figura 5 - Panorama global de vacinas antimaléricas atualmente em ensaios clinicos.
Fonte: Adaptado e traduzido de OMS, 2017 (154).

1.9.1 Vacinas pré-eritrociticas

Tém como alvo 0s esporozoitos e estagios hepaticos ou hepatocitos
infectados, e visam prevenir 0 estabelecimento da infeccdo, interrompendo a
progressdo desse estagio (155). Essas vacinas tém como objetivo induzir uma
resposta de anticorpos contra 0s esporozoitos e, assim, impedir a entrada e o
desenvolvimento de esporozoitos nos hepatécitos ou estimular uma resposta de
células T que destruiriam os hepatdcitos infectados (145, 155). Uma vacina pré-
eritrocitica com uma alta eficacia poderia eliminar os parasitos pré-eritrociticos antes
de serem eliminados na corrente sanguinea. Sao também chamadas de vacinas
anti-infeccdo (155). Em funcdo do baixo niumero de esporozoitos liberados durante o
repasto sanguineo, este estagio representa atualmente o principal alvo vacinal
contra o Plasmodium (156). Entretanto, uma vacina pré-eritrocitica precisa ser 100%
efetiva, uma vez que, em virtude de sua elevada taxa de replicacdo, um pequeno

namero de esporozoitos € o suficiente para que a infeccdo atinja o estagio
eritrocitico (157, 158).
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Um exemplo de vacina com essa abordagem é a RTS,S/AS01 (nome comercial
Mosquirix). Atualmente é a primeira e Unica vacina que alcancou ensaios clinicos de
fase Ill e recentemente, no més de outubro de 2021, a OMS aprovou o amplo uso
entre criancas na Africa Subsaariana e em outras regides com transmissdo de
moderada a alta de malaria por P. falciparum. Essa vacina tem como alvo a proteina
circunsporozoita (CSP) que recobre a superficie do esporozoito no estagio pré-
eritrocitico (159). E constituida por um longo seguimento da CSP de P. falciparum
(linhagem NF54) dos aminoacidos 207 ao 395, contendo epitopos B e T previamente
identificados, fusionado com o antigeno de superficie do virus da hepatite B, o
antigeno S (160-162). Esta vacina foi desenvolvida em 1987, em uma parceria entre
a GlaxoSmithKline e o Walter Reed Army Institute of Research, e participa
atualmente de ensaios clinicos de fase 3, nos quais foi demonstrada uma eficacia
aproximada de 36% em criancas de 5 a 17 meses que receberam 4 doses desta
vacina (163-165). Tais resultados garantiram que a RTS,S/AS01 além de ser a
primeira vacina antimalarica a passar por ensaios clinicos de fase 3, também tivesse
a implementagéo piloto de forma emergencial no ano de 2019 em programas de
vacinacdo de regides endémicas africanas como Gana, Quénia e Malawi, sendo
uma importante ferramenta de saude publica nestas regides de elevada transmisséo
e mortalidade, principalmente em criancas menores de 5 anos causada por P.
falciparum (159, 166).

O progresso com a RTS,S/ASO1 representa um marco histérico no
desenvolvimento de vacinas antiparasitarias, mas a sua eficacia parcial ainda deixa
espaco para melhorias. Estudos de novos antigenos candidatos vacinais tém como
objetivo alcancar uma melhor eficacia para prevenir a malaria clinica em criancas
africanas. Em paralelo, outros estudos procuram diferentes indicacdes na pratica
clinica, como proteger mulheres gravidas da malaria ou interromper o ciclo de
transmissdo do parasito e, assim, contribuir para a eliminagdo regional da malaria,
bloqueando a infeccdo por P. falciparum ou a transmissdo aos mosquitos (155).
Apesar da queda da eficacia ao longo do tempo, essa vacina ainda demonstra um
claro beneficio no cenério atual.

Outra abordagem é melhorar a imunogenicidade das vacinas baseadas em
CSP. Recentemente uma nova proteina candidata vacinal vem se mostrando como
a grande promessa na luta contra malaria. A R21/MM € uma candidata vacinal pré-

eritrocitica que consiste no antigeno de superficie da Hepatite B (HBsAg) fusionado
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com a regido C-terminal e central repetida da CSP. E a primeira vacina antimalarica
em potencial a registrar uma eficAcia de 77% na populacdo-alvo de criancas
africanas ao longo de 12 meses de acompanhamento. Atualmente a fase Il dos
ensaios clinicos estd em andamento a fim de acompanhar a segunda temporada de
malaria apds a dose de reforgo ter sido aplicada. Essa etapa € crucial e permitira a
determinacao da durabilidade da eficacia dessa vacina. A fase Ill do ensaio clinico ja
esta planejada e sera realizada em 5 paises africanos que apresentam diferentes
niveis de transmissdo. Esse projeto estd caminhando com o objetivo de licenciar

uma vacina segura, de baixo custo e com alta eficacia (167).

1.9.2 Vacinas eritrociticas

Sédo também chamadas de vacinas de estagio sanguineo. Tém como alvo os
merozoitos e formas assexuadas do parasito que passam por ciclos multiplicativos e
repetidos no interior dos eritrocitos. Visam impedir a invasao dos eritrocitos pelos
merozoitos e a sua multiplicacdo na circulagdo, a fim de prevenir a doenca e suas
complicac@es clinicas (155). O ponto chave da imunidade do estagio eritrocitico sdo
0s anticorpos, que tém como alvo as formas sanguineas do parasito. Nesse sentido,
sabendo-se que um certo nivel de imunidade é adquirido apds sucessivas infeccdes
em area endémicas (168), pode ser possivel mimetizar e acelerar esse processo de
imunidade naturalmente adquirida através de vacinas contendo proteinas presentes
na superficie do merozoito e envolvidas no processo de invasdo ao eritrocito.
Espera-se que uma vacina de estagio sanguineo seja capaz de eliminar ou reduzir
de forma significativa a carga parasitaria e, consequentemente, os sintomas clinicos.
Essa vacina seria capaz de induzir a producdo de anticorpos que promoveriam a
opsonizacdo e destruicdo dos merozoitos e eritrocitos infectados. Além disso,
poderia também, bloquear a adesao de eritrocitos parasitados as células endoteliais,
que estd associada ao desenvolvimento de malaria grave (153, 169), tendo um
grande impacto na morbidade e mortalidade em areas endémicas.

Outra abordagem em potencial se baseia no desenvolvimento de uma vacina
contra toxinas, denominada vacina anti-doenca, visto que nao age sobre o
desenvolvimento do parasito, mas somente das manifestacdes clinicas. Uma vacina
capaz de bloquear as toxinas liberadas pelos parasitos poderia minimizar ou até

mesmo evitar 0os sintomas da maléaria e, consequentemente, 0S casos mais graves
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da doenca, como a malaria cerebral ou maléria placentaria. No entanto, esse tipo de
vacina se destina a ser utilizado em uma estratégia conjunta com uma vacina

antiparasitaria (170).

1.9.3 Vacinas bloqueadoras de transmissao

Tém como alvo as formas sexuais do parasito, presentes tanto no hospedeiro
humano como no mosquito vetor: gametocitos, gametas, zigoto e oocineto. Visam
impossibilitar a transmissdo da maléria interrompendo o ciclo de vida do parasito no
mosquito (171), induzindo anticorpos que bloqueiam a fertilizacdo dos gametas no
intestino do mosquito ou o desenvolvimento posterior do zigoto em esporozoitos,
impedindo que os mosquitos se tornem infectantes (172).

Os anticorpos seriam ingeridos pelo mosquito no momento do repasto
sanguineo e impediriam o desenvolvimento parasitario dentro do intestino da fémea
do inseto vetor. Assim, prevenindo a fertilizacdo e levando a falha na producéo de
esporozoitos, culminando na reducao do potencial de transmissdo do mosquito para
0 proximo hospedeiro humano. Esse tipo de vacina também € chamado de “vacina
altruista” ou “vacina solidaria”, pois ndo confere protecdo diretamente para o
individuo vacinado, mas sim na populacao receptora, ja que reduziria a transmissao
no local. No entanto, essa vacina precisaria ser aplicada em toda populacdo para
efetivamente bloquear a transmissao (173).

Os desafios atuais no desenvolvimento de uma vacina bloqueadora de
transmissao (TBVs) incluem a obtencdo de respostas adaptativas suficientes que
mantenham altos niveis de anticorpos ao longo do tempo, bem como uma ampla
cobertura para atingir a imunidade coletiva. Assim como a vacina anti-doenca, as
TBVs podem ser implementadas em combinagdo com uma vacina pré-eritrocitica
para prevenir a infeccdo em humanos e a transmissdo para 0s mosquitos, bem
como também podem ser combinados de forma semelhante com as vacinas
eritrociticas que reduzem a transmissao para avaliar a atividade aditiva ou sinérgica
(155).

1.10 Principais antigenos candidatos vacinais
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A habilidade que o Plasmodium tem de primeiro reconhecer e, entdo, invadir as
diferentes células hospedeiras no homem, como os hepatdcitos e as hemécias, bem
como as células epiteliais no inseto vetor, é fundamental para o desenvolvimento do
seu ciclo de vida. Nesse contexto, alguns antigenos localizados na superficie do
parasito ou, especificamente, no interior de suas organelas apicais tém sido
caracterizados, levando a uma melhor compreensdo do ciclo biolégico do
Plasmodium e, consequentemente, a identificacdo de possiveis alvos que possam
ser explorados em uma vacina contra a malaria (174).

Dentre os antigenos candidatos vacinais de estagio pré-eritrocitico destacam-
se alguns como a proteina CSP, proteina mais abundante presente na superficie
dos esporozoitos e que atua diretamente na interacdo entre o parasito e as
glandulas salivares do mosquito vetor, assim como no polo basolateral da
membrana dos hepatdcitos (175, 176). Conforme ja descrita aqui anteriormente, esta
proteina compde a RTS,S/AS01, vacina atualmente desenvolvida para a malaria
causada por P. falciparum, como também compfe a proteina candidata vacinal
R21/MM. Outro antigeno amplamente investigado é a Proteina Adesiva Relacionada
a Trombospondina (Thrombospondin-Related Anonymous Protein, TRAP), proteina
necessaria para a motilidade dos esporozoitos e essencial para a invasdo das
glandulas salivares do mosquito vetor e dos hepatécitos do hospedeiro vertebrado
(177-179). Esta proteina se encontra atualmente sob ensaios clinicos de fase 2 na
forma de uma vacina vetorial que utiliza como modelo o adenovirus de chimpanzé
63 (ChAd63) e o virus modificado Vaccinia Ankara (MVA) carreando multiplos
epitopos de TRAP (180, 181). Existem ainda ensaios clinicos sendo realizados que
combinam a vacina Chad63/MVA ME-TRAP com a RTS,S/ASO1 com o intuito de
induzir uma resposta imune mais abrangente e eficaz (182, 183).

Além desses antigenos, também temos a Proteina de Travessia celular de
Oocinetos e Esporozoitos (Cell Traversal Protein for Ookinetes and Sporozoites,
CelTOS). Essa proteina possui um papel fundamental na travessia de oocinetos no
epitélio do estbmago de mosquitos, como também na travessia dos hepatécitos no
hospedeiro humano, atuando principalmente no momento da saida das células,
sendo caracterizada tanto como um antigeno candidato a uma vacina pré-eritrocitica
como uma vacina bloqueadora de transmissdo (184-186). A CelTOS de P.
falciparum (PfCelTOS) se encontra atualmente em ensaios clinicos de fase 1, como

proteina candidata vacinal pré-eritrocitica, compondo uma formulacdo vacinal
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baseada nesta proteina recombinante expressa em E. coli em associacdo ao
adjuvante FMP012 (154, 187).

Na pesquisa de vacinas de estagio eritrocitico, destacam-se antigenos como o
antigeno 1 de membrana apical (Apical Membrane Antigen-1, AMA-1). Esta proteina
atua por meio de um complexo de receptores, formado por RON2, RON4 e RON5
(Rhoptry Neck, RON), secretados e inseridos nas membranas celulares promovendo
a invasao de hepatocitos e eritrocitos (188, 189). Apesar do seu importante papel na
invasdo dessas células, essa proteina tem sido amplamente explorada
principalmente como uma candidata vacinal de estagio sanguineo (190, 191). Ela
participa de diferentes formulacfes vacinais que se encontram atualmente em
ensaios clinicos, tanto na sua forma recombinante (AMA-1 DiCo), como na forma de
vacina vetorial, isoladamente (ChAd63-AMA-1/MVA-AMA-1) ou em combinagcédo com
a CSP e a TRAP (ChAd63/MVA CSP TRAP AMA) (192, 193). Outro antigeno
amplamente estudado € a proteina homdloga de ligagdo a reticulécitos 5
(Reticulocyte-binding protein homolog 5, RH5) de P. falciparum. Ela faz parte da
familia de proteinas de ligacdo a reticuldcitos (Reticulocyte Binding-Like, RBL) e
integra um complexo de proteinas que atua por meio da interagcdo com o receptor
basigina (BSG) presente nos eritrécitos, sendo a sua a¢ao descrita como essencial
para a invasao das células sanguineas. Esta proteina também se encontra em
ensaios clinicos utilizando a estratégia vetorial ChAd63/MVA (194-196).

A familia das proteinas de superficie de merozoitos (Merozoite Surface Protein,
MSP) composta por 12 proteinas (MSP-1 a MSP-12) é caracterizada pelo seu
envolvimento no reconhecimento e invasdo dos eritrécitos (197, 198). Dentre as
proteinas desta familia amplamente estudadas, MSP-1 e MSP-3 se destacam por
intensa investigacao na literatura cientifica e por participarem de ensaios pré-clinicos
e clinicos, respectivamente. Sendo a MSP-1 estudada como formulagéo vacinal na
sua forma recombinante e MSP-3 sob a forma de vacina peptidica, baseada em
epitopos presentes do aminoacido 181 ao 276 (168, 192). A proteina rica em
glutamato (Glutamate-Rich Protein, GLURP) também & amplamente investigada e
existem inameras evidéncias que a apontam como alvo. Essa proteina esta
localizada no complexo proteico Pfs38 na superficie de merozoitos de P. falciparum
e se liga aos eritrocitos do hospedeiro humano diretamente por meio do receptor
glicoforina A (199, 200). Foi proposto que a regido hidrofébica RO de GLURP atue

como um peptideo sinal, sendo inclusive esta regido parte integrante da vacina em
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estudo GMZ2, em combinacdo com a proteina MSP-3, atualmente em ensaios
clinicos de fase 2 (198, 199).

O egresso dos merozoitos do interior dos eritrécitos € uma etapa essencial
para garantir a manutencdo do ciclo biolégico do Plasmodium. Esse mecanismo de
egresso é protease dependente, caracterizado por uma acao proteolitica intensa de
proteinas do parasito que incluem a familia de proteinas semelhantes a papaina
denominadas SERA e expressas no vacuolo parasitéforo. Dentre elas destaca-se o
antigeno candidato vacinal SERA5 (Serine Repeat Antigen 5), a proteina mais
abundante da familia SERA que apresenta papel importante durante o estagio
sanguineo como um importante regulador da cinética de egresso dos eritrocitos,
garantindo a eficiéncia da evasdo (201-203). O dominio N-terminal desta proteina
expresso em E. coli se encontra em ensaios clinicos de fase 1 sendo denominado
como a candidata SE36 (192). Dentre alguns dos antigenos mais recentes, a
proteina 1 exportada de trofozoito (TEX 1) de P. falciparum corresponde a uma nova
candidata a uma vacina peptidica de estagio sanguineo que contém a porcao P27A
de 104 aminoacidos presente na proteina, formulada no adjuvante GLA-SE
atualmente em ensaios clinicos de fase 1 (204-206).

No caso dos antigenos candidatos vacinais que sao investigados a fim de
compor vacinas bloqueadoras de transmisséo, destacam-se proteinas como a P25
(Ookinete Surface Protein), proteina expressa na superficie de gametas antes da
fertilizacdo e posteriormente em niveis abundantes durante o desenvolvimento de
zigotos e oocinetos (207-210). A P25 recombinante de P. falciparum se encontra
atualmente em ensaios clinicos de fase 1. No caso da formulagdo Pfs25-EPA, a
proteina P25 estd presente conjugada com a exoproteina A de Pseudomonas
aeruginosa (EPA), utilizada a fim de potencializar a imunogenicidade deste antigeno
(211). Além dos ensaios clinicos descritos, outros estudos investigam o uso da P25
por meio da estratégia de construcdo de particulas semelhantes a virus, na qual
essa proteina esta inserida na proteina de revestimento do virus do mosaico da
alfafa (212).

Outra proteina amplamente investigada é a P48/45, expressa na superficie dos
gametas masculinos e femininos, tendo acao importante no processo de fertilizacao.
Estudos ja demonstraram que gametas masculinos que ndo apresentam P48/45
possuem fertilidade severamente reduzida e sé@o incapazes de aderir e penetrar nos
gametas femininos para a formacdo do zigoto (210, 213, 214). Esta proteina é

atualmente investigada em ensaios pré-clinicos que utilizam o seu fragmento C-
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terminal na composicdo da formulagdo vacinal (192, 215). A P48/45 apresenta
similaridade superior a 50% entre as espécies de Plasmodium e inclusive ja foi
descrito na literatura cientifica que o fragmento C-terminal desta proteina € capaz de
induzir uma resposta imune cruzada em ensaios experimentais utilizando
camundongos, gerando anticorpos capazes de reconhecer tanto a P48/45 de P.
falciparum como a de P. vivax (216, 217). Em conjunto com P48/45, a proteina P230
faz parte de um complexo essencial para a fertilidade dos gametas masculinos de
Plasmodium, e parasitos mutantes que ndo apresentam esta proteina também né&o
sé@o capazes de reconhecer e de se associar aos gametas femininos (218-220).
Atualmente o dominio 1 da P230 de P. falciparum (P230D1M) se encontra em

ensaios clinicos sob a forma conjugada a EPA (221).

1.11 Desenvolvimento de vacinas contra o Plasmodium vivax

Ao se analisar os intensos esfor¢cos destinados a investigacdo de vacinas
voltadas para o P. falciparum ao longo dos anos, é evidente que o desenvolvimento
de uma vacina especifica para o P. vivax também consiste em uma tarefa ardua e
que depende diretamente de um elevado suporte financeiro. Considerando que a
pesquisa de vacinas para o P. falciparum teve uma enorme progressao nos ultimos
anos, avancando recentemente para os testes em larga escala com painéis de
antigenos e com um candidato alcancando ensaios de Fase Il (RTS,S/AS01), a
maioria do desenvolvimento de vacinas para o P. vivax ainda esta no inicio do

desenvolvimento pré-clinico (36, 222, 223).

Atualmente existe uma uUnica formulacdo vacinal em ensaios clinicos para P.
vivax, a vacina Chad63/MVA PvDBP (154). Esta formulagcdo é composta pelos
vetores Chad63/MVA que codificam a sequéncia PvDPB_RIlI da linhagem de
referéncia de P. vivax Salvador | (Sal-1) e foi testada em ensaios clinicos de fase 1
(224, 225). A sequéncia em questdo estd presente na proteina de ligacdo ao
antigeno Duffy de P. vivax (PvDBP), proteina que interage com o0 receptor de
qguimiocinas humano do antigeno Duffy presente nos reticuldcitos, permitindo assim
a sua invasao (226). A regiao Il desta proteina (PvDPB_RII) foi selecionada para
compor esta vacina por corresponder a uma regido conservada, extracelular, rica em

cisteina e que abriga o seu dominio de ligagdo, e demonstrou em diversos estudos a
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capacidade de induzir anticorpos inibitorios em roedores, coelhos e primatas nao
humanos (NHP) (224, 225, 227). Além dessa, existem 2 formulacfes vacinais ainda
em ensaios pré-clinicos: a vacina VMP002 contendo a CSP recombinante de P.
vivax, uma variacdo da formulacdo anterior VMP001, modificada com o intuito de
contornar a baixa eficacia protetora encontrada nos ensaios experimentais
previamente realizados (154, 228). A outra formulacdo vacinal € a PVSPZ,
atualmente investigada em ensaios pré-clinicos e € baseada na estratégia de
esporozoitos atenuados por radiacdo (RAS) (229-231).

Essa enorme diferenca na busca por vacinas contra o P. falciparum e o P.
vivax, pode ser vista como resultado da reconhecida importancia clinica atribuida ao
P. falciparum, em funcéo da alta letalidade e nimero de casos graves associados a
esta espécie, que direcionou esforcos e investimentos em estudos ao longo do
tempo. Além disso, a existéncia de um cultivo in vitro continuo bem estabelecido de
P. falciparum, facilita e acelera o desenvolvimento de pesquisas. No entanto, 0s
registros de casos de maléaria grave por P. vivax (232, 233), a emergéncia de cepas
resistentes a cloroquina (50, 234) e a primaquina (235), além de sua ampla
dispersdo e enorme impacto socioeconémico em &areas endémicas, tornam o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o P. vivax essencial para as

estratégias de controle e eliminacdo da malaria no mundo.

A aceleracdo das descobertas de novos antigenos e de novas ferramentas nos
estudos de P. falciparum, em combinacdo com a longa jornada ja percorrida de
ensaios vacinais baseados em antigenos isolados de Plasmodium com foco em
apenas um estagio do ciclo bioldgico, abriram portas e serviram como base para o
direcionamento de novas pesquisas com propostas vacinais capazes de combinar
diferentes antigenos de P. vivax e compor vacinas multiestagio altamente eficazes e
especificas para esta espécie plasmodial (122). Estudos com P. falciparum ja
demonstraram bons resultados a partir da construcdo de antigenos recombinantes
quiméricos baseados em candidatos vacinais ja conhecidos, contendo multiplos
epitopos de diferentes regibes do parasito, como a MSP-FU24 baseados nas
proteinas PfIMSP-119 e PfMSP-3 (236), e a PfCP-2.9 (P. falciparum chimeric protein
2.9) baseada nas proteinas PfMSP-1 e PfAMA-1 j4 em ensaios clinicos (237).

Nesse sentido, acredita-se que um projeto de vacina ideal teria como alvo
todos os estagios do ciclo de vida do Plasmodium, que inclui estagios pré-
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eritrociticos, eritrociticos e bloqueadores de transmissdo. E amplamente aceito que
uma vacina que forneca imunogenicidade contra varios estagios de desenvolvimento
do parasito conferiria melhor protecdo (238). Dessa forma, uma vacina para o P.
vivax constituida com diferentes epitopos talvez seja importante para a inibicdo
completa da invasdo e o desenvolvimento do parasito em diferentes fases do ciclo,
evento ainda pouco observado quando utilizados anticorpos para apenas uma regiao
destas proteinas. Portanto, a nossa expectativa é que a identificacdo de epitopos
imunodominantes e conservados, seguida da construcdo quimérica recombinante e
0S respectivos testes com este novo antigeno potencialmente vacinal representando
as proteinas PvCelTOS, PvVCyRPA e Pvs25 combinadas sejam uma adicao

significativa a lista limitada de antigenos candidatos vacinais contra o P. vivax.

