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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Juliana Aline de Souza Lemos

A malaria € uma doenca causada por protozodrio do género Plasmodium.
Estima-se que ocorram 229 milhdes de casos e 409 mil mortes decorrente da malaria,
a maioria causada por Plasmodium falciparum (P. falciparum). A infeccdo por essa
espécie é preocupante no Brasil, principalmente apds a descricdo de isolados com
susceptibilidade reduzida aos derivados de artemisinina no Suriname e Guiana
Francesa, alertando para o risco de surgimento e introducdo de resisténcia aos
antimalaricos no Brasil. Nesse contexto, o desenvolvimento de uma vacina tem sido
uma das principais estratégias para enfrentar esse problema. Entretanto, até o
momento nenhuma vacina licenciada atingiu eficacia de 75%, tornando importante a
busca de novos candidatos vacinais mais eficazes. A Proteina de Superficie do
Merozoito de Ligacao ao Duffy 1 e 2 (MSPDBL-1 e a MSPDBL-2) séo duas proteinas
gue se ligam diretamente a Proteina da Superficie do Merozoito 1 (MSP-1) na
superficie do parasito, formando um complexo na superficie do eritrécito através do
seu Dominio de Ligacdo ao Duffy (DBL) facilitando a invasdo do P. falciparum no
eritrocito. Considerando que a extensiva diversidade genética exibida pelo P.
falciparum é um fator importante para a evasdo do parasito ao sistema imune do
hospedeiro, acreditamos que a presenca de polimorfismos nas regides genéticas que
codificam as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode modular as respostas imune
celular e humoral especificas. Assim, nos propomos a identificar polimorfismos
genéticos e avaliar o impacto desses polimorfismos nas regifes potencialmente
antigénicas no DBL e no Antigeno Polimorfico Secretado Associado com Merozoitos
(SPAM) das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que
circulam em areas endémicas de malaria da Amazonia Brasileira (Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara) por meio de ferramentas de predicéo in silico. Nossos estudos
mostraram uma maior diversidade genética na regido génica que codifica a MSPDBL-
1 quando comparada a MSPDBL-2, principalmente na regido génica que codifica o
dominio DBL. Analise de predi¢do in silico de epitopos B e T imunodominantes,
considerando a sequéncia referéncia 3D7, evidenciaram 15 epitopos de células B e
14 epitopos de células T que séo reconhecidos com frequéncia de 50 a 82 % dos
Antigenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e que a presenca
desses polimorfismos parece impactar nos epitopos T e B imunodominantes das
MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Nossos dados ressaltam que avaliar polimorfismos
genéticos em regides que codifiquem epitopos imunodominantes é um ponto crucial
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no desenvolvimento de uma vacina antimalarica pelo potencial de geracdo de
mecanismos de escape do parasito ao sistema imune do hospedeiro.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Juliana Aline de Souza Lemos

Malaria is a disease caused by a protozoan of the genus Plasmodium. There are an
estimated 229 million cases and 409,000 deaths from malaria, most of them caused
by P. falciparum infection. Infection by this species is of concern in Brazil, especially
after isolates with reduced efficacy to artemisinin derivatives were described in
Suriname and French Guiana, warning of the risk of emergence and introduction of
antimalarial drug resistance in Brazil. In this context, the development of a vaccine has
been one of the main strategies to address this problem. However, so far, no licenced
vaccine has achieved 75% efficacy, making it important to search for new, more
effective vaccine candidates. Merozoite Surface Protein Duffy Binding-like -1 and -2
(MSPDBL-1 and MSPDBL-2) are two proteins that bind directly to MSP-1 on the
surface of the parasite, forming a complex on the erythrocyte surface through its DBL
domain facilitating the invasion of P. falciparum into the erythrocyte. Considering that
the extensive genetic diversity exhibited by P. falciparum is an important factor for the
parasite's evasion of the host immune system, we believe that the presence of
polymorphisms in the genetic regions encoding the MSPDBL-1 and MSPDBL-2
proteins may modulate specific cellular and humoral immune responses. Therefore,
we propose to identify genetic polymorphisms and to evaluate the impact of these
polymorphisms on the potentially antigenic regions in the Duffy Binding-like (DBL) and
Secreted Polymorphic Antigen Associated with Merozoite (SPAM) domains of the
MSPDBL-1 and MSPDBL-2 proteins in P. falciparum isolates circulating in malaria
endemic areas of the Brazilian Amazon (Cruzeiro do Sul, Mancio Lima and Guajard)
using in silico prediction tools. Our studies showed a higher genetic diversity in the
gene region encoding MSPDBL-1 when compared to MSPDBL-2, mainly in the gene
region encoding the DBL domain. In silico prediction analysis of immunodominant B
and T epitopes, considering the 3D7 reference sequence, evidenced