1.12 CelTOS (Cell Traversal Protein for Ookinetes and Sporozoites)

A proteina denominada CelTOS, que medeia a invasao do Plasmodium a
célula hospedeira, vem sendo considerada uma alternativa na busca de antigenos
candidatos vacinais. Esta proteina é secretada por micronemas, nos estagios
invasivos dos hospedeiros, sendo importante no éxito da travessia celular realizada
por esporozoitos e oocinetos (239). E conservada entre alguns parasitos do Filo
Apicomplexa e, curiosamente, possui semelhanca estrutural com a glicoproteina
gp41l de HIV-1 e com uma toxina formadora de poro da Mycobacterium tuberculosis
(185).

Estudos ja demonstraram que a interrupcdo de genes codificantes da CelTOS,
em P. berghei, reduz a infectividade no mosquito hospedeiro e também a
infectividade do esporozoito no figado, quase eliminando a sua capacidade de
travessia celular (239). Um estudo realizado por Jimah e colaboradores demonstrou,
através de cristalografia, que essa proteina se liga especificamente ao acido
fosfatidico, um lipideo predominantemente encontrado no folheto interno das
membranas plasmaticas. Também foi demonstrado que a CelTOS tem a
potencialidade de romper os lipossomas compostos de acido fosfatidico através da
formacdo de poros, o que permite a saida dos parasitos da célula hospedeira

durante o percurso de travessia (Figura 6) (185).
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Figura 6 - Modelo para a CelTOS na passagem celular.

Adaptado e traduzido de Jimah et al 2016 (185). (A) Durante a fase pré-eritrocitica, os
esporozoitos atravessam varias células de Kupffer e hepatécitos antes de invadir o
hepatdcito que sera o seu local de desenvolvimento. A CelTOS forma poros e rompe as
membranas celulares destas células para permitir a saida dos esporozoitos, de forma a
concluir sua travessia. Essa ruptura ocorre através da ligacdo direta ao acido fosfatidico
(PA), no folheto interno, para criar um poro que permite a saida do esporozoito. EEF - forma
exoeritrocitaria. (B) No mosquito vetor, 0s oocinetos atravessam o epitélio do intestino médio
do mosquito para atingir a lamina basal, onde se desenvolvem em oocistos. A CelTOS

realiza 0 mesmo procedimento de ruptura e formacéo de poro, assim como visto na etapa A.

A CelTOS foi identificada por analise gendmica e funcional de proteinas
expressas em estagios moveis do ciclo de vida do parasito. E uma proteina
conservada entre diferentes espécies do Plasmodium e também entre outras
espécies do filo Apicomplexa, indicando que o gene celtos evoluiu de um ancestral
comum (Figura 7) (239, 240). Nesse sentido, foi demonstrado pela primeira vez por
Bergmann-Leitner e colaboradores, em 2010, que a imunizagdo com recombinantes
de CelTOS de P. falciparum (PfCelTOS), em modelo murino, induz protecao cruzada
contra a maléaria, causada pela espécie heterdloga P. berghei. Vale ressaltar que
essa imunizacdo com a sequéncia conservada da proteina CelTOS induziu uma
significativa reatividade cruzada, tanto ao nivel humoral, quanto celular (241). Além
disso, relatou-se pela primeira vez o potencial da CelTOS como um antigeno
protetor. Verificou-se que uma resposta humoral anti-CelTOS seria capaz de inibir in
vitro a invaséo de esporozoitos em hepatécitos, bem como a motilidade do parasito,
conferindo, dessa maneira, protecéo (241, 242). Entretanto, tal reatividade cruzada
nao foi reportada em P. vivax. Acreditamos que uma das razfes para essa auséncia

de reatividade pode ser o menor grau de similaridade entre a CelTOS de P.
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falciparum e P. vivax (63%) e, dessa forma, a presenca de diferentes aminoacidos
nos epitopos identificados em P. falciparum pode ter reflexo na reatividade cruzada

com P. vivax.

P berghei 1 MNELTKLSVISSVE-VFFCFFNVLCLRGKNGSEMSSFLEGGVESS
P vivax 1 MNEVNRVSIICA-FLALFCEFVNVLSLRGEKSGSTASSSLEGGSEFS
P falciparum 1 MNALRRLPVICS-FLVFLVESNVLCFRGNNGHNSSSSLYNGSOFI
P berghei 45 NRIKKSLAS-FISESSSLDDIGNGLAETITNEIFSAFQODSSSEL
P vivax 45 ERIGNSLSS-FLSESASLEVIGNELADNIANEIVSSLOKDSASFL
P falciparum 45 BQLNNSFTSAFLESQ-SMNKIGDDEAETISNELVSVLOKNSPTEL
P berghei 89 OQTKEFDIKKHIKENAKKVLIEAIRLGLEPVERIVAQOSIOPPEVNRH
P vivax 89 QSGFDVETQLEATAKKEVEVEALEAALEPTEKIVASTIEPPRVSED
2 falciparum 89 ESSFEFDIKSEVEKHARKSMLKELIKVGLPSFENLVAENVEPPEVDPA
P berghei 134 TYSLVSPVVEALFNE IEEAVHEPVSDNIWDYAGGDDEYE-ETEED
I vivax 134 AXFLLGPVVETLENEVEDVLHEPIPDTIWEXESKGS-LEEEEAED
P falciparum 134 BYGIIVPVLTSLENEVETAVGAKVSDEIWNYNSPDVSESEESLSD
P berghei 178 NFDNDFFN

P vivax 178 EFSDELLD

2 falctparum 179 DEFD———-—

Figura 7 - Comparacdo das sequéncias de aminoacidos da CelTOS de P. berghei
(PbCelTOS) com as ortélogas de P. falciparum e P. vivax.

A sequéncia de aminoacidos de PbCelTOS foi alinhada com a PfCelTOS (PlasmoDB
identificador PFL0O800c) e PvCelTOS. Os residuos conservados estdo grifados em cinza. Os
nameros de aminoacidos a partir do primeiro residuo Met (metionina) estdo mostrados a

esquerda de cada linha; e a sequéncia de sinal N-terminal predita esta sublinhada (239).

Corroborando com os resultados ja existentes, também ja foi demonstrado que
peptideos especificos da PfCelTOS podem estimular as células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs), isoladas a partir de voluntarios imunizados com
esporozoitos irradiados, para produzir respostas antigeno-especificas com altos
niveis de IFN-y, enfatizando o potencial impacto imunoldgico deste antigeno (243).
Em 2014, Kusi e colaboradores demonstraram que a recombinante da PfCelTOS foi
reconhecida por anticorpos naturalmente adquiridos de populagdes expostas que
vivem em éareas de alta endemicidade da Africa (244). Por fim, um estudo de
predicdo da reatividade das células T CD4* e CD8" revelou varios epitopos
distribuidos ao longo de toda a sequéncia da PfCelTOS, mas as analises funcionais
in vivo feitas pela técnica ELISPOT indicaram que epitopos C-terminais eram mais
imunogénicos (240). No entanto, embora existam diversas evidéncias sobre o
potencial antigénico da proteina CelTOS de P. falciparum, pouco era conhecido

sobre o potencial da proteina homdéloga em P. vivax (PvCelTOS), visto que nao ha
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reatividade cruzada entre ambas. Portanto, o nosso grupo demonstrou que a
PvCelTOS é altamente conservada em isolados de P. vivax de cinco regides
diferentes da Amazénia Brasileira (245), e que a PvCelTOS recombinante é alvo de
resposta imune naturalmente adquirida mediada por anticorpos IgG em individuos
residentes em areas endémicas de malaria (246), demonstrando assim o0 seu
potencial como proteina candidata vacinal. Ambos artigos e dados foram publicados
no final do mestrado.

1.13 CyRPA (Cysteine-Rich Protective Antigen)

A CyRPA é uma proteina de aproximadamente 43 kDa e, de acordo com a
técnica de cristalografia, apresenta uma hélice B de seis laminas com cinco ligacdes
dissulfeto (247). Essa proteina vem sendo apontada como uma nova alternativa nos
estudos de antigenos candidatos vacinais contra a malaria, sendo considerada
essencial no processo de invasdo dos merozoitos aos eritrocitos durante o estagio
sanguineo da doenca (248).

A CyRPA esta localizada no micronema, estrutura presente no complexo apical
do merozoito, e ja foi observado em P. falciparum que ela se liga a outras duas
proteinas apicais formando o complexo heterotrimérico PfRh5/PfRipr/CyRPA, de alta
afinidade, que desempenha papel-chave na fase de pré-invasao (247, 249). Esse
complexo estd associado a formagdo de um poro entre 0 merozoito e o eritrocito,
permitindo o influxo de Ca*? na célula hospedeira e criando um cenario favoravel
para a entrada do parasito (247). Apesar do papel fundamental deste complexo na
invasdo dos eritrocitos, nao foi identificado nenhum ortélogo da PfRh5 em espécies
de Plasmodium além das espécies intimamente relacionadas ao P. falciparum,
subgénero Laverania. Nao havendo, por exemplo, o seu ortélogo em P. vivax. Nesse
contexto, em virtude da auséncia de um ortdlogo de PfRh5 fora do subgénero
Laverania, outras proteinas sao responsaveis e essenciais no processo de invaséo
dos eritrécitos em outras espécies (Figura 8). Um estudo realizado por Knuepfer, em
2019, com o P. knowlesi, espécie causadora de malaria em primatas e,
taxonomicamente relacionada ao P. vivax, demonstrou a presenc¢a dos ortélogos da
PfCyRPA e PfRirp encontrados no seu genoma e essenciais para invasao dos
eritrocitos e sua sobrevivéncia in vitro (250). No entanto a PkCyRPA apresentou ter

funcdo independente, ja que nenhuma proteina de interacéo foi identificada. Estudos
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revelam que ela estd envolvida no processo de invasdo e é essencial para a

sobrevivéncia do parasito (248, 251).

A. Plasmodium knowles!

Uberagao de proteinas invasoras Ligagdo & receptores presentes Liberagio do bulba das roptrias
de roptrias e micronemas nos eritrocitos

' '\..,'}.‘.
%ml'ﬂ

PTRA

B. Plasmodium falciparum

Figura 8 - Comparacao entre as estruturas envolvidas no processo de invaséo ao eritrocito
por (A) P. knowlesi e (B) P. falciparum.
Adaptado e traduzido de Knuepfer et al, 2019 (250).

7

O estagio de pré-invasdo dos eritrocitos € um evento significativo para o
desenvolvimento de vacinas, tendo em vista que é um momento em que ha uma
exposicdo direta do parasito e de suas estruturas superficiais e apicais ao sistema
imunoldgico, dessa forma facilita o reconhecimento de antigenos e a acdo de uma
resposta humoral potencialmente eficaz (252).

Diferentes trabalhos com a proteina CyRPA de P. falciparum ja demonstraram
0 seu papel inibitério na invasdo de merozoitos tanto in vitro quanto in vivo. Estudos

ja demonstraram que anticorpos monoclonais produzidos em camundongos BALB/c
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contra a PfCyRPA recombinante inibem o crescimento do parasito (253). Além disso,
uma pesquisa realizada com isolados da india e da Africa demonstrou que os
anticorpos contra a PfCyRPA exibiram potente neutralizacdo do merozoito, podendo
estar associado a reducdo de risco de malaria nas infec¢cdes naturais (254).
Também ja foi descrito por Volz e colaboradores, em 2016, que a perda de funcéo
da PfCyRPA através da delecdo do gene codificante, resulta na diminuicdo da
capacidade dos merozoitos invadirem a célula hospedeira (255). Ademais, estudos
in vivo, feito por Dreyer e colaboradores, em 2012, observaram que anticorpos
monoclonais especificos para PfCyRPA demonstraram inibicdo do crescimento de P.
falciparum em camundongos nulos NOD-scid IL2Ry enxertados com eritrécitos
humanos (256). No entanto, ndo se sabe ainda sobre o mecanismo envolvido neste
processo.

Ainda corroborando com os resultados ja descritos, um estudo recente
demonstrou que as PfCyRPA, PfRh5 e PfRirp foram menos imunogénicas quando
apresentadas no complexo trimérico. Em relacdo aos titulos de anticorpos, a
proteina PfCyRPA apresentou uma diferenca marcante quando usada como alvo
anico de imunizacdo. Um ensaio de ELISA comparativo demonstrou que titulos de
anticorpos para PfCyRPA s&o de aproximadamente 7,5 vezes mais baixo quando
apresentados em complexo trimérico do que quando usada como alvo Unico,
confirmando as previsdes do estudo de que os epitopos na CyRPA sdo mascarados
pelas faces de ligacdo de Ripr e Rh5 (257). Dessa forma, esses dados reforcam a
importancia do estudo singular da proteina CyRPA como um potencial candidato
vacinal.

No entanto, todos esses trabalhos anteriores utilizaram a proteina CyRPA de P.
falciparum. Em relacdo ao P. vivax, um estudo realizado por Franca e
colaboradores, em 2017, demonstrou que 0s anticorpos contra a proteina PvCyRPA
estédo fortemente relacionados com protecdo. Um fato curioso € que o efeito protetor
desses anticorpos dirigidos contra a PvCyRPA foi superior ao efeito dos anticorpos
dirigidos contra outras proteinas classicamente descritas como candidatas vacinais,
como por exemplo MSP-1, MSP-3, MSP-9 e AMA-1 (258). Em paralelo, existe
apenas um trabalho acerca da diversidade genética e estrutura populacional da
PVCyRPA, realizado recentemente por Gonzalez e colaboradores, em 2021,
utilizando isolados do México (259). Enquanto isso, ainda ndo existia nenhum relato
utilizando isolados brasileiros e de areas endémicas e, principalmente, abordando o

impacto destes polimorfismos no desenvolvimento de vacinas baseadas nesta
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proteina. Nesse contexto, 0 Nnosso grupo demonstrou recentemente que o gene
pvcyrpa apresenta uma variabilidade genética moderada nos isolados estudados e
tais polimorfismos alteram sequéncias de aminoacidos contidas em potenciais
epitopos de células B, uma observacao importante considerando a potencialidade do
antigeno como candidato a vacina para cobrir distintas areas endémicas de P. vivax

em todo o mundo (260).

1.14 P25 (Ookinete Surface Protein)

A proteina de superficie de oocineto denominada P25 possui peso molecular
de 25 kDa e ja foi descrita em diferentes espécies de Plasmodium (261). Essa
proteina possui uma importante funcdo no ciclo biolégico, interferindo no
desenvolvimento de oocistos no intestino médio do mosquito (262), podendo assim
interromper a transmiss&o da malaria. E especificamente expressa na superficie dos
gametas, zigotos e oocinetos de Plasmodium em desenvolvimento (263). Inicia a
sua expressao ainda nos gametoécitos, antes mesmo da fertilizacdo dos gametas.
Atingindo o pico de sintese nas horas iniciais, sendo posteriormente expressa em
maior abundancia na superficie de zigotos e oocinetos em desenvolvimento,
considerada assim um alvo de poés-ativagdo (Figura 9) (264, 265). Essa proteina
contém estruturas conservadas, caracterizadas por uma sequéncia sinal, quatro
dominios semelhantes ao Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) dispostos no
formato de um triangulo, seguido por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) na
extremidade C terminal (266). E rica em cisteina e restrita por até 11 ligacdes
dissulfeto (267). Os dominios EGF s&do conhecidos por estarem presentes
especialmente em proteinas de superficie, onde participam em processos de
reconhecimento e de adeséao (268), o que indica que eles desempenham papéis

importantes nas interacdes parasito-hospedeiro.
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Figura 9 - Ciclo de vida do Plasmodium no inseto vetor e expressao génica da P25.
Adaptado de Moreira et al, 2004 (265).

Embora a funcéo da proteina P25 ainda ndo seja totalmente reconhecida, em
P. berghei, j& foi demonstrado que essa proteina tem propriedades multiplas e
parcialmente redundantes durante o desenvolvimento de oocinetos e oocistos. A
proteina é essencial para a sobrevivéncia de oocinetos no intestino médio do
mosquito, subsequente penetracdo do epitélio do intestino médio e posterior

transformacao de oocineto em oocisto (269).

Diversas plataformas que utilizam antigenos de estagio sexual como
candidatos vacinais demonstraram anticorpos com atividade de bloqueio de
transmissao (270). Anticorpos induzidos contra a proteina Pfs25 bloquearam
significativamente a transmissdo da malaria em primatas ndo humanos (271).
Experimentos ja demonstraram que o0s anticorpos bloqueadores de transmissao
diminuem o movimento do oocineto dentro do intestino do mosquito (272), e em
virtude do atraso na formacdo do oocisto, 0 oocineto ndo € capaz de sobreviver
dentro desse severo ambiente proteolitico (273). Estudos j& mostraram que niveis de
anticorpos contra a proteina estdo diretamente relacionados a atividade de bloqueio
da transmisséo (274), visto também em versbes recombinantes da proteina (275,
276).

A Pvs25 tem sido considerada uma vacina promissora contra o P. vivax, uma
vez que anticorpos especificos induzidos em camundongos ou macacos Aotus

imunizados bloqueiam completamente a capacidade do P. vivax para infectar os
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mosquitos Anopheles (277, 278). Em humanos, a Pvs25 recombinante foi
reconhecida por anticorpos de populacdes expostas em Mianmar (279). Atualmente,
apenas a Pfs25 e a Pvs25 foram testadas em ensaios clinicos de Fase la,
demonstrando o potencial deste antigeno como um componente de uma vacina de

bloqueio de transmissao (280, 281).

Diferentemente do extenso polimorfismo genético comumente observado em
varios antigenos de Plasmodium, o gene pvs25 é considerado bastante conservado,
apresentando pouca variabilidade em sua sequéncia, provavelmente porque
posteriormente essa proteina ndo € exposta ao sistema imunoldgico de vertebrados
(282). Analises de sequéncias génicas revelaram uma organizacdo estrutural bem
semelhante e sua diversidade genética ja foi pesquisada entre diferentes isolados de
paises asiaticos (263). Assim como diferentes estudos também ja demonstraram e
confirmaram o potencial deste antigeno como candidato vacinal (280, 283).
Entretanto, ainda ndo havia estudos sobre a diversidade genética incluindo isolados
de diferentes areas brasileiras, bem como sobre o mapeamento de epitopos, e
essas informacgdes adicionais de suma importancia foram publicadas recentemente
pelo nosso grupo (209), enriquecendo o campo de pesquisa dessa proteina

candidata vacinal.
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2 JUSTIFICATIVA

A geracdo de quimeras recombinantes que possuam genes oriundos de mais
de uma proteina candidata vacinal e que possua sequéncia génica codificante
apenas para as regides imunogénicas de tais proteinas, é uma alternativa atrativa e
vidvel. A construcdo de antigenos recombinantes quiméricos baseados em
candidatos vacinais ja conhecidos e contendo multiplos epitopos de diferentes
regides do parasito vem obtendo bons resultados em constru¢cdes baseadas em
antigenos de P. falciparum, com antigenos quiméricos como a MSP-FU24 baseados
nas proteinas PfMSP-119 e PfMSP-3 (236), e utilizando a PfCP-2.9 (P. falciparum
chimeric protein 2.9) baseada nas proteinas PfMSP-1 e PfAMA-1 jA& em ensaios
clinicos (237). Em relacédo ao P. vivax, o restrito niumero de regifes descritas como
imunogénicas e a auséncia de um cultivo in vitro tornam-se fatores limitantes para a
identificacdo, purificacdo de antigenos, construcdo e expressao de proteinas
recombinantes quiméricas. Dessa forma, uma vacina para o P. vivax constituida com
diferentes epitopos talvez seja importante para a inibicdo completa da invaséo e o
desenvolvimento do parasito em diferentes fases do ciclo, evento ainda pouco
observado quando utilizados anticorpos para apenas uma regido destas proteinas.
Portanto, a analise da variabilidade genética e a avaliacdo do impacto nos epitopos
de células B, gerem informacfes de grande importancia para a constru¢cdo de um
antigeno quimérico potencialmente vacinal contra o0s trés estagios de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado (esporozoitos, merozoitos e

oocinetos).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os aspectos moleculares de cada proteina de estudo (PvCyRPA e Pvs25) em
relacdo ao seu potencial como candidata vacinal contra o P. vivax, para desenvolver
uma quimera recombinante contendo multiplos epitopos de diferentes estagios de

desenvolvimento do P. vivax.

3.2 Objetivos especificos

e Desenhar e validar os iniciadores especificos (primers) do gene pvcyrpa;

¢ Identificar os genes pvcyrpa e pvs25 em isolados provenientes de areas
endémicas brasileiras a partir da técnica de amplificacdo por PCR e
visualizacdo em gel de agarose;

e Avaliar a variabilidade genética dos genes pvcyrpa e pvs25 nos isolados
brasileiros através da reacdo de sequenciamento;

¢ Realizar a predicdo in silico dos possiveis epitopos de células B presentes nas
proteinas PVCyRPA e Pvs25;

e Avaliar o impacto dos polimorfismos nas regides potencialmente antigénicas.
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo 1 (PvCyRPA) - Genetic Diversity of Plasmodium vivax Cysteine-
Rich Protective Antigen (PvCyRPA) in field isolates from five different areas of

the Brazilian Amazon (260).

A proteina PvCyRPA (P. vivax Cysteine-Rich Protective Antigen) tem um
papel importante na invasédo de eritrécitos e tem sido considerada um alvo para o
desenvolvimento da vacina contra a malaria vivax. No entanto, sua diversidade
genética permanecia desconhecida em areas brasileiras endémicas de malaria.
Portanto, nesse artigo investigamos o polimorfismo genético da pvcyrpa em 98
isolados de campo da AmazlOnia Brasileira e avaliamos o0 seu impacto na
antigenicidade dos epitopos de células B preditos in silico. Parametros de
diversidade genética, analise genética populacional, teste de neutralidade e rede de
juncdo de medianas foram analisados. Investigamos também a participacéo
potencial de polimorfismos nos epitopos de células B. Um total de 1 substituicdo
sinbnima e 26 substituicbes ndo sindbnimas resultaram em 50 hapl6tipos. A
diversidade de nucleotideos e os valores D de Tajima variaram ao longo do gene
codificante. Além disso, a sequéncia génica do éxon-1 apresentou uma maior
diversidade quando comparada a sequéncia do éxon-2. Com relagdo a analise de
predicdo, 7 sequéncias foram preditas como epitopos lineares de células B, estando
a maioria destes contida em epitopos conformacionais. Ademais, importante
polimorfismo de aminoéacidos foi detectado em regides preditas como epitopos de
células B. Em suma, nossos dados sugerem que 0 gene pvcyrpa apresenta um
polimorfismo moderado nos isolados estudados e tais polimorfismos alteram as
sequéncias de aminoacidos contidas em potenciais epitopos de células B, uma
observacédo importante considerando a potencialidade do antigeno como candidato a

vacina para cobrir distintas areas endémicas de P. vivax em todo o mundo.
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Abstract: The Plasmodiim vivay Cysteine-Rich Protective Antigen (PyCyRPA) has an important role
in ervthrocyte mvasion and has been considered a target for viay malaria vacdne development,
Nonetheless, its genetic diversity semains uncharted in Brazihan malaria-endemic areas. Theref
we investigated the prvyrpa genetic polymorphism in 98 field isolates trom the Brazilian Amazon
and its impact on the antigenicity of predicted B-cell epitopes. Genetic diversity parameters, popu-
latton genetic analysis, neutrality test and the median-joining network were analyzed, and the po-
tential amino acid polymorplusm participation in B-cell epitopes was investigated. One synony-
mous and 26 non-synonyimeous substitutions defined fifty haplotypes. The nudeotide diversity and
Tajima’s D values varied across the coding gene. The exon 1 sequence had greator diversity than
those of exon-2. Concemning the prediction analysis, seven sequences were predicted as linear B cell
epitopes, the majority contained in conformational epitopes. Moreover, important amino aad pol-
ymorphism was detected in regions predicted to contain residues participating in B-cell epitopes.
Our data suggest that the pooyrpe gene presents a moderate polymorphism in the studied isolates
and such polymorphisms alter amino acid sequences contained i potential B cell epitopes, an im-
portant observation considering the antigen potentiality as a vacane candidate to cover distinct P.
mioa endemic areas worldwide,

Keywords: Malania, Brazilian Amazon; Plasmaodium vivax; PeCyRPA; genetic diversity; prediction:
vaccine candidate

L. Introduction

Malaria remains an important public health problem in several countries of tropical
and subtropical regions of the world. In 2019, the disease caused an estimated 229 million
clinical cases and around 409,000 deaths worldwide [1]. Among the Plasmodium species
causing malaria in humans, Plassodingm viviis the most widely distributed and prevalent
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outside of Africa [2]. In Brazil, endemic regions are restricted to the Legal Amazon, a re-
gion that currently accounts for the majority (>99%) of the countrywide malaria burden
[3] and where P. vivax is predominant, with approximately 90% of the reported cases [4].
Several exclusive features of P. vivax biology, including the dormant liver stage, make it
more resistant than other Plasnodiion species to malaria elimination [5]. Thus, P. vitex
presents a difficult obstacle to malaria elimination in endemic countries [6]. Therefore, it
is very important to develop new methods and intervention strategies to block or reduce
this transmission,

The complex lite cycle of the Plasmodinm includes an erythrocytic phase that is re-
sponsible for the clinical symptoms of malaria [7]. In this phase, P vimax preferentially
invades reticulocytes [8] in a process that ocours by sequential multiple molecule interac-
tions, with each step mediated by antigens belonging to different protein families present
on the merozoite surface and its apical organelles (i.e, micronemes and rhoptries) [9],
which interact with a series of specific receptors on the erythrocyte surface to complete
the invasion process [10]. The Cysteine-Rich Protective Antigen (CYRPA) is Jocalized in
the micronemes and 15 involved in the invasion process of merozoites into erythrocytes
[11]}. In Plasmodinm faiciparum, studies with the PICyRPA protein have already demon-
strated its inhibitory role in the invasion of merozoites both in vitro and in vivo, suggest-
ing its potential as a candidate for asexual blood phase vaccine [12-14]. However, data
demonstrating the potential of P. mpux CyRPA (PvCyRPA) as a vaccine candidate are still
scarce and conflicting. Franga and collaborators demonstrated that antibodies against
PvCyRPA are strongly related to protection. Interestingly, the protective effect of antibod-
ies directed against PvCyRPA was higher than other proteins classically described as vac-
cine candidates, such as MSP-1, -3, -9 and AMA-1 [15]. On the other hand, in vitro studies
of Ndegwa et al. (2021) showed that polyclonal antibodies raised against full-length
PvCyRPA did not affect P. knowlest growth [16].

A vaccine able to produce antibodies that effectively prevent the invasion process
after the release of merozoites into the bloodstream may decrease parasite burden, disease
symptoms and, indirectly, malaria transmission [17]. However, extensive allelic polymaor-
phism in erythrocyte invasion pathways is known to limit the action of neutralizing anti-
bodies against merozoite candidate vaccine antigens [18]. Malana parasites have abun-
dant genetic polymorphisms, much of which have evolved to escape host immune re-
sponses and thus present a major obstacle to the development of an effective malaria vac-
cine [19,20], The genetic diversity and population structure of P, pinax for each candidate
antigen is an important priority to the understanding of the malaria transmission dynam-
1cs [21]. In this scenario, many studies have been proposed to investigate the global diver-
sity of leading vaccine antigens [22], and only one was recently addressed to the PvCyRPA
[23), which does not include Brazilian malaria-endemic areas. Therefore, to understand
the potential of PvCyRPA in vaccine development, we proposed to identify pocyrpa gene
in clinical isolates from different regions of the Brazilian Amazon and to study the poten-
tial impacts of the genetic diversity in predicted epitopes through bicinformatics tools.

2. Materials and Methods
2.1. Study Areas and Blood Sample Collection

Most cases of malaria in Brazil are concentrated in the Amazon Region, an endemic
area for the disease [24]. For that reason, the study was carried out in five different regions
of the Brazilian Amazon, with a set of 98 P. pivav-infected individuals previously de-
scribed by our group: 31 from Cruzeiro do Sul, 17 from Mancio Lima, 4 from Guajara, 37
from Manaus and 9 individuals from Oiapoque [25].

All 98 P. mivax participants were enrolled according to the following criteria: sought
medical assistance for clinical malaria symptoms, presented uncomplicated malaria
symptoms, were >18 years of age, and had a positive P. mawx malaria diagnosis. Pregnant
women and P. falcparum-intected individuals were excluded from the study. Thin and
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thick blood smears were examined for the identification of the malaria parasite by a tech-
nician experienced in malaria diagnosis from the Brazilian Malaria Health Services. Thick
blood smears from all subjects were stained with Giemsa, and a total of 200 microscopic
fields were examined under a 1000-fold magmification. Thin blood smears of the positive
samples were examined for speces identification. To increase the sensitivity of parasite
detection, molecular analyses using specific primers for genus (Plasmodnon sp.) and spe-
cies (P, falciparum and P. miniey) were performed in all the samples as previously described
[26]. Donors positive for P. vivay and/or P. falciparum at the time of blood collection were
subsequently treated by the chemotherapeutic regimen recommended by the Brazilian
Ministry of Health.

2.2, Ethical Considerations

The study protocol was approved by the Research Ethics Committee of each locality,
which included obtaining the following patients’ written consents for research use of their
blood samples: Cruzeiro do Sul, Mando Lima and Guajara were reviewed and approved
by the Fundagio Oswaldo Cruz Research Ethics Commuttee, CEP-Fiocruz CAAE
46084015.1.0000.5248. In addition, the protocol of other blood sample collection was ap-
proved by the Research Ethics Committee of each locality: Manaus (CEP-Fiocruz): 346-
613; Olapoque (Hospital Municipal do Olapoque/AP): 68980-000.

2.3, Genomu: DNA Extraction

The DNA from 98 blood samples was previously extracted using the QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions
and, then, stored at -20 “C until amplification.

2.4, Design of Pveyrpa Specific Promers

The specific primers of prcyrpa gene (1101 bp) were designed using standard gene
sequences of P. orvax Salvador-1 (Sal-1) strain from GenBank NCBI Reterence Sequence:
XM _001615090.1 (Gene ID: PVX 090240). All oligonucleotides were designed and
checked for spedificity by using the Primer-BLAST tool provided by the National Center
for Biotechnology Information (httpif/www ncbinhmnih gov/tools/primer-blast/, ac-
cessed on 13 august 2019) and the design quality of the oligonudieotides was evaluated
by OligoAnalyzer v.3.1 (https://wwwadtDNA com/calc/analyzer/, accessed on 13 august
2019) to avord homodimers and heterodimers (Table 1), The specific primers were chem-
ically synthesized to perform PCR and DNA sequencing, The pocyrpa gene has a structure
consisting of two exons separated by a small well-conserved intron located on chromo-
some five, encoding for a microneme protein {22,27-29], Consequently, from the extracted
genomic DNA, the two exons of the pocyrpa gene were amplified separately using two
different primer sets, resulting in two gene lengths.

Table 1. Polymerase chain reaction (PCR) primers used for the amplification of the praypw gene.

PCR Primers Direction Sequence (5'-3') Gene Length (bp)
Bk PvCyRPA_F1  Forward primer  TGCAATTTTCCTCTTCTTCTTCC é00
PvCyRPA Rl Reverse primer CCCCATCTICTTCCCTTGICTT
PvCyRPA F2  Fonward primer CCTGATAAACTACGAAGAGCTCCA
Exon-2 466

PvCyRPA_R2  Reverse primer  CCTCGTATAGTAAAGCGTGIGT

Spedhic primers used for conventional PCR and sequencing of the pucyrpa gene.

2.5. PCR Amplification of Pecyrpa Gene
All the poayrpa genes reported in this study were amplified by conventional PCR us-
ing the two pairs of primers designed and described above. PCR reactions of the pocyrpa
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gene were carried out in 25 pL volume that included 3 uL of DNA, 10 pmol/pL of each
primer and the Master Mix kit (Promega, Madison, W1, USA) containing Taq DNA poly-
merase, PCR buffer and 10 nmol of each deoxynucleotide triphosphate (ANTP, Promega,
Madison, WI, USA). The conventional PCR reaction was carried out using a GeneAmp
PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and the amplitication con-
ditions were as follows: for the first exon, one step at 95 °C for 2 min, 30 cycles at 95 °C for
1 min, 56 *C for 1 min and 72 °C for 1 min, and the last step at 72 °C for 1 min. For the
second exon, the temperatures and the number of cycles remained the same, except for
the annealing temperature, which was 59 °C for 1 min. The PCR conditions for the ampli-
fication of PvCyRPA F1/R1 generated the first pocyrpa gene fragment (600 bp) and the PCR
conditions for amplification of PvCyRPA F2/R2 vielded the second preyrm gene fragment
(466 bp). In all reactions, two negative controls (one without DNA and the other with
DNA extracted from in vitro culture of P. falciparim PSS1 strain) and positive control (P
vivax-intected sample) were used. To confirm the presence of DNA from the in vitro cul-
ture of P falciparint and that the lack of amplification was due to the specificity of the
primers for pocyrpa, we performed the amplification of the P. falcipariont pl26 gene trag-
ment and electrophoresis as previously described [30]. After PCR, ten uL of amplified
products were size-fractionated by electrophoresis within 2% agarose gel (Sigma Aldnch,
Missouri, USA) in 1x TAE buffer (0.04 M TRIS-acetate, 1 mM EDTA) in the presence of 1x
GelRed nucleic acid stain (Biotium, Fremong, CA, USA). PCR products were visualized by
ultraviolet (UV) illumination. The sizing of products was performed using a GeneRuler
100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Then, amplicons were
purified using the GE Healthcare Lifesciences kit following the manufacturer’s instruc-
tons, Afterward, 5-50ng of DN A was used per sequencing reaction employing the Sanger
method, using forward and reverse primers.

2.6. DNA Sequencing and Polymorphism Analysis

The specificity of the assay was confirmed by sequencing the PCR products from all
positive samples using a Big Dye Terminator Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) following the manufacturer’s instructions. The DNA sequencing was car-
ned out on the ABI 3730x]1 DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
with the support of Flocruz Genomic Platform and all the results were analyzed using
DNASTAR's sequence alignment software [31]. Moreover, the sequences were also ana-
Ivzed in BioEdit sequence alignment editor to better-visualized SNF positions, employing
Clustal W multiple sequence alignment and the Sal-1 strain as a reference sequence.

To analyze hypothetical PvCyRPA protein derivatives from P. vivay genome data
available and Mexico isolates already available, multiple sequence alignments were con-
ducted with Clustal Omega using the MegAlign Pro 15 (Lasergene DNASTAR) program,
The following sequences were used: India VII—GenBank: gbI KMZ81773.1; North Ko-
rean—GenBank: gh|KNA00954.1; Mauritania 1—Genbank: ghIKMZ94334.1; Brazil I—
GenBank: gb|KMZ87926.1; Sanger Institute: SCO 66052.1; Sanger Institute: SCO71483.1;
Sanger Institute: SGX76239.1; Mexico-Southemn Mexican [23]. Additionally, our Brazilian
Amazon isolates were compared to P01 strain (PVP01_0532400), 4 new reference genome
for P. vivax trom an Indonesian clinical isolate [32], and the circular map of protein align-
ment was generated using the software GenVision v15 (Lasergene DNASTAR).

Multiple alignment Clustal Omega, distance matrix, and the phylogenetic tree were
conducted using the MegAlign Pro 15 (Lasergene DNASTAR) program and the circular
map of protein alignment was generated using the software GenVision v15 (Lasergene
DNASTAR).

2.7. Genetic Analysis of the Coding Gene

Genetic diversity of prcyrpu sequences was analyzed using the DnaSP v6 software
[33] to estimate within-population diversity based on the genetic diversity parameters as
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the number of segregation sites (S), the number of haplotypes (h), haplotype diversity
(Hd), and nucleotide diversity (=),

Natural selection in pocyrpa was assessed by the Tajima’s D and Z-test. To test the
neutral theory of evolution, Tapma's D values [34] were calculated using the total number
of mutations also estimated with DnaSP v 6 software, This test informs about the selection
and demographic forces acting on a population. Positive values might be suggestive of
positive or balancing selection. This force maintains alleles at balanced frequencies. On
the other hand, negative values suggest purifying selection or recent population expan-
sion [34]. The Z-test method was performed with MEGA7 v.6.0; the rates of non-synony-
mous (dN) to synonymous (dS) substitutions (dN/dS) (1000 bootstrapping replicates)
were estimated with Nei and Gojobor’s method [35] and with the Jukes and Cantor cor-
rection, in which p < 0,05 was considered significant.

Haplotype data also were generated using DnaSP v.6 and the haplotype network was
constructed using PopArt v.1.7 with the median-joining algorithm [36] to explore the par-
asite relationships based on the prcyrpa gene. Mutational steps represent the connections
between haplotypes, and empty squares show the non-sampled or extinet haplotypes, The
color of the cirdles represents the geographic origins of each haplotype, while the size of

the circle represents the frequency of each haplotype.

2.8, Prediction of Linear B-Cell Epitopes

The prediction of linear B-cell epitopes was carned out using the Ellipro algorithm,
as well as confirmed by the overlap between the predictions of at least two more algo-
rithms (BCPred, BepiPred, ABCpred and Emini), This software takes a single sequence in
FASTA tormat input and each amino acid receives a prediction score profile of known
antigens and incorporates propensity scale methods based on hydrophilicity and second-
ary structure prediction. For each input sequence, the server outputs a prediction score,
The positions of the linear B-cell epitopes are predicted to be located at the residues with
the highest scores. In addition, the software ElliPro predicts linear and discontinuous an-
tibody epitopes based on a protein antigen's 3D structure and accepts two types of input
data: protein sequence or structure (PDB format) [37]. This server assoclates each pre-
dicted epitope with a score, defined as a PI{Protrusion Index) value averaged over epitope
residues, In the method, residues with larger scores are associated with greater solvent
accessibility.

3. Results
3.1. Molecrlar Characterization of the Pocyrpa Gene in the Studied Regions

Toidentify the gene encoding the PvCyRPA in isolates from Brazilian endemic areas,
98 blood samples from P. viva-infected individuals living in the aties of Cruzedro do Sul,
Mincio Lima, Guajard, Manaus e Oiapoque had the DNA extracted and subjected to mo-
lecular diagnosis by conventional PCR.

The pooyrpe sequence encodes 1101 bp with the two exons sequence and so it was
divided mto two regions (exon-1 and exon-2). The primer combinations (PvCyRPA_F1/R1
and PvCyRPA_F2/R2) designed to cover the length of the targeted prerpa gene resulted
in amplification of two fragments in 100% of samples (Figure 1), PvCyRPA FI/RI primer
combination amplified a fragment of 600 bp whereas PvCyRPA F2/R2 primer combina-
tion amplified a fragment of 466 bp. Additionally, P. falcipanim specimens from in vitro
culture were tested for quality assurance, resulting in negative PCR amplification of the
preyrpa gene (Figure 1B), Therefore, the 98 samples from individuals infected with P. vivax
amplified by PCR were subjected to sequencing reactions to screen the possible single
nucleotide polymorphisms of the pocyrpa gene, All amplitied [ragments were sequenced
and aligned for sequence analysis.
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Figure 1. Molecular detection of the pocyrpae gene by PCR. (A) Schematic representation of prcyrpe gene, showing the
fragments (exens 1 and 2) that were successfully amplified by two different primers sets (PvCyRPA FI/R1 and PyCyRPA

F2/R2). (B) PCR amplification of the prcyppa gene. The figure shows agarose gel of pocrpwe fragments amplified using

PvCyRPA_FI/R] primer and PvCyRPA_F2/R2 primwer sets, respectively: Lane 1 and 9:100 bp molecular marker, Lane 2
negative control {water), Lane 3: P. falcipurim in vitro culture (amplification with poeyrpe primers); Eane 4 P, falciperim in
vitro culture (amplification with p126 primers); Lane 5 and 7: PCR positive control (P. viavex infected sample); Lanes 6 and
8: P, vioax samples.

3.2 Ge

wtic Diversity of the Prayrpa Gene

Compared to reference sequence Sal-1 (Gene [D: PVX_090240), 27 polymorphic sites
were observed, of which one was synonymous and 26 were non-synonymous substitu-
tions. In addition, the isolates presented a frequent deletion of a single codon in position
E267 (Table 2). Of these non-synonymous substitutions, fwo amino acids positions
showed two variant alleles each—Q142 (QI42K and QI42R} and D145 (D145G and
D145N)—that sometimes were present together in one population. Cruzeiro do Sul and
Mancio Lima presented the two variants existing in position Q142 As well as Cruzeiro do
Sul, Mando Lima, Manaus and Oiapoque also presented the two variants in position
D145, except Guajard. The Cruzeiro do Sul and Mancio Lima regions shared all the 26
non-synonymous substitutions. Overall, R122K (N - 82%), K131E (N = 77%; 79%),
DI49G (N = 62%; 63%), A154D (N = 60%; 61%) and E159D (N = 66%; 67%) SNPs were the
most frequent in Brazilian Amazon isolates, while E86 (N = 91%; 93%), Q142 (N =95%;
), A187 (N =92%; 94%) and V287 (N = 31%; 93%) presented high frequency of similar-
ity to the wild type sequence. N (%): Frequency ol substitution in each locality (Table 2 and

Figure 2)
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3.3. Population Genetic Analysis

In P. proax isolates from the Brazilian Amazon, the genetic diversity was heterogene-
ously distributed between the regions coding the two exons, with higher values for exon-
1 comparing to exon-2 among localities (Table 3). Using the entire coding gene, it was
shown that Mancio Lima isolates had the highest nucleotide diversity (7) (0.01272 +
0.00064), while Manaus had the lowest (001116 + 0.00030). Oiapoque had the highest hap-
lotype diversity {Hd) (1.000 = 0.052), while Guajara had the lowest (0.833 + 0.222). Some
similar differences were detected when analyzing each exon separately, Concerning exon-
1, the highest nucleotide diversity was also observed in the Mancdio Lima group (0.01517
+ 0.00095) among all five populations, while Manaus sequences displayed the lowest nu-
cleotide diversity (0.01285 = 0.00050). Moreover, parasites from Oiapoque presented the
highest estimate of haplotype diversity (0.917 = 0.092), whereas parasites from Guajard
showed the lowest Hd (0.667 + 0.204). In comparison to exon-2, the highest nucleotide
diversity was observed in the Mancio Lima group (0.00938 2 0.00077). In contrast, Guajara
sequences displayed the lowest nucleotide diversity (0.00792 + 0,00420) in exon-2. [solates
from Olapoque presented the highest estimate of haplotype diversity (Hd) (0,889 +0.091),
whereas parasites trom Guajara showed the lowest Hd (0.500 £ 0.265).

We performed the Tajima’s D and Z-test to determine whether natural selection was
atfecting the pocyrpe gene. The Tajima’s D (TjD) test was performed to assess if there is
selective pressure on the preyrpe gene and it was calculated using the total number of
mutations. In coding regions, an excess of non-synonymous relative to synonymous
changes suggests a clear signal of positive selection. The TjD test showed significant pos-
itive values for entire coding in Cruzeiro do Sul (2.24953, * p < 0.05) and Manaus (2.75595,
** p<001). Similarly, for exon-1 in Cruzeiro do Sul (2.17555, * p < 0.05), Guajara (2.24518,
* p < 0.05} and Manaus (2.60865, ** p < 0.01) showed signiticant positives values, while the
other locations showed no significant positive values. In contrast, the TjD test presented a
significant positive value at exon-2 only in Manaus (242821, * p < 0.05). The Z test of se-
lection shows that the exon-1 sequence had positive values in parasites of different origins.
These values were higher in all parasites except Guajara (Table 3).

Table 3, Diversity parameters and natural selection tor the pocyipa gene in P. vivax isolates from the
Brazilian Amazon,

Diversity Entire Coding Exon-1 Exon-2
Cruzeiro do Sul (n =31)
No. of segregating sites (S5) 32 2 10
No. of haplotypes (h) 20 1 1

Haplotype diversity (Hd) 0.955 = 0.022 08750031 0.867 + 0.038
Nucleotide diversity (m)  0.01248 £ 0.00037 0.01489 = 0.00050 0.00921 + 0.00048

Tajima's test (D) 224953 ¢ 2173555 196672
Tajima’s test (Z) 0774 1330 0.884
Mancio Lima (n=17)
No. of segregating sites (S) 32 2 10
No. of haplotypes (h) 11 8 5

Haplotype diversity (Hd) 0926 = 0.045 0.846 = 0.062 0.750 + 0.088
Nucleotide diversity (m)  0.01272+0.00064 0.01517 = 0.00095  0.00938 + 0.00077

Tajima’s test (D) 163472 1.59064 r= 147204 m
Tajima’s test (Z) 1.014 1391 0743
Guajara (n=4)
No. of segregating sites (S) 20 13 7
No. of haplotypes (h) 3 2 2

Haplotype diversity (Hd) 0833:0222 0.667 = 0.204 0.500 + 0.265
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Nucleotide diversity (m)  0.01168 + 0.00338 0.01444 = 0.00442  0.00792 + 0.00420

Tajima’s test (D) 118178 = 224818 ~0.81734 ™
Tajima’s test (Z) 0.502 0.686 0440
Manaus (= 37)
No. of segregating sites (5) 27 18 9
No. of haplotypes (h) 19 11 6

Haplotype diversity (Hd) 0943 = 0.021 0.836 = 0.031 0.818 + 0.024
Nucleotide diversity () 0011164 0.00030 0.01285 + 0,00050 0.00887 + 0.00034

Tajima's test (D) 275595 * 260865 242821*
Tajima’s test (Z) 0.908 1258 0685
Oiapoque (n=9)
No. of segregating sites (S) 28 18 10
No. of haplotypes (h) 9 7 6

Haplotype diversity (Hd) 1.000 =0.052 0.917 = 0.092 0.889 + 0.091
Nucleotide diversity (1) 001136+ 0.00113 0.01361 =0.00171 0.00830 + 0.00233
Tajima's test (D) 074327 ™ 1.13901 = ~0.01607 =
Tajima’s test (Z) 0.932 1.156 0402
InDels were not included in the analvsis; ™ not significant (p > 0.10), I not significant (0.10> p >
0.05); * p <005 ** p<001

3.4, Haplotype Network Amalysis

The median-joining haplotype network constructed by PopArt 1.7 using the 98 se-
quences produced a total of 50 haplotypes with some of which consisting of more than
one sequence from the Brazilian Amazon (Figure 3). The haplotype network to explore
the parasite relationships based on the pocyrpa gene and comprising mutations at 34 seg-
regating sites. All 50 haplotypes were found dosely related, The haplotypes Hap_1 and
Hap_11 had high frequency and shared parasites trom all five localities, The haplotype
Hap_4 (Cruzeiro do Sul, Mindo Lima and Guajard) and Hap_8 (Cruzeiro do Sul, Mancio
Lima and Manaus) both shared parasites from three localities. Moreover, the haplotypes
Hap_2 {Cruzeiro do Sul and Mando Lima) and Hap_9 (Cruzeiro do Sul and Manaus),
Hap_14 (Cruzeiro do Sal and Mancio Lima), Hap_23 (Manaus and Giapoque) shared se-
quences from 2 localities. The other haplotypes had sequences from only one location.
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Figure 3, Median-joining network of poayrpe haplotypes. Each circle represents a unique haplotype and the color of the
circles represents the geographic ongins of each haplotype, while the size of the circle represents the frequency of each
haplotype. Lines separating haplotypes represent mutational steps.

3.5. Comparison of Ammo Acud Variations in PoCyRPA among Genome Sequences Available
Worldwide

The PvCyRPA amino acid substitutions identitied in genome sequences worldwide,
induding those from Brazilian Amazon, are resumed in Table 4. As observed in the pro-
tein sequence alignments, the PvCyRPA coding gene had an excess of non-synonymons
mutations, which were more frequent in exon-1 than in exon-2 In addition, we subse-
quently aligned the protein sequence of these mutant field isolates with other hypothetical
CyRPA proteins derivative from P. vivax genome data available in the GenBank database
and also aligned with the isolate Mexico-Southem Mexican [23]. Among a total of 31 in
PvCyRPA protein observed in P, viax sequences worldwide, 26 amino acid substitutions
are also present in our isolates. Interestingly, only our isolates showed a new substitution
at KI50R, being found in the localities of Cruzeiro do Sul, Mando Lima, and Guajard. In
addition, we can observe a high genetic variability among the isolates of cach locality,
Curiously, Cruzeiro do Sul and Mandio Lima present the two variants existing in position
Q142 when compared to the genome sequences. Additionally, Cruzeiro do Sul, Mancio
Lima, Manaus and Ofapoque also presented the two variants in position D145, except
Guajara, Likewise, some amino acid substitutions of the PvCyRPA protein were found
but were rare in only some genomes: L180H in India VIL 163T and Y361H in North Korea;
RI125T and Q147K in SCO 66052 1 (Sanger Institute) (Table 4). Furthermore, we also com-
pared the consensus sequences of our Brazilian Amazon isolates with reference sequence
Sal-1 (PVX_090240) and P01 strain (PVP01_0532400) and generated the circular map of
protein alignment using the software GenVision v15 (Lasergene DNASTAR) (Figure 4A).
As expected, a significantly high degree of identity was observed across the sequences
analyzed, maintaining the mutations found in relation to reference sequence Sal-1. The
analysis showed a high identity among our isolates and P01 strain, despite the deletion of
4 amino acids present in the P01 sequence at positions 13-16 (FLFS). According to pairwise
distance, the percent identity ranged from 94 5% (P01 vs. GJ) to 99.7% (CZS vs, OIA) (Fig-
ure 4A,B).

2fargz2

Figure 4 Homology analysis of PvCyRPA protein across isolates, (A) Circular alignment of amino acid sequences of
PvCyRPA protein with reference sequence Sal-1 and P01 strain. The outer arcle shows the amino adid scale. Green and
gray bars on the second dircle show the percent matching among all sequences used in the analvsis. Inner circles show the
sequence aligrment in which each amino acid was represented by a different color. The legend presents the ordination to
outer to inner rings: Scabe; Percent Matching; Consensus OfA; Consensus MAO; Cc GJ; < ML, Cor

CZS; P01 strain; Sal-1 strain. (B) The pairwise distance among all sequences studied,
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3.6, Polymorphisms and Potential B-Cell Epitopes

We performed in silico prediction for the identification of B cell epitopes present in
the PvCyRPA protein using Sal-1 reference and then, seven amino acd sequences were
predicted as linear epitopes, (Table 5). All epitopes were initially predicted by the Ellipro
algorithm and were contirmed by the overlap between the predictions of at least two more
algorithms (BCPred, BepiPred, ABCpred and Emini), The sequences varied from 9 to 19
amino acids and five sequences were inserted in conformational epitopes. The protein
appears to have epitopes mainly in the central region and the C terminal region, while the
N region terminal does not contain antigenic sequences. Of note, amino acid polymor-
phisms were detected in regions predicted to contain residues participating in B-cell

epitopes (Table 6).

Table 5., B-cell epitope mapping of PvCyRPA (Salvador-1 Strain),

Conformational Overlapped Prediction
Sequence  Slart End  Lenght . x T
Epitope Ellipro BCPred ABCpred Bepil'red Emini
PvCyRPA-B1 81 91 n Yes X X X X -
PvCyRPA-B2 119 129 11 No X - X X X
PvCyRPA-B3 134 151 18 No X X X X X
PvCyRPA-B4 181 192 12 Yes X - - X X
PvCyRPA-B5 241 249 9 Yes X X - X -
PvCyRPA-B6 257 72 16 Yes X X - - X
PvCyRPA-B7 312 330 19 Yes X X X - -

Full-Jength protein was analyzed for B-cell linear epitopes by the Ellipro algorithm. following confirmation by the overlap
batween the predictions of the algorithms BCPred, ABCpred, BepiPred, and Emini. (X): confirmed; () no confirmed,

Table 6. Predicted B cell epitopes of PvCyRPA and related polvmorplhi
Epitope Sequence Epitope
Sal-1 INSTWETQTTL
ES6Q INSTWQTQTTL
PACYREAa T90K INSTWETQTKL
TN INSTWETQTNL
Sal-1 YKQRSKREGTI
R12K YKQKSKREGTI
RI25T YKQRSKTEGTI
PvCyRPA s, E126K YKQRSKRKGTI
GI127E YKQRSKREGTI
11295 YKQRSKREGTS
Sal-1 NSVIGTIYQKEDVQIDKE
QI142R NSVIGTIYRKEDVQIDKE
QIl42K NSVIGITYKKEDVQIDKE
Q42T NSVIGTIYTKEDVQIDKE
PvCyRPAussy D145G NSVIGTIYQKEDVQIDKE
D145N NSVIGTIYQKENVQIDKE
QI47K NSVIGTIYQKEDVKIDKE
D149G NSVIGTIYQKEDVQIGKE
K150R NSVIGTIYQKEDVQIDRE
Sal-1 SYEYKTANKDNF
PYORPAnm gy KI85E SYEYETANKDNF
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ALS7V SYEYKTVNKDNF
Al87P SYEYKTPNKDNF
PvCyRPAmu s Sal-1 RISTNNTAR
Sal-1 TLDVINECGKKEYKFKC
D259E TLEVINEGKKEYKFKC
PvCyRPAmscamy V260E TLDEINEGKKEYKFKC
T261P TLDVPNEGKKEYKFKC
G261S TLDVINESKKEYKFKC
PvCyRPAm +cam Sal-1 TEQNAIVVKPKVONDDING

Sequences containing polvmorphism inserted on predicted epitopes and marked in red letters.

4. Discussion

The invasion of the red blood cell by Plasmodiom merozoites is essential tor parasite
survival and profiferation. The merozoites have therefore evolved multiple pathways, us-
ing various antigenic proteins which aid in the invasion process. Among the merozoite’s
invasive proteins are Cysteine-Rich Protective Antigen (CyRPA), which seemis to be es-
sential for the parasite’s life cycle during the invasion of erythrocytes and a ligand for
reticulocyte invasion [38]. The discovery of the antigen has revamped hope in the search
for an effective malaria blood-stage vaccine of P. viivx. However, one of the major obsta-
cles to malaria vacdne development is still the low efficiency of proteins used as immu-
nogens in inducing protection, which, in part, can be explained by genetic polymorphisms
[39]. It is important to understarcd the mechanisms of genetic recombination and sequence
variation that represent the repertoire of polymorphic malarial surface antigens and that
may help in designing vaccines [29,40]. The genetic diversity of these proteins in hyperen-
denuc areas has been described as a limiting factor for the rapid acquisition of protective
immunity and, consequently for the development of an effective vaccine, Furthermore,
the antigenic polymorphisin of P ooy vaccine candidates has been little discussed in
unstable transmission areas such as the Brazilian endemic regions [41]. Thus, considering
that the epidemiology of malarda in Brazil presents unstable transmission and the
knowledge about the genetic polymorphism of pavirpa remains unknown, we aimed to
identify the prcyrpa gene in isolates from different regions ol the Brazilian Amazon and
to study the potential impacts of the genetic diversity in potential B-cell epitopes.

The identification and analysis of the genetic diversity of the pocyrpa gene in isolates
from different geographic regions of the Brazilian Amazon have not been previously stud-
ied. Considering the distance among the studied localities and the possible existence of a
gene flow of Plasmodium vivax genome among the studied populations, associated with
migration of people, could promote the gene flow of the parasite [22] and impact the par-
asite transmission and dispersion [42,43]. Our first results showed that the pocyrpa gene
has high genetic variability in relation to reference sequence Sal-1, presenting 27 polymor-
phic sites of which one was synonymous and 26 non-synonymous substitutions through-
out the sequence. Among these non-synonymous substitutions, two amino acids posi-
tions — Q142 (Q142K and Q142R) and D145 (D145G and D145N)— presented one or two
variants in our study areas. Overall, RI22K (N = 80%; 82%), K131E (N = 77%; 79%), D149G
(N = 62%; 63%), AISID (N = 60%; 61%) and E159D (N = 66%:; 67%) mutations were the
most frequent in our Brazilian Amazon isolates. The analysis of the prcyrpa gene trom the
Brazilian Amazon showed that mutations have contributed to generating nucleotide and
haplotype diversity. The similarity in the genetic diversity pattem suggests that similar
evolutionary forces act on pvcyrpa parasites and that the structural andjor functional
properties are consistent. To evade the immune response, genes encoding for antigenic
proteins accumulate non-synonymous mutations, which leads to an increase in diversity.
In this study, the pocyrpa gene presented non-synonymous mutation accumulation in par-
asites of different regions, mainly in exon-1. Significant positive values of Tajima’s D in-
dicate balancing selection and population bottlenecks, while negative values suggest the
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presence of purifying selection or population expansion [34]. Exon-1 had signiticant pos-
itive values in Cruzeiro do Sul, Guajard and Manaus tor the Tajima’s Test (TjD) as well as
in Manaus at exan-2. The results suggest that polymorphism at pvcyrpa exon-l is gener-
ated by mutation and recombination, and is probably mantained by positive balancing
selection pressure, which might represent an evolutionary advantage to the parasite.
Exon-1 codes for highly variant domains exposed on the surface of infected red blood cells
(RBCs), while exon-2 codes for the more conserved segment [29]. Furthermore, the level
of genetic diversity in blood-stage antigens seems to be associated with the degree of ex-
posure to the immune system [29,44]

P. wivax biological and genetic characteristics, host immunity, and local vectors may
contribute to their different pattems of demographic expansion [45]. Some discrete P. vi-
wax lineages can remain stable across time in one of the areas with the highest malaria
transmission in the Americas. Relapses can account for some clonal persistence because
P. vivax strains are repeatedly reintroduced in the population as hypnozoites reactivate
[46]. Maybe this context can be to explain why only Mincio Lima and Otapoque showed
no significant positive values of Tajima’s D, However, genomic epidemiology approaches
can help better to reveal the complex distribution of this parasite in the Brazilian Amazon,
as well as the relationships with the worldwide genetic diversity.

Moreover, it was possible to identify 50 different haplotypes of pucyrpa gene among
the 98 P. vivax field isolates from the regions that were analyzed. The haplotype network
explores the parasite relationships based on the preyrpa gene and comprising mutations
at 34 segregating sites, and confirmed the extensive genetic diversity observed in pocyrpa
sequences. All 50 haplotypes were found to be closely related, with some of which con-
sisting of more than one sequence from the Brazilian Amazon. Regarding the pocyrp se-
quences, we observed that haplotypes Hap_1 and Hap_11 had high frequency and shared
parasites from all five localities. These findings suggest a global distribution of parasites
containing sinular pocyrpa genotypes. Additionally, to compare our findings with the
PvCyRPA sequences around the world, we observed that it presents a similar genetic pro-
file among the complete genomes of P vivax available on the GenBank Database. Among
a total of 31 amino acid substitutions of PvCyRPA protein observed in P. vivax sequences
worldwide, 26 amino acid substitutions are also present in our isolates.

To develop an effective malaria vaccine that can work in different regions of the
world, it is important to include alleles that can induce the immune response and cover
the antigenic diversity of P, minax population, Consequently, the existence of the same
haplotypes in different malaria-endemic areas and similar genetic profiles worldwide in
their results will be important for the rationale of malaria vaccne designs. Moreover, as
the immune system could act as selective pressure and the PYCyRPA is emerging as an
altemative antigen in vaccine development, we also evaluated the impact of non-synony-
mous polymorphisms in relation to predicted B-cell epitope sequences.

Amino acid variation was present at peptide regions potentially participating in B-
cell epitopes, which supports the idea that this molecule is under selective immune pres-
sure. The seven B-cell potential epitopes have been identitied in the PvCyRPA protein,
most of which are contained in contormational epitopes, which corroborates its potential
as an antibody target A characteristic of malaria blood-stage antigens is their participa-
tion in merozoite invasion and immune evasion. Immumogenicity studies and molecular
modeling are essential to determine the importance of PvCyRPA as a vaccine candidate.
Targeting molecules important tor the Plasmodiuns life cycle might be limited by their an-
tigenic polymorphism or low immunogenicity. Molecular studies provide information
about the dynamics of vaccine antigen polymorphisms that can be used to make informed
decisions about swhich parasite alleles to include in vacdne formulations, and to evaluate
accurately the etficacy of vaccdnes tested in malaria-endemic areas [21]. Thus, an effective
antigen vaccine should include alleles that induce host immune responses that are suffi-
dently broad to cover the existing antigenic diversity. Nevertheless, because of the higher
genetic diversity of P. vivax compared to P. falciparumt, generating a broad cross-reactive

74



Ceenes 2021, 12, 1657 160118

immune response against highly polymorphic asexual stage antigens faces even greater
challenges [47].

5. Conclusions

In summary, the present study explored the genetic polymorphism of PvCyRPA in
field isolates from distinct endemic areas in Brazil, showing a moderate sequence varia-
tion, which could influence the potential B-cell epitopes and, consequently, antibody
recognition. Despite the observed amino add changes in the studied population and se-
quences worldwide, the potential antibody targets did not seem to be significantly af-
fected. However, due to the paucity of information on PvCyRPA genetic diversity and its

tial as a vaccine candidate, more studies are necessary to confirm the impact of
PvCyRPA polymoerphism in naturally acquired immune response and/or vaccine devel-

opment,
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4.2 Artigo 2 (Pvs25) - Plasmodium vivax Ookinete Surface Protein (Pvs25) is
highly conserved among field isolates from five different regions of the
Brazilian Amazon (209).

A proteina Pvs25 (P. vivax Ookinete Surface Protein) é uma das principais
candidatas a vacina bloqueadora de transmissao da malaria, em virtude de sua alta
imunogenicidade em modelos animais, atividade de bloqueio de transmissdo de
anticorpos induzidos em ensaios clinicos e alta conservagdo entre os isolados de P.
vivax de areas endémicas. No entanto, o polimorfismo no gene pvs25 tem sido
pouco estudado em areas endémicas da América do Sul. Nesse artigo, noés
investigamos o polimorfismo genético de pvs25 em isolados de P. vivax de cinco
diferentes regides da Amazonia Brasileira (Cruzeiro do Sul, Mancio Lima, Guajara,
Manaus e Oiapoque) e avaliamos o0 seu impacto na antigenicidade de epitopos de
células B preditos, utilizando sequenciamento genético e ferramentas de predicédo de
epitopos. Primeiramente, apenas uma substituicdo ndo sinbnima foi encontrada no
fragmento amplificado de 657 pb em todas as amostras sequenciadas. O que
representou uma troca de GIn por Lys na posicdo 87 (Q87K) da sequéncia de
aminodacidos da proteina (dominio Il EGF-like). A substituicdo Q87K também esteve
presente em todos os locais estudados com uma frequéncia total de 37,8%. Cruzeiro
do Sul apresentou substituicdo Q87K em quase metade dos isolados (48,4%), e uma
frequéncia expressiva (40,5%) também foi encontrada em Manaus, enquanto em
Mancio Lima, Guajara e Oiapoque, as frequéncias foram baixas (23,5%, 25% e
22,2% respectivamente). Também observamos a mutacdo Q87K em um epitopo
predito de célula B, sem alteragbes significativas em sua antigenicidade. Em
resumo, nossos dados sugerem que 0 gene pvs25 € conservado entre isolados de
diferentes regides geogréaficas da Amazonia Brasileira, uma observacdo importante
considerando a potencialidade do antigeno como candidato vacinal, a fim de cobrir

distintas areas endémicas de P. vivax em todo o mundo.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Kepaosts The Pusmodium vivax Ookinete Serfoce Protein (Pvs25) & one of the leading maloria Transmisston. Blockng
Makwin Vaccine candidases based on its high immunogesicity in animal models, tmsmission Bocking activity of an-
Plasusfium veox tibodies elicited s clinical trials and Mgh conservation among P. wrax [solates fram eademic areas. However,
ol the potymorphism in gene encoding Pvs2S in areas from South America bas been poorly studied so far.
oo '::;’"’"""" Here. we investigated the genetic polymorphism of grs25 In P. vivax sclates from five different regions of the
Vacrine Bn:llnn Amaon (Creeeiro do Sul, Miwcio Lioa, Guagard, Mamans and Olapoque) asd [ty impact on antigenicity of
predicted B-cell pes wang gone g and eplrope prodiction tools. Firgly, only a non-synoaymoss

muumanm»mdmmseﬂbpn-ﬂnwd W In a1 seq d anmples, which represented an ex-

change of Gin by Lys 2 position 87 (Q87K) of protein amine acid sequence (domatn 1l EGEdike) Q87K sub-

stitution was also present in 21l studied sites with a total frequency of 37, 8%, Cruseiro do Sof presented Q87K

substitetion in almost half of the isolites (48.4%), and m expressive frequency (40.5%) way also found in

Munaus, while In Méaio Lima, Guakrd and Qlapogque, the frequencles wore low {23.5%, 25% apd 22.2% re-

spectively). We also nbserved the Q87K mutation in a predicted B.cell epitope of pes25, with no significant

changes o its potative antigenicity, Our data suggest that the pvalS gene s conserved among solates from
diferent Brozilian Amazon geagrapbic regloos, an Importan observation o 1% the antigen potentiality &

o voccine candicate 1o cover distinct P vy endenic arcas workdwide.

1. Introduction blocking vaccie (TBV) has beets considered an important strategy foe
malaria control by acting directly against the sexual and sporogonic

Malkaria is still an infectious pxnmc of great epidemiok stages of malaca parasites (Kawlow, 1997) and, consequently, pre-

gical importance in several countries of nnﬁcnl and mlnnopml regions
of the world, Thus, it is extremely important 10 establish allemative
intervention strategies capable of controlling malaria transmission,
such as the development of un effective vacone. The different cell
stages developed by Plasmodium over its complex life cycle offesr a
myriad of antigenic targets that can be considered for vacdne design,
incliding antigens expressed during sexual stage occurring in the
mosquito veetor (Bennink ef ol 2016) In this context, transmission-

Tf;f;-ﬁmdlg wehor,
Emul oddress: |[oooe@ine fincrus br (J.AC. Lima Junie)

Ritrgec// doi oeg /10.1016.) meeghl. 20119.05.000

venting mosquitoes from becoming infectious (Wa et al, 2015), Thus
far, these suitable targets for TBV have genemted promising results.
Different protetns from sexual stage have been characterized as TBV
targets because antibodies against these proteins show transmission
blocking activities (Smierwem and Boawma, 2015), Among these
vaccine candidates, the 25kDa Ookinete Surface Protein (P25) has &l
ready been described in many Plesnodium species (Saxena ef al 2007),
The P25 peotein |s specifically expressed on the swface of the
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developing Plasmoditm gametes, 2ygotes and vokinetes (Taubal et al,
1996), It is expressed before fertilization, reaching the peak of synthess
in the initial hours and later expressed in greater abundance on the
surface of developing zygotes and ookinetes, being considered a post-
nmvmon target {(ded Carmen Rodrigoes et al., 2000). This protein
conserved h rized by a ¥ N 1
signal sequence, four Epidermal Growth Factoe (EGF)-Bke domains
follawed by a glycosy-phosphatidylinesited (GPT) anchoe at the C-
terminal endd. 1t is also cysteine rich and highly constrained by up to 11
disulfide bonds (Kaslow et al, 1943), Although P25 protein function
has not yed been fully recognized, in P. berghed, it has been demonstrated
that P25 protein has multiple, and partially redundant propertics
during ookinete and cocyst developent. The peotein is essential for
the survival of cokinetes in the mosquito midgus and subsequent pe-
netration of the midgut epithelium, and tmnsformation into cocyst
(Toms et al., 2001).

Diverse platforms using sexual stage antigens as vaccine candidates
demoestrated antibodies with transmission blocking activity (Currer
et al, 2000), The Pvs25 has been considered one promising T8 vaccine
in development against P. vivax, as specific antibodies induced in im-
munized mice or Aot moekeys completely block the ability of P. viwax
1o infect Anopheles mosquitoes (Hisseda of ol 2000; Arevalo-Herrera
el al. 2005). In humars, recombinant Pys25 was recognized by ant-
bodies from exposed popalations in Myanmar (Kim ef al,, 2011). Cur-
rently, only Pfs25 and its orthologous protein in Plasmodium vivar,
Pva25, have been testex] in Plase T clinical trials, {is generates trans.
mission blocking immunity in humans demonstrating the patential of
this antigen as a component of & transmission blocking vaccine (Wu
et ul., 2008; Malkin et al., 2005),

Dlﬁqrﬂlyfmthecﬂmeplnmphmm}ydundm

i Plasmodium anty Pvs25 is considered conserved. Sequence
lyses of pr2S revealed a similar ral organization though only
45% amino acid identity ks observed (Tsubol «f oL, 1994) and to date,
genetic diversity of pw25 gene among different isotates has been sur-
veyed in several Asan countries, However, no study on this poly-
morphism has been carrded out in Brazilian malada-endemic areas. A
lack of understanding of P. vivax population structure and transmission
dynamics s ane of the key peoblems undermining effective malaria
control. Population genetic studies are, therefore, important to define
the diversity, distribution and dynamics of P. vivax populations, being
important for contributing to malarls control interventions In this
study, we aimed to amalyze the genetic divemity of pvs25 gene in
P. vivax isolates from different regions of the Brazillan Amazon.

2. Materials and methods
2.1, Seudy areas and biood sample collection

The study was carried out in five different regions of the Brozilian
Amazoe: Cruseiro do Sul, Médnck Lima, Guajard, Manaus and fapoque
(Fig 1). Creretro dv Sul Acre Stste, Jocated In the North Reglon of
Beail, with 82,622 mhabitants, presenting latitude of 07°37' 52" and
longitude of 72° 4 12% Mincio Lima, Acre State, located in the North
Region of Brazl, with 17,910 inhabitants, presenting Jatitude of 07 36°
51" and longitude of 72° 53° 457 Gugjard, Amazonas State, with 14,074
Inhabitants, presenting latitude of 2° 58' 19* and longitude of 57" 40°
39%, The subset of Maraus and Olgpogue were previously described
(Bitencourt Chaves ee ul, 2017),

Blood samples were collected from 98 P, vivar-infected individuals:
31 from Cruzetro do Sul, 17 from Mdncio Lima, 4 from Guajard, 37 from
Manaus and 9 individuals from Ofapoque. All P. wvax particpants were
enrolled according o the following criteria sought medicnl assistance
for clinical malara symptoms, presented uncomplicated malaria
symptoms, were > 18 years of age, and had a positive P. vivax malana
diagnosis. Pregnant women, patients < 18 years of age, and P. wwax
-and P. faloparin- infected individuak were excuded from the study.

288
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Thin and thick blood snears were examined for the identification of the
malaria parasite by a technician experienced in malaria diagnosis from
the Brazilisn Malaria Health Services. Thick blood smears from all the
subjects were stained with Glemsa, snd a total of 200 microscopic fleids
were examined under a 1000-fold magnification, Thin blood smears of
the positive samples were examined for species identificatson. To in.
crease the sensitivity of parasite detection, molecular analyses using
specific primers for genus (Plasmodium sp) and species (P. faldparum
and P. vivax) were performed in all the samples as previously described
(Soounon et al,, 1993). Donors positive for P.vowax and/or P, falciparum
at the time of hlood collection were subseguently treated by the che.
motherapeutic regimen recommended by the Braxilian Ministry of
Health.

22 Prhics considerotions

The study protocol of blood samples from Cruzedrn do Swl, Mdnco
Lima and Guajard was reviewed and approved by the Fundagdn Ciwaldo
Cruz  Research  Ethics:  Committee, CEP-Flocruz  CAAE
46084015.1,0000,5248, In addition, the protocol of other blood sample
collection was approved by the Research Fthics Committee of each
locality: Mangus (CEP-Flocruu)x 346-613; Otgpoque (Haspital Municipal
do Olapoque/AP). 68980-000.

23. P.vivax DNA preparaian and PCR amplificarion of pvs25 gene

The DNA wis extracted from blood samples using the QIAamp DNA
Blood Midi Kit (Qiagen, Germay) according to the manufacturer's
protocol and, then, stored at ~20°C until amplification. All the pvs25
genes reported in this study were amplified by conventional polymernse
chaln reaction (PCR) using the following palr of peimers (5737
PVs25F2 5-CACOGACCACAAAAACTTAT-3' (AFDB3IS02, 158-177) and
Pvs25R2 5-AACGTAAAGOCTTOCATACA-3' (AFO83502, 814-795) de-
scribed previousty by Ham et ul, 2010 (Han et al, 2010). PCR reactions
of the pvs25 gene were carmied out in 25 yl, volume that included 3l of
DNA, 10 pmol/yl of each primer and the Master Mix kit (Promega)
containing Tag DNA polymemase, PCR buffer amd 10nmol of ench
deoxynucleotide triphosphate (ANTP, Pramsega, Madison, W1 USA) The
conventional PCR reaction was carried out using a GeneAmp PCR
system 9700 (Applied Biosystem) and the ampiification conditions were
as follows: ane step a1 95 “C for 2 min; 30 cycles ot 95 °C for 1 min, 56 °C
for 1 min and 72 °C for | min; and a kst step at 72 °C for 1 min. Ten gl
of ampiified products were size-fractionated by electrophoresis within
1.5% agarose gel (Sigma) in 1 x TAE buffer (0.04 M TRIS-acetate, 1 mM
EDTA) in the presence of 1 x GelRed nucleic acid stain (Biotium). PCR
products were visualized by ultraviolet (UV) illumination. Slzing of
products was performed using a GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Schentific). Then, PCR fragments were purified using the GE
Healthcare Lifescaences kit by following the manufacturer's instructions
and sequencex].

2.4, DNA sequencing and polymarphism analysis

The specificity of the assay was comfirned by sequencing the PCR
products from all pasitive samples using a Big Dy terminator sequen-
clng kit (Apptied Biosystens) followlng the manufacturer's instructions.
The DNA sequencing was carried out in a 3730x] DNA analyzer
(Applied Blosystems) and the results were analyzed using DNASTAR's
sequence alignment software to identify polymorphism against the ro-
ference strmin: Sal-1 pvs25 (AF083502) from NCBI (httpe/www nchi
nlanlbgov). For worldwide anmalysis, the following sequences were
used: Mexico - GenBank ALS70006 1. ABS70935.1; Iran - GenBank::
EUS10766-EUB10774, EUR G766, EUBI0767, EUSIO0768, EUS10769,
EUS10770, EUSIO771, EUSIO0772, EUS10773, EUS10774; Indin -
GenBank:  HMOASS10HMO4AS618, FJ49091 11490962, JF824132.
JFB24147; Indonesia - GenBank: AAVE3639.1; North Kovex GenBank:
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Fig. 1. Map showing the Maknia risk map by mustcipality of infection, Braxil, 2017 (SIVEP. Malaria).

AAVEIGA0 1; South Korea: GenBank: GU97 141 6GU971611; Tarkey:
GenBank: ABG29073;  Bangladesh GenBank: BAAD4I4E -
BAA94350.1; Vietnany GenBank: ABGZ9072 Thailand: GenBank:
ABO91729-AB0O91731.

2.5 Prediction of lnear B-cell gpitopes

Fulldength peotein sequence was subjected to BCPreds (hiip:/
niiab.ce jnstate edu Depreds/predicchiml), a  peediction  algodthm
basod learning methods of the machine, with the default threshold
(75%), All seqquences predicted as linear Boell epitope (20-mes) were
evaluated to antigensdty of using the VaxiJen slgarithm (hirpwww
ddg pharmfucnet/vaxijen Vaxijen VaxUer html), This is the first
server for alignment-independent prediction of protective antigens. It
was developed to allow antigen dassification solely hased on the phy-
sicochemical properties of proteins without recounse to sequence
alignment. The results page lists the selected targes. the protein s
quence, its prediction probability, and a statement of protective antigen
or nea-antigen, according to a predefined cutoff (Theeshold 0.4). The
impact of non-synomymous mutations in all predicted epitopes was
evaluated comparing the overall score of reference sequence and -
tated sequences.

26, Prediciion of conformarional B-cell epitopes

To predict the conformational B-cell epitopes we analyzed the
crystal structure of Pvs25 from Plasmodium vivax Sal-1, obtained from
Protein Databenk (PDB: 1227). This structire was ansalyzed by Ellipro
web server (hirp://toots bedb org /ellipeas), using its default values
(Minimum score: 0.5; Maximum distance 6 A). This server Ellifro
predicts linear and disconti antibody epitopes based on a protein
antigen's 3D structure. This server assoclates each peedicted epitope
with & score, defined as & Pl (Protrusion Index) value averaged over

o iduex. In the method, residues with larger scores are asso-
clated with greater solvent sccessibility. Discontinuows epitopes ure

Pt

defined based on Pl values and are clustered based on the distance R (in
A between residue’s centers of mass). The larger R is associated with the
larger discontinues epitopes being predicted. (Ponomarenko e o,
2008)

2.7, Swistical analysts

Sequences were aligned using CLUSTAL X2 and the number of
segregation sites {S), number of haplatypes (h), haplotype diversity
(Hd), average number of differences (K), nucleotide diversity (n) wene
computed wsing DnaSP v6 (Rowns ef ul . 2003), The Tajima's D test
(Fajima, 1989) for detecmining departure from the pradictions of the
neutrd theory of evolution was also estimated with DnasSP v6. The
genetic differentiation between populations was investigated evalu.
ating the cate of fixation (Fgp) by snalysis of molecular variance
(AMOVA) implemented in ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excotfier and Lischer,
2010) and significances were esthmated usng 10,000 permugatians, The
significance level was adjusted by Bonferroni comrection for multiple
tests,

3. Results

2 1. Molecular characterizatton and sequence polymorphisms of the pys25
sene

AlLP. whvax field isolates presented anly one fragment corresponding
to 657 buse pair (bp). In addition to these samples, P. faleiparum spe-
cimens were also tested, but proved negative for PCR ampli fication of
the pus25 gene. Thus, the 98 samples from individuaks infected with
Povinrx amglified by PCR were subjecied (o sequencing reactions to
scrven the possible single nucleotide polymorphisms of the gene en
coding the Pvs2s.

All 98 amplified fragments were sequenced and aligned for se-
quence analysis. G d 1o ref Sal-1 (AFO83502),
was not observed synonymous substitution, caly one pon-synonymous
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substitution in the 657 bp amplified fragments was detected in all s
quenced samples. The amino acid substitution Q87K, which represent
the substitution of Gln to Lys at amino acid position 87 (EGF-like do-
main 1), was identified with frequency of 37.8% of the isolates in the
general populaton. In addition, regarding the aress snudied, the sub-
stitution QB7K was present in P. vivax isolates collected in all localities.
Despite being observed in all studied areas, the Q87K substitution was
observed in higher frequencies in Crizeiro do Sid (48,4%) and in Manaus
(40.5%) when comparing with the frequencies observed in Mdncio Lima
(23.5%), Guajard (25%) and Oigpogue (22.2%) (Fig. 2).

3.2 Popuarion genenic analyss

The mucleotide diversity (x) for pra25 of 98 sequences analyzed was
0.00091, The highest nudeatide diversity was observed in the Cruzeiro
do Sul group (0.00099). Among ail 5 populations, Méncio Lima se-
quences displayed the lowest nucleatide diversity (0.00073) followed
by the Oiapoque group (0.00074) (Tabie 1) Similarly, parasites from
Cruzedro do Sul presented the highest estimate of haplotype diversity
(Hd) (0.51613) whereas parasites from Mincio Lima showed the lowest
Hd (0.38235). Haplotype diversity was similar among the other studied
arcas, followed by the Olapoque ((.38889). The Tajima’s [} test was
performed to asses if there is selective pressure on the pva2S gene. The
Tajimas D values ranged between —061237 and 1.66806, tests
showed o signéficant departures from neutrality in all studied areas,
Indicating no significant selection in the pys25 gene. Pairwise com-
parisons between cach parasite population were performed using the
Fyr statistics to check whether there was indicative of genetic differ-
entistion between parasite populations. but all Fyy values were non-
significant, suggesting lack of genetic differentiation between the stu-
died populations {Tuble 2).

}and the YNght grey bar indicates frequendes of the mutation Q87K

Table 2
Genetic ditferestiation b ples from Brazil, d by pairwise Fgy
values
Cruveeo &0 Sul Miacke Lims Gugarh Mamauy
Cruzetro do Sal - - - -
Mince Lima LEC L - - -
Gaugurh —omme -0z - -
Manan =001 TR 0,444 - 0.0%9% -
Oupagee 0OTRAT — 0940 -0.2077  004iré

The Fyy vadues ifler Bonfurroni coerection

3.3, Compartson of amtno acld variamions e Pvs25 among worldwide
fsolates

The Pys25 amino acid substitutions identified in worddwide isolstes
Including those from Brazilian Amazon are resumed in Table 3. Among
a total of 17 variants of Pvs25 observed in P. vivax isolates worldwide,
the 11307, mainly detected in Asian isolates, was the mast comman
amino acld substitution. The Q87K substtution was present in our
Brazilian isolates and in the North (Mexico) (Gonzabez-Ceron ot ol
2010) and South Amencan isolates (Colombia and Venezuela)
(Escalanto et al., 2005), as well as in Imn (Zakeri et al, 2009), Turkey
[ABG29073] and Mauritania (Fecalante et 2l 2005), Amino acd re
sidue E970Q was detected in some Asian Isolstes such as those from bran
(Zakeri et al., 2009), Indin (Prugpoti « ol 2011), Indonesia (Escalante
ot ul., 2005), South Korea (Han ot al, 2010), China (Fenyg et al., 2011),
Bangladesh (Tavbal et al, 2004) and Thailand (Sattabonghot o o,
20073), but was not found in American isolates. The Q1 31K substitution
wias present In some Aska isolates as well as in Oceanian and Papua New
Guittet (PNG) (Escalante ef ol 2005). The other amino acid variants of
the pysZ5 gene were found hut were mre in the countries.

Table 1
Comparison of genetic diversity among isolanes from Srail.
No of No.of segregatiog sites  No. of heglonypes  Haplotype divenslly  Average umder of Nudentide doversity  Tajioay 2t (D)
wgences (i3] ) (Hd) dilferences (K) n
Cruseiro do Sk 1 ' 2 051013 081612 0.00000 16373
Mindo Lo 17 t 2 0325 0.58235 00007 3 056551
Guapard “ i 2 050000 0.50000 0.00940 ~041237
M 7 1 2 049550 045550 000095 155494
Cugoqur [ ] 2 oMK 0. sy 00007 & [SEE
All samples an ! 2 47480 04740 ©000u 1 166806
St al o Not £ P> 10

82



L0 Choves, e al

Iyfecnon, Genencr owd Fralicwn 71 (2079) 207-294

Tabie 3
Companson of ammo acid varistions in the pys2S gene of P vy tsolates b Hrazilmn A and worldwide tsofaces.
Jsalates S5 EGF-L ECF.2 EG¥.3 Hirs THN  Bederence
2 a m oW W 10 131 132 137 138 149 179 174 1M 1% 198 199
Skt N L M 9 E 1 0 s (S A K < E E s s v Paibvin = 4l (2004
Brnatilan Crueeiro do 50 QK
Amaron Mancio Lima Q%
Cusjard ox Prosemt sludy
M QX :
Otapogue (8 3 o
Nonh Amesice Mexsoo [« S vr Cumzales.Crson o2 4l
L0
Ceeral Amesica Nicangn | ] Paybame et 2l [2090)
Mneduras Rauiseer of ol (2008)
I Salvads ' Elculasee et ul. (2005
South Amerscn Colombla K Esculases o1 3l (2066)
Vesezuela T K Esculaass 22 4l (2005)
Asa 1nm QK EQ T Zakeyt e b (2000
Indsa ©Q T K oW AG EX X -SF ST VWE Prppwinsd (211)
Indosesls Q 1 Menlams of 2l (2008)
Nowce ¥ores - T Esulane o1 al (2005)
Soath Korea ND QT Han et al (2010)
China (%) EQ T ox Feeg et ol (012
Turkey L} T . ABGNOT)
Eanghdesh ER T K Toubvr e b (2004}
Vietnam T ¥ ARG
Thailaad BT ok Satabonght = 4l
12000
Ocransn WG T K L] N Ennlamer ot 2l (2000)
Afnca Mawrstaniy L3 T Becaisme vt al (J0an)
Overall = 19 coumries
2 35 38 BT 97 130 10 32 197 13 140 179 174 1N 19 1 1S
Sak1 N k M 9 ¥ ) Q s c A L c L ¥ L s ¥
N colsteies |(wilh 1 1 1 ? 7 1m 5 ) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
substinution |
(% Frequency) 5% 0% D% 3™ I7% O06% 26% O% W M Fw D% M TN 0% 5w 0%

Maﬂoddvmodhpnznunwcewwmkmm 1 uqumummﬂsozx S8, secretary signal sequence. EGF, BGF-like domain: THR, the €

} region. « amino neid
3.4 Polymorphiens and porential B.cell epitopes

Far becoming a good TBY voecine candidate, the antigen must be
hydrophilic and produce a strong B-cell mediated immunity. Full-length
proteins were first analyzed for Bcell linear epltopes prediction using
BCPred and all predicted Booell epitopes were listed (7ig 7). Four s
quences of Z0-mers (Pvs25: L53-A72, [80-Y99, [139-A158, L161-Q180)
were predicted as linear B-cell epitopes on 8CPreds. These four pre-
dicted epitopes presented high values of Vaxilen Score, which corro-
borate with thelr antigenicity (Tuble 4). Besides, the analyze of Pvs2S
from P. vivax Sal-1 (PDB: 1227) by Ellipro server reveals 3 potential
conformanional epltopes (Talée 5) Interestingly, ail predicted B-cell
linear cpitopes were contained in conformational epitopes (Fig. 4),

ing their potentinl as antibody targets.

About the polymaorphism in predicted immunogenic epitopes of
Pvs25, andy the sequence LSENTCEFKNECKKETLGKA(PYA2S, 145 xvz))
was not inserted In a polymorphic reglon of protein. The palymarphic

"

{1 the d

1 strain.

sequence described in Nicamgua (Fscalonte e al. 2005) (LKCNTDNE-
VRKNVEGVYKCD), comtaining the SNP CI70R, presented a higher
combination of BCPred and VaxiJen score (Mean Scoee: 1.06) of all
sequences identified on epitope P25 01 gis0y. All polymorphic se-
quences identified on P25 that were inserted in predicted epitopes
presented no significant changes on predicted scare (Table 4), Un.
fortumately, we cannot precise the real effedt of mutations ca structure
and antigenicity of Pvs25 conformational epitopes, once that algo-
rithms to identify these epitopes are dependents of 3D gructure, which
were only crystallographic to Pw25 from P, vivax Sal-1. Despite this, in
Fig. 4, we showed the Jocation of predicted conformatianal epitopes
and identified SNPs In 3D structure of Pvs2s,

4. Discussion

Pvs25 s considered coe important Transmision-Blocking Vaccine
candicdate, This peotein is essential for the survival of ookinetes in the

F‘L.CKKET.&KACG" FGCCIENPD?.
EESEEEEEEEEES.... .. .CECEEE
ECIVEYLE

TEEEBEER

EFEEEEEEE

IMYKCGCT] YTL‘(EDTCVLDV\.QYKHCGBSG 129

EEEEEEEE ., . EEREEEEE :-L

Fig- 3. B<ell epitope mapping of PulS

;‘ .“ le I“ “ '51 f'. (Salvador Strain) uwsing BCPreds  amd
YYSLTVFFLVQ zALKYSF.AAV"VV‘ICP’.RGT HHPKQ&C\'EGL‘I:L.SBNT\"EE 60 :n-ud ;“:';: Eqm-mm ';
......................................... EEEEEREE topes repeesented by red dots and grey hars

Mm&ephmplltummtuw

NILNYSLEFPIILLVLSYVI

IGKvman::..w'r z’mcouc*:'mmz

................ and seg n ilaty-
VYECQ 1B0 base froe malarin endemic areas workd-

EEERE wide. (For T of the refi
219 to cokour in this figure legend, the reader is

referred to the web verdon of this ance.)

Pl
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Tabic 4
Influence of palymosphisms in predicted B cell epitopes.
Eplisge Sequence Epinge BLPred seue VicUen souee Mean scee
PeSss 00y saly LSENTCEERNECKKETLOURA 100 L2 110
Pos2500 ey Sald TENPTRAQVNMYROGOIEGY 055 065 a8
Q7K IENPDPARYNMYX COCIEQY 08s oM ne
g TIENPDPAQVNMYEOGCIQUY 093 042 en
Q7K 970 TENPDPARVNNYECGORQGY ns2 aey ars
L 1 S— Ll 1GEVINPEDOKKCTK TGETA 100 1.4% v
KleeN JGXVINPEDENKCTRTGETA 100 L e
TS o Sl LECNTDNEVCENVEGVYKCQ 0955 a7e Ll
CIoR LXCNTONEVRENVEGYYRCQ 0s7 Lis im
BT LNCNTDNEVEENVROVYROD LELY ns L2

The scores of BOPred and Vaxilen were listed to

(PVs25 avs. PVS250n ven, PVS25i000 a1 A0 PYR25, 01 gusn). Sefuences containing poly-

epétopes
worphism inserted on predicted opitoges (QS7K, E97Q, C170R and E174K) were listed with their respective values of BCPred and VioiJon scores. The “Mean score”

represent the mean value between BCPred and Vaxulen
Bold signifies the Sequences predicied as B.cell linear ept

o

and

- tnnnl

mosquito midgut, penetration of the epithelium and transformation
into oocysts (Tomas ot a1, 2001). However, the outstanding ability of
Plasnodium in ing can culminate in immune
evasion (Zakeri et al . 2004), which represents one of the major chal-
lenges for the development of a globally effective vacclive. Thus, one
important strategy for malaria vaccine development is the identifica-
tion and use of relatively comserved Plasmodim antigens. Therefore,
identifving sequence variations in these ""nnigmmaybe
helpful in designing an effective anti-makarinl vaccine. Considering that
the knowledge about the genetic polymorphism of pva25 In Braxilian
Amazon arcas remains mknown, we aimed w analyze this genetic di-
versity and to evaluate its potentinl impact in potential B-cell epitopes.

In our study, all the 98 field solates from fve different localities
presented only ane PCR fragment corresponding to 657 bp as seen in
previcus studies In other Jocaliies (Han er 4l 2010) Sequencing
analysis revealoed that onfy Q87K substitution was found in the Bruzi-
lian isolates when comparing with reference Sal-1 strmin. However, no
work had yet been dove in such diverse Brazilian endemic areas, and
this is the first time that this mutation is described in P, vivax isolates
from regions of eas, middle and west of the Brazilian Amazon. The
polymorphism was observed in all studied locations and the frequencies
presented no statistical difference between the studied JocaBities. [n
addition, this nonsynonymous mutation lsas been previowusly reported
in studies conducted in North (Mexico) (Goazaler Cemon e a1, 2010)
and South {Colombéa and Vemezoela) American isolates (Facalante
et al, 2005) as also Iran (Zakoer) et ul., 2000), Turkey [ABG29073) and
Maursitania (Escalunte ot al . 2005), Interestingly, in South America, the
wild type genotype was found only in our studied areas. However, in
sequences available workdwide, the Q axl K genotypes at position 87
were also observed In Isolates from lran (Zaken e al, 2009). This
finding can corroborate the evidences that £, vivax in the Americas docs
not result from a single introduction into the continent (Taylor et al,
2013), and that some of the Amestcan haplotypes could derive from
Asian populations (Comejo and Escrlunte, 2006; Culleton et al, 201 1)

In order to compare our findings with the Pys25 sequences around

¥

B-coll epitope-2

Fig. 4 Conformatiomal epitopes and identified mutations = Pv325 - 3D strec-
mmzswm-mmw in which peedicted conformational

where d by sp Predicted linear Bcoll epitopes were
Imdmmulamﬂepmpuudmdguundbymim
Identified SNPs were represented by green sticks. (For mterpretation of the
references 1o colour in this Mgure degend the reader i referred o the web
version of this arriclk, )

the warld, we also considered the frequencies of mutations in adl con-
tinents. Despite the Q87K mutation is present in 5 out of 7 regions
sindied, the overall distibution of PVs25 npon-synonymots poly-
morphisn was not restricted to this mutation. The comparison of our
data and sequences avallable showed at list 17 varants in Pys25 se-
quences observed in worldwide isolates, The froquencies of Pvs25
palymorphism in different countries ranged from 5% to 68%, being
130T (68%), Q87K (37%) and ES7Q (37%) the moet frequent paly-
morphign found globally. These data corroborate the studies of Chaurio
et al, which suggested that some parasite haplotypes may have

Table 5
Conformational B-cell epRopes on Pys25.
Epltoge  Resulues Nunther of reildues  ENgow sccee
1 K39, N4O_ FA), C42, KeD, Kéa, BE5, Ta, 147, G4S, K49, C37, 156, E59, N6O, P61, D62, P63, ASd, 085, V66, N6T, M8, Y6, 25 Lk
Ko
2 T3, V4, D6, 16, L139, K140, €141, N142, T143, Di44, X145, E146, VIO, K149, 0158, C150, M166, EL6), Gla2 P63 T164, 32 0679
FI65, Dibk, K107, E168. K169, N179, VI71, CI72, L173, G174, P75
3 B2, N93 O34 GG, 196, 597, F109, Y104 L1405, 5100, E107_T108, Q109, 5110, A111, AlL6, 117, G118, X119, ¥120, PI21, 35 0867
N122, P123, £124, DI2S, E126, K127, K128, €129, T150, K131, 7132, G133, £134 T135
Mers that compound each Condl qumpvnulmdmmldm wmmmldmmemmm&dmwmmmnmhmuuh
position of residue @ the seq Seq p d as Bcell linear epstopes and & d in etopes were highlighted by bold Jetters.
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different geographic dusters (Chaurlo ¢f &, 2010). Mareover, even
with good conservation rates, pvx25 showed higher genetic variability
compared 10 other sexual stage antigens repocted in P wnax as pesd8/
45 and the Willebrand factor A domain-related protein (WARP)
(Chaurio et al., 2016), bat lower polymarphisms when compared to
well stablished vaceine candidates against sporazoites and merozoites,
such as CSP and AMA-1 (Takals et al. 2009),

As observed in previous studies (Feng o1 al | 2011; Han ef 2l 2010),
the EGF2 and EGF3 sites presented higher vanability, and most con-
served areas were located at EGF1 and EGF4 domains, Interestingly,
Pva25 the EGF2 and EGF3 like domains have been already described as
sites targeted for blocking antibodies (Saxer et ol | 2006), In addition,
the EGF-like domains in the crthologous protein PE25 have also shown
immune blocking activity, indicating that the EGF2 domain might be a
good target for TBV. Considering that an epitope comresponding to the
Bcell receptor plays an important rode In vacdne design aiming ot
antibody production, full-length Pvs25 were analyzed 1o determine
whether SNPs in Pvs25 antigen are involved in antigenic regions and
the potential impact of all observed polymorphisms in predicted 8-cell
epitopes. The foar linear B-cell epitopes predicted in Pvs25 presented
conservation degrees ranging from 90 to 95% between the epitope s
quences of isolates anx] reference strmin. However, anly Pvs25,, 45402,
was fully comserved among our isolates, while the epitopes Pva25, .,
yoipe PVS2511 30 A1) and Pys25,5 01 QLany pt&n«:d similar mlﬂlﬂl
scores for reference and mutant epitopes. However, we cannot estimate
the real effect of identified mutations in the recognition ar affinity of
specific antibodies against Pvs25, mainly due the low number of known
monoclonal antibodies against Pvs25 of P. vivax. Besides, the obuerva-
tion that all mutate epitopes were still predicted as immunogenic sug-
gest that, beyond the Jow selective pressure in this immamaogenic re-
glons and the lmited polymoephism of TBV candidates compared to
target antigens expressed in asexual stage pacasites (Barry et al, 2009,
Teubod of al., 1998; Kaslow ef al., 1989, Shi et al., 1992). In fact, during
this sexunl stage, the expeessed proteins may adapt to diverse micro-
environments into the human and mosquito hosts where parasites have
1o go through in order to complete their life cyele (Moreno-Garcia et al,
2014), It is also important to mentson, that for P. whwar sexual antigens,
the exposure to the lmmune system 18 expected o be loager than n
P falcpanum due to the early appearance of P.vivax gametocytes in
circulation (Vallejo et al,, 2016). However, this increased exposure does
not seem 1o result in relevant Pys25 polymorphisn (as a potential
evasion mechanism) in response to a selective pressure exerted by the
immune response to Pys25, since the protein remains relatvely con-
served and immunogenic under natural conditions (Kim et ul, 2011),

In summary, the present study exploced the genetic polymorphism
af prs2S, uncovered the amine acid substitution at the protetn amoag
Beazalian Amszon {solates and the frequent amino acid substitutions
observed shared by American isolates. Despite the observed amine add
changes in natural populations worldwide, the antibody targets may
not be significantly affected, since the genetic diversity of the Pvs2S
vaccine candidate observed globally is Hmited and the predicted ang-
genicity was preserved,
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5 DISCUSSAO

Os estudos acerca do desenvolvimento de uma vacina antimalérica foram
direcionados durante muito tempo, principalmente, para os antigenos unicos. No
entanto, dada a complexidade do ciclo evolutivo do parasito, as complexas
interacOes parasito-hospedeiro durante o curso da infeccédo, a extensa variabilidade
genética do parasito e os mecanismos utilizados pelo Plasmodium para evadir da
resposta imune do hospedeiro, uma vacina ideal contra a malaria deveria ser
direcionada contra varios antigenos expressos em diferentes estagios do
desenvolvimento do parasito (284). As abordagens adotadas para desenvolver uma
vacina antimalarica baseada em subunidades, multiantigénica, multiestagio e

baseada em peptideos sintéticos tém mostrado resultados promissores (285).

Nesse contexto, sabe-se que a diversidade antigénica exibida pelos parasitos
da maléaria sempre foi um grande desafio para a producdo de uma vacina eficaz. A
montagem distinta de diferentes antigenos exibidos por diferentes estagios de
desenvolvimento do parasito e suas interacdes com diferentes células hospedeiras
fornecem uma variedade de alvos vacinais. Além disso, 0s polimorfismos
observados em varios antigenos de malaria e em diferentes cepas de parasitos
exigem que uma vacina baseada em tais antigenos estimule respostas imunes
capazes de fornecer protecdo contra todos os parasitos predominantes. Dessa
forma, € importante compreender os mecanismos acerca da variabilidade genética
gue envolvem o grande repertério de antigenos candidatos de maléaria e que podem

ajudar na concepcéao de vacinas (118, 286).

Nesse sentido, uma vacina para o P. vivax constituida com diferentes epitopos
talvez seja importante para a inibigho completa da invaséo e o desenvolvimento do
parasito em diferentes fases do ciclo biol6gico, evento ainda pouco observado
guando utilizados anticorpos para apenas uma regido destas proteinas. Desse
modo, a nossa expectativa € que a identificacdo de epitopos imunodominantes e
conservados, seguida da construcao quimérica recombinante e 0s respectivos testes
com este novo antigeno potencialmente vacinal representando a PvCelTOS,
PVCyRPA e Pvs25 combinadas sejam uma adi¢do significativa a lista limitada de

antigenos candidatos vacinais contra o P. vivax.
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Baseado neste racional e considerando os diferentes trabalhos que apontam a
proteina CelTOS (239, 241, 244), a proteina CyRPA (256-258) e a proteina P25
(277-281) como potenciais candidatas vacinais, nosso estudo objetivou identificar e
caracterizar as sequéncias da PvCelTOS (dados anteriormente publicados no final
do mestrado — Artigo Anexo 1), PvCyRPA (presente estudo — Artigo 1) e Pvs25
(presente estudo — Artigo 2) de P. vivax em isolados brasileiros, analisar a
variabilidade genética e avaliar o impacto nos epitopos de células B, gerando
informacBes de grande importancia para a construcdo de um antigeno quimeérico
potencialmente vacinal contra os trés estagios de desenvolvimento do parasito no

hospedeiro vertebrado (esporozoitos, merozoitos e oocinetos).

Destarte, o presente estudo explorou o polimorfismo genético da pvcyrpa
mostrando uma variacdo moderada, o que poderia influenciar os potenciais epitopos
de células B e, consequentemente, o reconhecimento de anticorpos. Apesar das
alteracdes de aminoacidos observadas na populacdo e sequéncias estudadas em
todo o mundo, os potenciais alvos de anticorpos ndo parecem ser significativamente
afetados. No entanto, devido a escassez de informacfGes sobre a diversidade
genética e o seu potencial como candidata vacinal, ainda sdo necessarios mais
estudos para confirmar o impacto do polimorfismo na resposta imune naturalmente

adquirida, bem como no desenvolvimento de vacinas.

Considerando a distancia entre as localidades estudadas e a possivel
existéncia de um fluxo génico entre as populacfes estudadas de P. vivax, a
migracéo de pessoas, poderia promover o fluxo génico do parasito (93) e impactar a
transmissdo e dispersdao do parasito (39, 287). Nossos primeiros resultados
mostraram que 0 gene pvcyrpa apresenta alta variabilidade genética em relagéo a
sequéncia de referéncia Sal-1, apresentando 27 sitios polimorficos sendo uma
substituicdo sinbnima e 26 substituicbes ndo sinbnimas ao longo da sequéncia.
Entre essas substituicbes ndo sindnimas, duas posi¢cdes de aminoacidos - Q142
(Q1l42K e Q142R) e D145 (D145G e D145N) - apresentaram uma ou duas variantes
em nossas areas de estudo. No geral, R122K (N = 80%; 82%), K131E (N = 77%;
79%), D149G (N = 62%; 63%), A154D (N = 60%; 61%) e E159D (N = 66%; 67%)
foram as mutacdes mais frequentes em nossos isolados brasileiros. A analise
genética da pvcyrpa mostrou que mutagdes contribuiram para gerar diversidade de

nucleotideos e de haplétipos. A semelhanca no padréo de diversidade genética
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sugere que forcas evolutivas semelhantes atuam sobre a pvcyrpa e que as

propriedades estruturais e/ou funcionais sdo consistentes.

Para fugir da resposta imune, genes que codificam proteinas antigénicas
acumulam mutacées ndo sinbnimas, 0 que leva a um aumento da diversidade
genética. De acordo com o0s nossos dados, 0 gene pvcyrpa apresentou um acumulo
de mutacdes ndo sinbnimas em parasitos de diferentes regides, principalmente no
éxon-1. Valores positivos significativos de Tajima indicam selecdo balanceadora e
gargalos populacionais, enquanto valores negativos sugerem a presenca de selecao
purificadora ou expansao populacional (288). O éxon-1 apresentou valores positivos
significativos em Cruzeiro do Sul, Guajara e Manaus para o Teste de Tajima (TjD),
bem como em Manaus no éxon-2. Os resultados sugerem que o polimorfismo no
éxon-1 de pvcyrpa € gerado por mutacdo e recombinacdo, e provavelmente é
mantido por pressao seletiva positiva balanceadora, o que pode representar uma
vantagem evolutiva para o parasito. O éxon-1 codifica dominios altamente variantes
expostos na superficie das hemacias infectadas, enquanto o éxon-2 codifica o
segmento mais conservado (286). Além disso, o nivel de diversidade genética nos
antigenos de estagio sanguineo parece estar associado ao grau de exposicdo ao

sistema imunologico (286, 289).

As caracteristicas biolégicas e genéticas do P. vivax, a imunidade do
hospedeiro e os vetores locais podem contribuir com diferentes padrbes de
expansdo demografica (290). As recaidas podem ser responsaveis por alguma
persisténcia clonal porque as cepas de P. vivax séo reintroduzidas repetidamente na
populacdo & medida que os hipnozoitos séo reativados (291). Talvez esse contexto
possa explicar porque apenas Méancio Lima e Oiapoque ndo apresentaram valores
positivos significativos no teste Tajima. No entanto, abordagens de epidemiologia
gendmica podem ajudar a revelar melhor a complexa distribuicdo desse parasito na

Amazonia Brasileira, bem como as relag6es com a diversidade genética mundial.

Além disso, foi possivel identificar 50 haplétipos diferentes do gene pvcyrpa
entre os 98 isolados das regides analisadas. A rede de haplotipos explora as
relacdes parasitarias com base no gene pvcyrpa e compreendendo mutacdes em 34
sitios segregantes, e confirmou a extensa diversidade genética observada nas

sequéncias genéticas. Todos os 50 haplétipos foram encontrados intimamente
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relacionados, com alguns dos quais consistindo em mais de uma sequéncia da
Amazobnia Brasileira. Em relacdo as sequéncias de pvcyrpa, observamos que 0s
haplétipos Hap_1 e Hap_11 apresentaram alta frequéncia e compartilharam
parasitos de todas as cinco localidades. Esses achados sugerem uma distribuicdo
global de parasitos contendo genoétipos semelhantes de pvcyrpa. Além disso, ao
comparar nossos achados com as sequéncias de PvCyRPA ao redor do mundo,
observamos que ela apresenta um perfil genético semelhante entre 0s genomas
completos de P. vivax disponiveis no banco de dados GenBank. Entre um total de
31 substituicbes de aminoacidos da proteina PvCyRPA observadas em sequéncias
de P. vivax em todo o mundo, 26 substituicdes também estdo presentes em nossos

isolados.

A variacdo de aminoacidos estava presente em regides potencialmente
preditas como epitopos de células B, o que sustenta a ideia de que essa proteina
esta sob pressao imunologica seletiva. Os 7 epitopos potenciais de células B foram
identificados na proteina PvCyRPA, a maioria dos quais estdo contidos em epitopos
conformacionais, o0 que corrobora seu potencial como alvo de anticorpo. Uma
caracteristica dos antigenos do estagio sanguineo da malaria é sua participacdo na
invasdo de merozoitos e evasado imune. Estudos de imunogenicidade e modelagem
molecular s&o essenciais para determinar a importdncia da PvCyRPA como

candidata vacinal.

Em relacdo aos antigenos sexuais de P. vivax, € importante mencionar que se
espera uma exposicao mais longa ao sistema imunolégico devido ao aparecimento
precoce de gametocitos de P. vivax na circulacdo, quando comparado ao P.
falciparum (83). No entanto, essa exposi¢cao aumentada n&o parece resultar em uma
variabilidade relevante em relagdo a pvs25, ou em um potencial mecanismo de
evasao, em resposta a uma pressao seletiva exercida pela resposta imune, uma vez
gue a proteina permanece relativamente conservada e imunogénica em condic¢des
naturais (279). O presente estudo explorou a sua variabilidade genética, identificou a
substituicdo de aminoacidos na proteina entre os isolados da Amazonia Brasileira e
as frequentes substituicdes de aminoacidos observadas compartilhadas por isolados
americanos. Apesar das alteracbes de aminoacidos observadas em populacdes

naturais no mundo, os alvos de anticorpos podem nao ser significativamente

90



afetados, uma vez que a variabilidade genética da proteina Pvs25 observada

globalmente é limitada e a antigenicidade é preservada.

Nossos resultados mostraram que todos os 98 isolados de cinco localidades
diferentes apresentaram apenas um fragmento de PCR correspondente a 657 pb
como visto em estudos anteriores da Pvs25 em outras localidades (292). A andlise
de sequenciamento genético revelou que apenas a substituicdo de Q87K foi
encontrada nos isolados brasileiros quando comparados com a cepa de referéncia
Sal-1. No entanto, nenhum trabalho havia sido feito em areas endémicas brasileiras,
e esta é a primeira vez que esta mutacdo € descrita em isolados de P. vivax de
regides do leste, oeste e central da Amazonia Brasileira. O polimorfismo foi
observado em todas as localidades estudadas e as frequéncias ndo apresentaram
diferenca estatistica entre as localidades estudadas. Além disso, essa muta¢do nao
sindnima foi relatada anteriormente em estudos realizados em isolados americanos
do Norte (México) (293) e do Sul (Colébmbia e Venezuela) (294) como também Ira
(295), Turquia [ABG29073] e Mauritania (294). Curiosamente, na América do Sul, o
gendtipo selvagem foi encontrado apenas em nossas areas estudadas. No entanto,
em sequéncias disponiveis em todo o mundo, os genoétipos Q e K na posi¢cdo 87
também foram observados em isolados do Ird (295). Este achado pode corroborar
as evidéncias de que as populacdes de P. vivax has Américas ndo resultam de uma
Unica introducdo no continente (296), e que alguns dos hapl6tipos americanos
podem derivar de populagdes asiaticas (297, 298).

Para comparar 0s nossos resultados com as sequéncias de Pvs25 ao redor do
mundo, também consideramos as frequéncias de muta¢cbes em todos o0s
continentes. Apesar da mutacdo Q87K estar presente em 5 das regides estudadas,
a distribuicéo geral do polimorfismo ndo sinbnimo nao se restringiu a essa mutacgao.
A comparacdo dos nossos dados e sequéncias disponiveis revelou 17 variantes
observadas nos isolados mundiais. As frequéncias dos polimorfismos em diferentes
paises variaram de 5% a 68%, sendo 1130T (68%), Q87K (37%) e E97Q (37%) os
polimorfismos mais frequentes encontrados globalmente. Esses dados corroboram
com os estudos de Chaurio e colaboradores, em 2016, que sugeriram que alguns
haplotipos de parasitos podem ter diferentes agrupamentos geograficos (299). Além
disso, mesmo com bons indices de conservacdo, Pvs25 apresentou maior

variabilidade genética em comparacdo com outros antigenos do estagio sexual
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relatados em P. vivax como Pvs48/45 e Warp (von Willebrand Factor A domain-
related protein) (299), mas em contrapartida apresentou menor variabilidade
genética quando comparado a candidatos vacinais bem estabelecidos contra

esporozoitos e merozoitos, como CSP e AMA-1 (114).

Conforme observado em estudos anteriores (292, 300), os dominios EGF-2 e
EGF-3 apresentaram maior Vvariabilidade, sendo que a maioria das &areas
conservadas estava localizada nos dominios EGF-1 e EGF-4. Curiosamente, 0s
dominios EGF-2 e EGF-3 ja foram descritos como sitios direcionados para bloquear
anticorpos (301). Além disso, o dominio EGF-like da proteina ortéloga Pfs25 também
mostrou atividade de bloqueio, indicando que o dominio EGF-2 pode ser um bom
alvo para TBV. Considerando que um epitopo correspondente ao receptor de células
B desempenha um papel importante no desenho de vacina, visando a producéo de
anticorpos foi investigado se os SNPs no antigeno Pvs25 estdo envolvidos em
regides antigénicas, bem como o impacto potencial de todos os polimorfismos
observados em epitopos de células B preditos. Os quatro epitopos lineares de
células B preditos da Pvs25 apresentaram graus de conservacao variando de 90% a
95% entre as sequéncias de epitopos dos isolados e cepa de referéncia. No entanto,
apenas Pvs25s3-a72) foi totalmente conservado entre nossos isolados, enquanto os
epitopos Pvs25(so-ve9), PvS25(139-a158) € Pvs25(161-Q180) apresentaram escores de
predicdo semelhantes para epitopos de referéncia e mutantes. Além disso, a
observacdo de que todos os epitopos mutados ainda eram preditos como
imunogénicos sugerem a baixa pressao seletiva nestas regides imunogénicas e do
polimorfismo limitado dos candidatos a TBV em relacdo aos antigenos alvo

expressos em parasitos de estagio assexuado (263, 302-304).

Por fim, para desenvolver uma vacina eficaz contra a malaria que possa
funcionar em diferentes regidées do mundo, € importante incluir alelos que podem
induzir a resposta imune e cobrir a diversidade antigénica da populagcédo de P. vivax.
Estudos moleculares fornecem informacgdes sobre a dinamica dos polimorfismos de
antigenos candidatos vacinais que podem ser usados para decisfes sobre quais
alelos do parasito incluir nas formulagbes e avaliar com precisdo a eficacia das
vacinas testadas em areas endémicas de malaria (305). Assim, uma vacina
antigénica eficaz deve incluir alelos que induzam respostas imunes do hospedeiro

gue sejam suficientemente amplas para cobrir a diversidade antigénica existente. No

92



entanto, os desafios sdo ainda maiores devido a maior diversidade genética de P.

vivax, em comparacdo com P. falciparum (96).
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PERSPECTIVAS

Reunir todos os dados obtidos neste projeto, somados a predi¢do in silico dos
epitopos de células T presentes na proteina PvCyRPA (realizado em paralelo
pelo nosso grupo em outro projeto);

Desenhar, sintetizar 0 gene e expressar a quimera recombinante
representando apenas as regides imunodominantes da PvCelTOS, PvCyRPA e
Pvs25 fusionadas;

Avaliar a reatividade de anticorpos IgG (IgG total, 1gG1, 19gG2, IgG3 e IgG4) e
IgM de individuos naturalmente expostos a malaria frente a quimera
recombinante multiestagio;

Avaliar a relagdo entre a resposta imune celular e humoral observada e os
fatores de exposicao/protecdo nos individuos participantes do estudo visando a
confirmacédo do potencial vacinal.

94



2

CONCLUSOES

Nossos dados mostram principalmente que:

Os genes que codificam as proteinas PvCyRPA e Pvs25 foram identificados

em 100% das nossas amostras estudadas;

A proteina PvCyRPA possui uma alta variabilidade genética nos isolados
brasileiros, apresentando 26 mutacfes ndo sinbnimas ao longo de toda
sequéncia, no entanto apresenta o mesmo perfil genético entre os genomas

completos disponiveis no GenBank e isolados de P. vivax do México;

O polimorfismo genético do éxon-1 na pvcyrpa é gerado por mutagdo e

recombinacdo, e provavelmente € mantido pela presséo seletiva positiva

balanceadora;

O éxon-1 da pvcyrpa codifica um segmento mais polimdrfico, enquanto o éxon-

2 codifica um segmento mais conservado;

Foram identificados 7 epitopos de células B na proteina PvCyRPA, estando a
maioria contidos em epitopos conformacionais, o que corrobora o seu potencial

como alvo de anticorpos.

O gene pvs25 é altamente conservado entre os isolados de diferentes regides

da Amazonia Brasileira apresentando apenas uma mutag¢ao nao sinénima;

A mutagdo ndo sinbnima Q87K presente na Pvs25 foi observada em todas as

localidades estudadas e as frequéncias nao apresentaram diferenca estatistica;

Essa mutacdo ndo sinbnima Q87K presente nos nossos isolados também ja foi

encontrada em isolados de outros 4 continentes do mundo;

Os polimorfismos encontrados na Pvs25 parecem nao impactar
significativamente o potencial antigénico dos epitopos identificados por

predicédo in silico;
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e Ainda sdo necessarios mais estudos para confirmar o impacto desses
polimorfismos das proteinas na resposta imune naturalmente adquirida, bem

como no desenvolvimento de vacinas contra a malaria.
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Abstract

The Plasmodium vivax Cel-traversal protein for ookinetes and sporozoites (PvCelTOS)
plays an important role in the traversal of host cells. Although essential to PvCelTOS prog-
1ess as a vaccing candiciate, is genetic diversity remains uncharted. Theretore, we inves-
tigated the PvCelTOS genetic polymorphism in 119 field isolates from five different
regions of Brazillan Amazon (Manaus, Nove Repartimento, Porto Velho, Placido de Castro
and Oiapoque). Moreover, we also evaluated the potential impact of nen-synonymous
mutations found in the predicted structure and epitopes of PvCelTOS. The field isolates
showed high similarity (99.3% of bp) with the reference Sal-1 strain, presenting only four
Single-Nucleotide Polymorphisms (SNP) at positions 24A, 28A, 109A and 352C. The fre-
quency of synonymous C109A (82) was higher than all others (p<0.0001). However, the
non-synonymous G28A and G352C were observed in 9.2% and 11.7% isolates, The great
majority of the isolates (79.8%) revealed complete amino acid sequence homology with
Sal-1, 10.9% presented complete homology with Brazi | and two undescribed PvCelTOS
sequences were observed in 9.2% fieid isolates, Concerning the prediction analysis, the
N-terminal substitution (Gly 10Ser) was predicted to be within a B-cell epitope (PvCelTOS
Accession Nos. AB194053.1) and expesed at the protein surface, while the Val118Leu
substitution was not a predicted epitope. Therefore, our data suggest that although G28A
SNP might interfere in potential B-cell epitopes at PvCelTOS N-terminal region the gene
sequence is highly conserved among the isolates from different geographic regions, which
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is an important feature to be taken into account when evaluating its potential as a vaccing
candidate.

Author summary

Cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites (CelTOS) presents a pivotal role in
the cell traversal of host cells in mosguito and vertebrate hosts. For this reason, it has been
considered a potential novel alternative for a vaccine against malaria caused by P. falcipa-
rum. However, little is known about its orthologous P, viviax CelTOS. Although the
genetic diversity of this protein could be a limiting factor for acguisition of immunity and
present implications for an effective vaccine development, it has never been explored.
Thus, considering that the epidemiology of malaria in Brazil presents varnable transmis-
sion rates and the knowledge on the genetic polymorphism of PyCelTOS remains
unknown, we aimed 1o identify the preeltos gene in solates from five different regions of
the Brazilian Amazon and to study the potential impacts of the genetic diversity of PvCel-
TOS in protein structures and predicted epitopes. Our findings indicate that PyCelTOS is
an extremely conserved protein, presenting only four SNPs in the entire sequences of field
ssolates from Brazilian Amazon, The two non-synonymous mutations found in our field
isolates presented no significant effect on the protein structure and a very low impact on
potential T and B-cell epitopes indicated by our epitope prediction. Collectively, our data
suggest that the small need to avoid the immune recognition by the human host and its
importance on the parasite’s survival and transmission reflects a very conservative profile
of pveeltos gene in field samples from Brazil and other endemic areas worldwide.

Introduction

Malaria is an infectious parasitic disease with high prevalence and morbidity. Globally, it is
cestimated that 3.2 billion people in 95 countries and territories are at risk of being infected and
develop the disease. In 2015, malaria caused an estimate of 438,000 deaths, mostly in African
children [1], Among the protozoa species causative of human malaria, Plasmodium vivax,
although less prevalent than P. falciparun: i absolute numbers, presents the world's largest
spread, an increasing morbidity | 2] and became the main cause of malaria outside Africa. In
Brazl, although there are three species of Plasmodium that cause malaria (P, faiciparums, P,
vivax and P, malariae), approximately 87% of the 142,000 cases reported in 2015 were caused
by P.ovivax [3]. Thus, it is extremely important to develop new methods and intervention strat-
egies to block or reduce this transmission.

Significant effort and progress on P. vivax control have occurred over the last years, but the
understanding of P, vivax biology is still crucial to develop potential vaccines and to achxeve
the goal of eliminating malaria. The ability of the Plasmodium to recognize, and then invade
hepatocytes or red blood cells, is central to the life cycle and also to the disease process, During
the pre-erythrocytic stage, it is well established that Plasnadaom sporozoites migrate through
Kupfer cells and several hepatocytes before finally infecting a hepatocyte. Therefore, antigens
located on the surface of the parasite or specifically in apical organdles of the parasite during
this stage have been suggested as a target for a better understanding of Plasmodium lifecycle
and, consequently possibly used as vaccine [1], In this context, the Cell Traversal protein for
Ookinetes and Sporozoites (CelTOS) has been considered a new alternative for vaccine
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development [5,6], This protein, secreted by micronemes, is important to the success of cell
crossing by sporozoites and ookinetes, and also hepatocyte invasion carried out by sporozoites.
Studies have shown that the disruption of the Cel TOS gene encoding, in P. berghes, reduces the
infectivity in the mosquito host and also the infectivity of the sporozaite in the liver, almost
eliminating their ability 1 cell pass [7]. In addition, the CelTOS is necessary for the motility of
the parasite in both the mosquito vector and the human host, being determinant for the suc-
cess of malaria infections [8]. Recently, studies from Jimah et al. suggested that the CelTOS is
responsible for breaking the cell membranes from the inside of infected human and mosquito
cells o enable the parasites to exit and complete the traversal process (Jlmah et al 2016). In
refation 1o its potential as a vaccine candidate, antibodies against PECelTOS were able to inhibit
sporozoite traversal of hepatocytes 9], and induce protection in animals [10]. In humans,
PFClTOS denvative peptides elicited proliferative and 1FN-y responses in ex vivo ELISPOT
assays wsing peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from irradiated sporozoite-immu-
nized volunteers [4] and recombinant PICeITOS were recognized by naturally acquired anti-
bodies from exposed populations living in highly endemic areas from Affrica [ 11]. However, all
those previous studies used CelTOS protein of P. falciparm and/or P. bergher. Despite the
antigenic and immunogenic properties of PICeITOS, there is only one recent finding concern-
ing the antigenic potential of its counterpart in £, vivax, the PvCdTOS, whose naturally
acquired antibodies were able to recognize the recombinant protein [12].

Although essential to the development of its potential as a vaccine candidate, there is no
available published data on the identification of pveeltos gene in field isolates and the evalua-
tion of its genetic diversity in endemic arcas. In fact, the extensive genetic diversity in natural
parasite populations is a major obstacle for the development of an effective vaccine against the
human malaria parasite, since antigenic diversity imits the efficacy of acquired protective
immunity to malaria [13]. Despite the genetic diversity, which is one of the most prominent
features of P. vivax infections, there Is also a pauaty of information on cdtos gene polymor-
phism. Such data have importance in documenting the parasite genetic diversity changes and
contribute to malania control interventions in the future, Therefore, we proposed to identify
preeitos gene isolates from different regions of Brazilian Amazon and to study the potential
impacts of the genetic diversity of PvCelTOS in protein structures and potential epitopes
through bioinformatics tools.

Methods
Study sites and blocod sample collection

Most cases of malaria in Brazil are concentrated in the Amazon Region, an endemic area for
the disease [11). Therefore, the study was carried out in five different regions of Brazilan Ama-
zon (Fig 1). A subset of 81 patients was analyzed out of 312 individuals previously evaluated by
Cavasini et al (2007) [15] {21 individuals from Plicido de Castro, 9 individuals from Oiapoque,
25 individuals from Novo Repartimento and 26 mdividuals from Porto Velho) and, addition-
ally, blood samples were collected from 38 P. vivax infected individuals from Manaus, Thus, a
total of 119 blood samples were used in this study.

Plicido de Castro (PLC), is a city 90 km far from the capital of the State of Acre, located in
Western Brazilian Amazon, with a population of 17334 thousand inhabitants (16% aged
above 18 years, at 153 meters above sea level, with a territorial area of 2,047,000 km?, latitude
of -09" 58' 29" and longitude of 67° 48" 36", where the main economic activities are catthe
breeding, rubber agriculture and farming, Active malaria transmission takes place during all
periods of the year,
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Fig 1. Geographical map showing the five study sites and the respective Annual Parasitic Incidence (AP1)
(SIVEP-Malaria).
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Otapoque (OIP), Amapi State, located in the Brazilian Eastern Amazon, a mining gold
area, with 17,423 a thousand inhabitants, presenting latitude of 03° 49 58" and longitude of
51" 49" 51",

Manaus (MAO), the capital of Amazonas State, located in the Northern Region of Brazil,
with a population of more than 2 million people. [1 15 the most populous city of Amazonas
state, presenting latitude of -03" 06" 07" and longitude of 60" 01 3"

Novo Repartimento (NR), is a city 600 km far from Belem, capital of the State of Para,
located in Brazilian Eastern Amazon, with 47,197 thousand inhabitants, at 460 meters above
sea level, with a territorial area of 11,407 km®, presenting latitude of 04° 19° 5™ and longitude of
49" 47" 47", whose main economic activities are cattle breeding, commerce of manufactured
products and farming, [t presents active malaria ts ission from | v to December, with
around 2,000 heterochthonous and autochthonous cases.

Porto Velho (PVL), capital of the Ronddnia State, Jocated in Western Brazilan Amazon,
with a population of 360,068 thousand inhabitants (16% aged above 18 years), at 85 meters
above sea level, with a territorial area of 34,082 km®, latitude of 08" 45' 43" and Jongitude of
63° 457 43", where the main economic activities are cattle breeding, rubber agriculture, wood
exploration and farming Active malaria transmission takes place during all pertods of the
year. The distances between the study sites are shown in Table |
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Tabie 1. Distance in km betwean the five study sites.

| Distance (km)
Locality [ o ' MAO _ NR ‘j PVL
oP ! = ! = ! o =
MAD | 1,196 | . .
NR | %B | 1 1 14} i =
PLC 2413 1,118 2024 i 393
OIP: Orapogque, AP, MAO: Manaus, AM NR: Nova Repartimento, PA: PVL: Porto Velho, RO, PLC. Placido
de Castro, AC,
6o 10137 1 ourmat prtrd. 0005344 1001

All P. vivax participants were enrolled according to the following criteria: sought medical
assistance for dinical malarsa symptoms, presented uncomplicated malaria symptoms,
were > 18 years of age, and had a positive P. vivax malaria diagnosis. Pregnant women,
patients < 18 years of age, and P. vivax- and P. falcsparum-infected individuals were excluded
from the study. Thin and thick blood smears were examined for the identification of the
malaria parasite by a technician expenienced in malaria diagnosis from the Brazilian Malaria
Henlth Servaces, Thick blood smears from all of the subjects were stained with Gi anda
total of 200 microscopic fields were examined under & 1,000-fold magnification. Thin bood
smears of the positive samples were examined for species identification. To increase the sensi-
tivity of parasite detection, molecular analyses using specific primers for genus (Plasmodium
sp) and species (P. falciparion and P. vivax) were performed in all of the samples as previously
described. Donors positive for P, vivax and/or P, falciparion at the time of blood collection
were subsequently treated by the chemotherapeutic regimen recommended by the Brazilian
Ministry of Health,

Ethical considerations

The study protocol was approved by the Research Ethics Committee of each locality, which
included obtaining the following patients’ written consents for research use of their blood sam-
ples: Belém (Novo Repartimento/PA): 68473-970; Porto Velho (CEPEN): 76812-329; Rio
Branco (Hospital Geral de Plicido de Castro/AC): 69928-000; Oiapoque (Hospital Municipal
do Orapoque/ A P): 68980-000; Manaus {CEP-FIOCRUZ): 346-613. Written informed con-
sents were obtained from all adult donors or from the parents of donors in the case of children,
All the procedures adopted in this study fully complied with specific federal permits issued by
the Brazilian Ministry of Health.

Genomic DNA extraction

The DNA was extracted from blood ssmples using the QIAamp DNA blood midi kit (QIAgen)
according to the manufucturer’s instrections and stored at -20°C until amplification.

Design of PvCelTOS specific primers

The prceltos gene is conserved among different species of Plasmodium and to obtain that of P.
vivay, specific primers were designed using standard gene sequences of P. vivax Salvador-1
strain from NCBI database with Accession Nos, AB194053.1. All oligonucleotides were
checked for specificity by using the Primer-BLAST tool provided by the National Center for
Biotechnology Information (hitp://www nebealm nib govitoold primer hlag/), The forward
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primer (5 CCCCCAAAGGUAAAATGAACAA-Y) corresponded position 20 to 41 of the
prceltos gene sequence and the reverse primer (3 AACTCATCTTCAGCTTCTTCCTC-3Y)
corresponded to position 569 to 547. The specific primers were chemically synthesized to per-
form PCR reaction and DNA sequencing,

PCR amplification of pvceltos gene

The pweltos gene was amplified 1o a conventional PCR method using the pair of prmers
PvCdTOS 5'—CCOCCAAAGGCAAAATGAACAA—Y (forward) and PvCelTOS 5—AACT
CATCTTCAGCTTCTTCCTC—3 (reverse). Amplification of the pweltos gene was conducted
in a reaction volume of 25 pl, using 1 ul of DNA, 10 pmol/pl. of each primer and the Master
Mix kit {Promega) containing Taq DNA polymerase, PCR buffer and 10 nmal of each deoxy-
nucleotide triphosphate (ANTP, Promega, Madison, W1 USA}. The conventional PCR reac-
tions were carried out using a GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystem) and the
cycling conditions were as follows: one step at 95°C for 2 min.; 30 cycles a2 95°C for | min,,
57°C for I min. and 72°C for | min; and a last step at 72°C for 1 min. In all reactions two neg-
ative controls were used (one without DNA and other with DNA extracted from in vitro cul-
ture of P. falciparum PSS strain) and a positive control (P, vivax-infected sample). To confirm
the presence of DNA from the i vitro culture of P. faleiparum and that the lack of amplifica-
tion was due the specificity of the primers for PyCaTOS, we performed the amplification of
the P. falciparum P126 gene fragment and electrophoresis as previously described [10]. More-
over, three P, vivax-infected samples from our study sites were randomly chosen, Five plL of
PCR product were submitted to electrophoresis in 2% agarose gel (Sigma) in 1x TAE bulfer
(0.04 M TRIS-acetate, | mM EDTA) in the presence of 10x GelRed nucleic acid stain (Blo-
tium) and afterwards the products were visualized by ultraviolet (UV) illumination. Sizing of
products was performed using a GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
Then, PCR fragments were purified using the GE Healthcare Lifesciences kit according to the
manufacturer’s protocol and sequenced,

DNA sequencing and polymorphism analysis

The specificity of the assay was confirmed by sequencing the PCR products from all positive
samples using a Big Dye terminator sequencing kit (Applied Biosystems) following the manu.
facturer’s instructions. The DNA sequencing was carried out on the 3730<] DNA analyzer
(Applied Biosystems) and the results were analyzed using DNASTAR's sequence alignment
software to sdentify polymorphism relative to the Sal-1 reference sequence from NCBL

3D model and electrostatic analysis of PvCelTOS

The 3D structure of PvCelTOS was predicted wsing the Robetta algorithm [17]. The amino
acid sequence was retrieved from NCBI under Accession Nos. AB194053.1. The Robetta is an
automated algorithm for predictions of the 3D structure of proteins through ab imtio and
comparative modeling. The first step is the search for structural homologs using BLAST | 15]
or PSI-BLAST [19]. In the protein sequence, the target primary structure is broken down into
separated domains, or independently folding units of proteins, by comparing the sequence to
structural families in the Plam database [20]. Domains with homolog structures follow a tem-
plate-based modeling protocol. The final five structures are selected by taking the lowest
energy models as determined by the Rosetta energy function. The electrostatic surface was cal-
culated with the Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) software [21] integrated with
Pymal, The APES software solves the Poisson-Boltzmann equation in order to describe
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electrostatic interactions between solute in aqueous sofution. Continuous electrostatics plays a
very important role in determining lgand protein and protein. protein binding kinetics.

Prediction of linear B-cell and T-cell epitopes

The prediction of linear B-cell epitopes was carried out using the program BepiPred [22). This
software tukes a single sequence in FASTA format input and each amino acid receives a pre-
diction score based on Hidden Markov Model profiles of known antigens and incorporates
propensity scale methods based on hydrophilicity and secondary structure prediction. For
ecach input sequence the server outputs a prediction score. The positions of the linear B-cell
cpitopes are predicted to be located at the residues with the highest scores. In order to consider
agiven region as a valid linear B-cell epitope for PvCel TOS, the cut-off value 0f 0.35 was used
to warrant similar values of specificity (0.75) and sensitivity (0.49). Therefore, the epitope
score represents the average of the scores of at least elght consecutive amino acids above the
cut-off, and the sequences with higher mean values were chosen as potential linear epitopes.
The differential binding of T-cell epitopes spanning the full PvCel TOS sequence were made
on 4/18/2016 using the TEDB analysis resource Consensus tool | 23] which combines predic-
tions from ANN aka NetMHC (3.4) [24.25], SMM [26] and Comblib [27]. Considering lengths
of 9 mers, the prediction score of each length was evaluated against 26 of the most frequent
HLA alleles (HLA-A'01:01; HLA-A'02:01; HLA-A"11:01; HLA-A"23:01; HLA-A'25.01;
HLA-A"26:01; HLA-A"3001; HLA-A"31:01; HLA-A"32:01; HLA-A"68:01; HLA-B"(8:01;
HLA-B"1501; HLA-B"18:0); HLA-B"35:01; HLA-B"38:01; HLA-B*39:01; HLA-B*40:01;
HLA-B"46:01; HLA-B*48:01; HLA-B"51:01; HLA-B*53:01; HLA-B*57:01; HLA-B*58.01;

HLA-C*(4:01; HLA-C*05:01; HLA-C* 07:01). Peptides with median ¢ percentile rank
20.0 as predicted binders and at least 60% of HLA binding frequency was considered potential
T-cdl epitopes.

Statistical analysis

The one-sample Kolmogorov-Smirnoll test was used 1o determine whether s variable was nor-
mally distributed. Differences in proportions of haplotypes frequencies between studied locali-
tics were evaluated by the Fisher's exact test using Prism 5.0 for Windows (GraphPad
Software, Inc.). A two-sided P value < 0,05 was considered significant. Sequences were aligned
using CLUSTAL X2 and the number of segregation sites (S), number of haplotypes, nucleotide
diversity (n) and haplotype diversity were computed using DnaSP v5 [ 23], The Tajima's D test
[29] for determining departure from the predictions of the neutral theory of evolution was also
estimated with DnaSP v5, The genetic differentiation between populations was investigated
evaluating the rate of fixation (Fyy) by analysis of molecular variance (AMOVA) implemented
in ARLEQUIN v3.5.2.2 [30] and significances were estimated using 10,000 permutations. The
significance Jevel was adjusted by Bonferroni correction for multiple tests.

Standardization and molecular characterization of PvCelTOS in the
studied regions

In order to Identify the gene encoding the PvCelTOS in isolates from Brazilian endemic aress,
119 blood samples from infected individuals living in the cities of Porto Velho, Plicido de Cas-
tro, Manaus, Novo Repartimento and Oiapoque had the DNA extracted and subjected to
molecular diagnosis by PCR, The primers designed from the Primer-BLAST program and
PCR analysis by agarose gel revealed the amplification in 100% samples. All field isolates
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Fig 2. PCR ampification of the pvcaltos gene. Fig 2 shows inLane 1: 100 bp Motecutar Marker: Lane 2
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réected sample ), Lanes 6, 7 and 8: samples; Lane 9 100 bp Molacular Marker
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presented only one type of fragment corresponding to 550 base pair (bp). In addition to these

samples, P. falciparum specimens were also tested, but proved negative for PCR amplification

of the pweeltos gene (Fig 2). Therefore, the 119 samples from individuals infected with P. vivex

amplified by PCR were subjected to sequencing reactions in order to screen the possible single
nucleotide polymorphisms of the gene encoding the PvCelTOS

Pvceltos gene is highly conserved among field isolates, but presents few
synonymous and non-synonymous mutations at specific positions

Standard gene sequences of P. vivax Salvador-1 (Sal-1) encoding PyCelTOS were aligned to
sequences from different regions of Brazilian Amazon tsolates. Identification of varaants and
novel haplotypes was done and our interpretations were confirmed with available standard
gene sequence of the P vivax CelTOS in PubMed database. The polymorphism wdentification
in the gene encoding the PvCelTOS from our studied regions revealed that all isolates had a
high degree of similarity in relation to base pair alignments with the reference strain (99.3%).
However, from the 550 bp sequenced and aligned, four nucleotide bases (0.7%) presented
mutations in specific bp positions (24, 28, 109 and 352), shown in Table 2. Interestingly, we
did not detect point mutations in a single field or geographic area and all SNPs were present in
at keast two isolates and two sampling localities. Even with the high conservation degree of
preeftos gene sequence, 85% of the studied isolates presented at least one SNP in relation to the
reference strain, As shown in Fig 3o, the synonymous mutation C109A was present in 82%
field Bolates and was significantly higher than all other 3 mutations {p<0.0001), while the
other synonymous mutation C24A was the least frequent mutation. Two non-synonymous
mutations, G28A and G352C, which represent the substitution of Glycine for Serine and
Valine for Leucine, respectively, were also detected in frequencies of 9.2% and 11.7%, respec
tively. In addition, regarding the endemic areas studied, the higher frequency of CHSA was
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Tabie 2. Mutations and corresponding amino acld substitutions in pvoeltos gene.

. 2024 281030 10910111 | 35210354
WidType | C€CC ! Sae ! CGG ! G716
Mutants | ) A A C--
| 8 ! 10 ! ki ! 18
Wild Type | Pro Gly Arg | Val
Mutants i Ser = Leu
Nudeotide and amino acd positiors

gk 10,1371 ourmal. prid. 0005344.1002

mamtained in all localities. Manaus presented the highest diversity, since we detected all four
mutations among the 38 samples, while Porto Vdho presented the lowest diversity, with only
the synonymous mutation C109A, Lastly, in field isolates from Plicido de Castro, the non-syn-
onymous SNP G352C was also significantly higher than C24A (p = 0.0086) and G28A

(p = 0.0480), while in all other localities this predominance did not occur (Fig 1b).

PvCelTOS haplotype frequency in field isolates

Only 18 fsolates (15%) maintamed their sequences identical to the reference strain in positions
24, 28, 109 and 352 (H1 = CGCG), Furthermore, the mutations resulted in nine different hap-
lotypes (H2 = AGCG; H3 = CACG; H4 = CGAG,; H5 = CAAG; H6 = CGAC; H7 = AGAG,

H8 » CAAG; H9 = AAAG), whose frequencies are shown in Table 1. Among all field isolates
studied the haplotype H4 presented the highest frequency and was significantly higher when
compared 1o the reference H1 (p<0.0001), On the other hand H2 (p<0.0001), H3

(p = 0.0002), H5 (0.0328), H7 (p = 0.0028), H8 (p<0.0001) and HY (p<0.0001) presented sig-
nificantly lower frequencies when compared to H1. However, regarding these haplotypes
obtained from human isolates from the Amazon regions, we could not determine a genetic

1oL
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Fig 3. Analysis of genetic diversity of PWCEITOS in Plasmodium vivax isolates. (A) Fig A repressnts four mutalions in
specitic bp positions (24, 28, 108 and 352). (B) Tha graphic represants the frequency of mutatons in isolates from aach
studhad locaiity. The biack bar indicates the synorymous mutaton C24A; e gray bar, the non-synanymous mutations
G2BA; the striped bar, the synommous mutabion C103A and fie while dotted bar represents the no-gynony Gas2c
(*) Indicates that he ditferences batween e frequancy of SNP C108A was highear than that of other mutatons by exact
lest and [+) indicates that the Trequency of SNIP BG352C was higher than the frequency of SNPs C24A and G28A by
Fishar's. (*): p<0.05: (") p<0.01;{** *): p<0.0001.
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Table 3. Distribution of PvCelTOS haplotypes among five studied localities of Brazillan Amazon,

Haplotypes PvCeiTOS—n (%) (Nucleotide positions 24, 28, 109 and 352—CGCG)
Locality | Rof.strain—H1 H2(AGCG) M3(CACG) M4 (CGAG) ‘ c‘l:m HE(CGAC) H7(AGAG) HB8(CAAC) HI(AAAG)

: {._.fcaca) . , ! ,
Manaus(n=38) | 5(18.1%)  1(26%) | -  22(578%)°"" 4(105%) 37 3@ 0 - | -
NovoReparimento 3(12%) - 1(8%) | IB{BA%)*T | 1(d%)  3(12%) - 1(4%) E

(n=25) ! | ! ! ! ! !
Placidode Castro | 3 (14.3%) . 148%  10(47.6%)° - 7133.3%) - - .

fn=21) . ! ! ! ! ! ! }
PotoVelho(n=26) 6(31%) - - 20(%89%*tt - - | - — —
Olpoque (n=9) | 1(11.1%) B 3 A4e4%)  2(222%) - 101 - 1{11a%)

Total (nw 118)  18(15.1%) I(O.B%'" 2(1N)"' n(mm)'" T (5.9%) ¢ uuuw) 4(34\0" 1(0304'” 1(0.8%) ***
The valuas reprasent e number and fraquancy (%) of found haplotypes on each studiad locaity, H4 represents the consensus sequence. (*) Indicates

that the ditfermnce the imquences of haplotype and rederence strain (H1) was signdicant by Fisher's axact tast.
(" p=0.05;

(**): pe0.01;

(***): p<0.0001.

00101371 fowrnal pritd 0005344 1003

structure based on the localities. Therefore, we observed that H1 and H4 were present in all
studied Tocalities while H2, H8 and HY were detected in only a single locality (Manaus, Novo
Repartimento and Qiapogue respectively). Even though the haplotypes could not be segre-
gated according to their geographic origin, Manaus and Novo Repartimento presented the
highest diversity of fidd isolates with six different haplotypes, while Porto Velho presented the
lowest diversity, with only two haplotypes, which were commeon 1o all localities (H1 and H4).
Interestingly, despite the difference in number of field solates, Opoque p ted a high
diversity of preeitos gene sequence with five haplotypes while only four different haplotypes
were detected in Mlacido de Castro (Tabie 3). Due to the very high similarity among sequences
from different hic origins and the consequent back of phylogenetic signal, it was not

SYURTEY L)

possible to analyze the haplotypes in reliable clades.

Population genetic analysis
We sequenced prvellos gene (positions 19-569) of 119 samples collected from five regions of
Brazlian Amazon. From the alignment with reference strain (Sal-1), four distinct SNPs were
identified. Two SNPs were synonymous (C24A and 109A) and two were non-synonymous
(G284 and G352C). The nudeotide diversity (=) for praeltos of 119 seq es analyzed was
000141 £ 0.00014. The highest nucleotide diversity was observed in the Osapoque group
(0.00202 = 0.00044), followed by the Plicido de Castro group (0.00161 £ 1.00029). Among
all 5 populations, Porto Velho sequences displayed the lowest nucleotide diversity
(000067 = 0.00017) as expected, since only one SNP was detected in this group (Table 4). Sim-
ilarly, parasites from Oiapoque presented the highest estimate of haplotype diversity (FH)
(0.806 1 0.014) whereas parasites from Porto Velho showed the lowest H, (0.369 £ 0.091).
Haplotype diversity was similar among the other studied areas (Table 4). The Tajima’s D test
was performed to asses i there is selective pressure on the pyeeltos gene. Although the Tajima’s
D values ranged between -0.279 and 0,699, tests showed no significant departures from neu-
trality in all studied areas, indicating no significant selection in the pweeltos gene (Table 1),
Pairwise comparisons between cach parasite population were p«furmzd using !hc Fyr sta-
tistics to check whether there wats indicative of genetic differentiati ¥
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Table 4, Comparison of genetic diversity among isolates from Brazil,
No. of sogregating sites (S) |~ No.of haplotypes  Haplotype diversity (HJ  Nucleotido diversity () ~ Tajima's test

Novo Repartimento 3 8 nse | 0.00142 . +boas™
Manaus 4 6 066 | 0.00153 e
Olapogque 3 5 08 0.00202 0.025™
PortoVelho 1 2 037 | 0.00067 . Dese™

Plicido de Castro a 4 067 | 0.00161 | 016%™
All samples 4 @ 061 0.00141 0,077

The extent of prealios Qens SAgUANCE Comesponds o nudeoidas 19-563 (reference clone Sal-1).
= not significant {p > 0.10)

10i10.1371 foueral prid 00053441004

populations, but all Fyy values were non-significant, suggesting lack of genetic differentiation
between the ssudied populations (Table 5).

Non-synonymous mutations reveal low diversity of PvCelTOS protein
sequence in relation to genome sequences available worldwide

The detected non-synonymous mutations characterized the specific amino acid substitutions
in positions 10 {Glycine for Serine) and 118 (Valine for Leucine), As observed in the protein
sequence alignments, PvCelTOS also presented high amino acd sequence conservation
degree, since only 24 tsolates (19.2%) presented non-synonymous mutations and had different
sequences in comparison with the reference Sal-1 strain, whose frequency was significantly
higher than all other protein sequences found in our field isolates (79.8%; p<0.0001). There-
fore, we subsequently aligned the protein sequence of these mutant fiedd tsolates in relation to
other three hypothetical CelTOS protein derivatives from P. vivax genome data available in
PubMed protein database (Fig 4a). Only 13 isolates {10.9%) presented sequences identical to
Brazil I strain and none of our fidd isolates presented complete homology with North Korean
and India VII strains, however both Asian strains also presented mutations in C terminal
region at pasition 178 (Lysine for Threonine) that was not detected in our Amazon isolates
Interestingly, the N-terminal mutation at postion 10 (Glyl0Ser) was never detected in avail-
able sequences, but it was present in 9.2% of our field samples. Regarding the five regions stud-
ledd, all tsolates from Porto Velho presented full homology with Sal-1 amino acld sequence,
while in other regions the frequencies of mutant sequences ranged from 21% to 44% (Fig 4b).
Noting the diversity identified following the pweftos gene, our data indicate that it is limited in
isolates from different regions of the Brazilian Amazon. However, these two non-synonymous
mutations found may have an impact on the protein folding and also influence its potential as
an epitope.

Table 5. Genetic differentiation between samples from Brazdl, measured by pairwise £, values.

) ) | Novo Repartimento | Manaus | Oispoque | Porto Veiho
Manaus | 0.NSs | - | - | A
Olapoque | 0.056 | 0.010 . - _ .
Porto Velho | 0.036 | 0.015 | 0.156 | -
Placido de Castro 0004 | 0048 | 0.143 | 0123

The Fyy values are not significant atter Borderrond corection (p > 0.05).
#oi 10,1371 fowrml pridd 00053441005
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Non-synonymous mutations could modify the potential of predicted B-
cell epitopes but not for Tcpe. epitopes.

Fig 5a depicts the electrostatic potential around the mutations. The region encompassing
Arg37 shows a strong negatively charged surface. The Lys178 position showed the same nega-
tive pattern, while Vall 18 and Gly 10 are positively charged. Pro8 region Is mostly neutral.
Arg37 and Vall18 are part of a stable alpha helix structure, whereas Pro8, Gly10, and Lys1 78
belong to flexible loop strictures. Also, all residues are exposed to the surface, except Argd7
which is hidden inside the negative pocket. As shown in F'ig 5b four high scored potential lin-
ear epitopes with at least eight amino acids were identified in the entire protein sequence
(Lysé-Asnl3; Gly38-Arg57; llel136-Glu143 and Lys166-Ser191), The prediction scores ranged
from 0.97 to 1.17 and no immunodominant epitopes could be identified by this approach.
Considering that two of noni-synonymous mutations were inserted in predicted B-cell linear
epitopes (Gly10Ser and Lys178Thr), we analyzed the prediction scores of mutate epitopes.
Interestingly, the C-terminal mutation Lys178Thr, observed only in Asian strains, North
Korean (KMZ96916.1) and Indian VI (KMZ78086.1), resulted n a slight increase of the pre-
dicted score; while the N-terminal mutation Gly 10Ser, observed in our Brazitian solates
Ser10-Valli& and Ser10-Leul 18, resulted in a decrease of the predicted score for an epitope
(Fig 55). On the other hand, the predicted Tipg. epitopes were conserved among all known
strains and isolates, once non-synonymous mutations were not observed inside these epitopes.
Analyzing the full sequence of PvCel TOS, six Tipg, predicted epitopes pr
score smaller than 20 and were predicted to be recognized by more than 60% of analyzed HLA
(Fig 59). Among these epitopes, the sequence RVSEDAYFL (PvCelTOSy 5 14y ) was considered
a potential promiscuous Ty, epitope, since it was predicted as bonded by 81% of evaluated
HLAsand pr d a mean a wore of 1181, However, the potential of predicted epi-
topes as target of immune response and the effects of mutations on immune response against
PrCed TOS remain unexplored,
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A)
Glyl0Ser
Valll8Leu
B)
ProB Gly10Ser  Argd7 Valt18Leu Lys178Thr
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Discussion

Cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites (CelTOS) has been considered a potential
novel alternative for a vaccine against malaria. Although the biological function is not
completely elucidated, its pivotal role in the cell traversal of host cells in mosquito and verte-
brate host is important to a successful hepatocyte traversal and infection. Immunologic studies
have demonstrated that CelTOS is target of naturally acquired cellular [£] and humoral
response in exposed individuals [9]. However, one of the major obstacles to malana vaccine
development is still the low efficlency in inducing protection, which, in part, can be explained
by genetic polymorphisms encoding different proteins used as immunogens [21]. In this con-
text, the genome sequence of various organisms and the advances in biinformatics have revo-
lutionized the field of vaccinology, allowing the identification of vaccine candidates presenting
low antigensc variation. Actually, several studies concerning the genetic diversity of Plasmo-
dium spp. have described P. vivex and the gene coding for antigenic determinants such as cir-
cumsporozoite surface protein (CSP) [12], Merozaite Surface Proteins (MSP) [33), Dufty
Binding Protein (DBP) [34] and Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1) {35], (Reviewed by
[36]). In fact, the genetic diversity of these proteins in hyperendemic areas has been described
as a limiting factor for the rapid acquisition of protective immunity, and as a consequence for
the devdopment of an effective vaccine. Moreover, the antigenic polymaorphism of P. vivax
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vaccine candidates has been little discussed in unstable transmission areas such as the Brazilian
endemic areas. Thus, considering that the epidemiology of malaria in Braxil presents unstable
transmisston and the knowledge about the genetic polymorphism of P«CelTOS remams
unknown, we aimed to identify the prceltos gene in isolates from different regions of the Brazil-
ian Amazon and to study the potential impacts of the genetic diversity of PvCelTOS in protein
structures and predicted epitopes.

The identification and evaluation of the genetic diversity of pwedtos gene in isolates from
different geographic regions has not been previously studied and this was the first report,
Despite the large distance among the studied localities and the possible existence of a gene
flow of Plasmodium vivax genome among the studied populations which, assocated with
migration of people, could promote the gene flow of the parasite [27], our first results showed
that pvceltos gene is highly conserved, presenting only 4 SNPs along its entire sequence, 2 syn-
onymous and 2 non-synonymous mutations. This high conservation degree was expected,
once it has been shown that CelTOS amino acid sequence is partially conserved even among
three different Plasmodiun species (P. vivax, P falciparum and P. berghed) {7]. In relation to
specific P vivax celtos gene, there is a paucity of information available. In fact, it was described
for only four different strains used in complete genome studies: Sal-1, Brazil I, North Korean
and India VIL Therefore, even with the high conservation degree of pyvceltos gene sequence in
relation 1o the reference strain Sal- 1, all these strains also presented at least one SNP. In our

dudied isolates, the synony mutation C109A was predominant and sigmificantly higher
than all other 3 mutations found, while the other synonymous mutation C24A was the lesst
frequent mutation. It is important to mention that this predominant mutation (C109A) is also
present in human P01 strain, a new reference genome for P. vivax from an Indonesian clinical
isalate [38], Classically, synonymous changes were thought to have no effect om the protein
and were called silent, however, recent studies show that even synonymous nucleotide changes
can affect protein folding and function [34-41] (Reviewed by [42]). Indeed, in maost of the
gene encoding proteins, the rate of synonymous substitutions is higher than the rate of non-
synonymous substitutions, a condition known as purifying selection, and this has been dem-
onstrated in other Plasmiodium proteins, such as PEAMA-1 |43, Interestingly, in rdation to
precitos we observed a perfect balance of synonymous and non-synonymoss substitutions in
the few polymorphisms found in all gene sequences among geographically distinet isolates

This balance and the low diversity observed could raise at least two hypothests: fisstly, & pos-
sible low selective pressure of the immune system against this antigen, which can be corrobo-
rated by recent findings from Longley and colleagues that demonstrated a low frequency of
naturally acquired antibodies against PvCelTOS in comparison with other sporozoite antigens
such as CSP [44]; secondly, the high importance of this protein in sporozoite and ookinetes
traversal process could be a consequence of this high conserved profile observed in the
sequences of our study. Therefore, aiming to evaluate the degree of diversity of PyvCelTOS in
different field isolates from Brazilian Amazon, we also compared the amino acd sequence of
each feld isolate with the reference strain (Sal-1) and the three other hypothetical CelTOS pro-
tein derivatives from P. vivax genome (Brazil I, North Korean and India VI Curiously, our
isolates pr i higher similarity in relation to the reference strain than o Brazil | strain
which p ted identical sequences in only 12 solates. Additionally, none of our field isolates
presented complete homology with North Korean and India VII strains, both Asian strains
presented a mutation in C terminal region at position 178 that was not detected in our Ama-
zon isolates, Moreover, we observed an N-terminal mutation at position 10 (Gly10Ser), which
had never been detected in available sequences, but was p tin 9.2% of our field samples,
as isolates Ser10-Leul 18 and Ser10-Vall18. This mutation was present in three distant study
localities (Manaus, Novo Repartimento and Plicido de Castro) and it was more frequent than
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the sequence of Brazil | straim in Novo Repartimento and Placido de Castro, Interestingly,
although the distance from Novo Repartimento, Plicido de Castro and Manaus to Olapoque
could difficult the gene flow and thus explain the absence of this mutation in Olapogue popu-
lation, the low frequency of gene flow promoted by the distance would not be the reason for
the absence of this mutation in populations; since Porto Velho, which is closer to Placido Cas-
tro {the locality with the highest frequency of this mutation), did not present this mutation.

Unfortunately, due to this high similarity degree we could not determine a genetic structure
based on the localities, and the sequences and haplotypes could not be eligible to construct a
phylogenetic tree. However, it was possible to identify 9 different haplotypes of picetos amaong
the 119 P. vivax field isolates from the Amazon regions that were analyzed. Regarding the
preeftas sequences, we observed that haplotype H1 and H4 were present in all studied localities,
however haplotype H4 presented the highest frequency and was significantly higher when
compared to the reference H1. These findings suggest a global distribution of parasites con-
taining similar preeltos genotypes. Moreover, the exsstence of the same haplotypes in different
malaria endemic areas will be important for the rationale of malaria vaccine designs.

Like other antigens of pre-erythrocyte stage, the immunity focused on CelTOS depends on
humoral and cellutar immune responses [10]. Antibodies induced by immunization with P.
berghei CATOS were able to recognize live as well as fixed P. berghei sporoznites [10] and
immunization with P, falciparun CelTOS dicits cross species protection against heterologous
challensge with P. berghei [9]. Despite this cross-species reactivity, the low degree of similarity
between the P. falciparum and P. vivix CelTOS (63%), and the knowledge that the protection
can be reduced by depleting T-cell subsets in immunized animals prior to the sporozoite chal-
lenge thus eliminating the contribution of cellular components in protection [10}, make cru-
cial the evaluation of both arms of the adaptive response against PvCel TOS to validate it asa
vaccine candidate. Addittonally, studies based on the genetic diversity of P. fulcipursom mero-
zoite surface proteins, have demonstrated that non-synonymous SNPs contribute to the vari-
ability of the parasite and provide escape from host immunity [45]. Thus, to assess the targets
of immune response in PvCelTOS and evaluate the potential effects of non-synonymous muta-
tions on immune response against PvCel TOS, we used o silico approaches to determine differ-
ences on predicted Tops, epitopes and linear B-cell epitopes among the reference strain
(Salvador-1) and mutant PyCelTOS. Firstly, four epitopes were predicted as linear B-cell epi-
topes on full sequence of PyvCelTOS. Interestingly, non-synonymous mutations could modify
the potential of these predicted epitopes, once the N-terminal and C-terminal described non-
synonymous mutations (Gly10Ser and Lys178Thr) were inserted in predicted linear B-cell epi-
topes and affected its prediction score. We hypothesize that this finding could not justify the
low frequency of responders observed in the unique work that evaluated the natural immune
response against PvCelTOS on exposed individuals from Western Thailand [ 44}, but it could
indicate the genetic diversity of Plasmadium vivax and therefore, its possible effects on
immune response can be considered in future studies. Moreover, it has been demonstrated
that few amino acid changes can prejudice the binding of peptides to MHC molecules, reduce
recognition by T cells or generate antagomistic peptides that inhibit activation of speafic T
cells by the MHC peptide complex (Reviewed by [412]). Therefore, in relation to potential T-
cell epitopes, six Tepy, epitopes were predicted as hypothetical promiscuous epitopes, present-
Ing an HLA binding frequency higher than 60% and a mean consensus rank smaller than 20.
Curiously, PWCdTOS has conserved T, epitopes among all different strains and isolates;
once there are not non-synonymous mutations inserted on any predicted T-cefl epitope. This
finding allied 1o the showed cellular response to Plasmodium falaparum CelTOS in exposed
individuals 5] supports the necessity to identify and validate PvCel TOS T-cell epitopes that
could be interesting on new vaccine approaches,
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P, vivax displays almost twice as much genetic diversity as P, falciparim in terms of SNP
diversity and gene family variability. This implies that the global population of P. vivax may
have a capacity for greater functional varlation, mainly in gene families assoclated with
immune evasion and erythrocyte invasion. In summary, our findings in PvCelTOS indicate
that the very low variations in gene sequences could suggest that this conservative profie is
important to the parasite’s survival and transmission. Moreover, although some studies have
shown the influence of positive natural selection on genetic variability of other P. vivax vaccine
candidates such as WAMA-1, PvDBP and PYTRAP [16-13], our epitope prediction results
indicate that the few CelTOS polymorphism in P. vivax is not maintained by balancing selec-
tion related to avoidance of immune recognition by the human host. However, future investi-
gations aiming the naturally acquired cellular and humoral immune response against
PvC TOS derived antigens are still needed to corroborate the potential of PvCelTOS as a vac-
cme candidate.

Genes and protein sequences used

Pasmodium vivax prCe TOS mRNA for Pv cell-traversal protem, complete CDs. Accession
number: ABI94053.1; 54 [Plasmodiiem vivax Sal-1] Accession number: XP_001617263.1;
Hypothetical protein PVBG_00206 [Plasmodium vivax Beaxil 1] Accession number:
KMZ84426.1; Hypothetical protein PVYNG_01740 [Plasmodium vivax North Korean| Acces-
sion number: KMZ 9%6916,1; Hypothetical protein PVIIG_00773 |Plasmodium vivax India
V1] Accession number: KMZ 78086, 1
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The cell-traversal protein lor ookneles and sporozoites (CelTOS), a highty conserved
antigen involved in sporazote maotiity, plays an important roie in the traversal of host cells
during the preerythrocytic stage of Plasmadium species. Recently, it has been consideraed
an attemnative target when designing novel antimalarid vaccines against Plasmodium
falciparum. However, the potential of Plasmodium vivax CelTOS as a vaccine target is
yet to be explored. This study evaluated the naturally acquired immune respanse against
a recombinant £ vivax CelTOS (PvCelTOS) (IgG and 1gG subclass) in 528 ndividuals
from Brazilian Amazon, as wel as the screening of B-call epitopes in sifico and paphds
assays 10 assodate the breadth of antibody responses of those individuals with expaosi-
tion and/or protection comelates, We show that PvCelTOS is naturally immunogenic in
Amazon inhabitants with 94 individuals (17.8%) showing specific igG antibodies against
the recombinant protan, Among respondars, the 1gG reactivity indexes (Ris) presanted
a direct correlation with the number of previous malaria episedes (p = 0.003; r = 0.315)
and inverse comelation with the time elapsad from the tast malana episods (p = 0.031;
r=-0.258}, Interestingly, high responders to PvCalTOS (Rl > 2) presanted higher number
of previous malana episodes, frequency of recent malaria epesodas, and ratio of eytophilic/
non-cytophilic antibodies than low responders (Rl < 2} and non-responders (Rl < 1).
Moreover, a high prevalence of the cytophic antibady 1gG1 over af other IgG subclasses
(p < 0.0001) was observed, B-cell epitope mapping revealed five immuncgenic ragions
in PvCelTOS, but no associations between the spedfic IgG response to peptides and
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Thrombaospondin-related adhasnve pratein (TRAP) & essential for sparozoite motilty
and the mvasion of mosquitoes” salivary gland and vertebrate’s hepatocyie and is,
thus, considered a promising pre-erythrooytic vaccine candidate. Despite the existence
of a few reports on naturady acquired Immune responss aganst Plasmodium vivax
TRAP (PYTRAPF), it has never been axplored so far in the Amazon region, so
rasults are conficting. Here, we characterized the (IgG and IgG subclass) antibody
rmactivity against recombinant PVTRAP n a cross-sactional study of 299 individuals
exposed to malaria mfection in three municipalities (Cruzeiro do Sul, Méncic Lima
and Guagara) from the Acre state of the Brazilan Amazon. in addtion, the full
PVTRAP sequence was screaned for B-cell epitopes usng i silco and in wtro
approaches. Frstly, we confirmed that PyTRAP s naturally immunogenic in the cohort
population since 49% of the Individuals were IgG-responders 1o . The cbserved
immune responses were manly drven by cylophilic igG1 over all other sublcasses
ard the 19G levels that was corslated with ape and tme of residenca n the
studiad area P < 0.05). Interastingly, only the levels of specific anti-TRAP 1gG3
saemed to ba associated with protection, as IgG3 msponders presented a significantly
higher time elapse since the last malarla epesode than those macorded for 1gG3
non-respendars, Regarding the B-call epitope mapping, among the 148 respandars
to PVTRAR, four predicted epitopes were confirmed by recognition of antibodies
(PVTRAPR1gy -te2r: PVTRAPEz37- 1256 PVTRAPpags-gazes and  PVTRAPE4ag-Ka54).
Naverthelass, the frequency of responders against theee peptides were low and did not
show a clear comalation with the antibody respanse against the corresponding antigen,
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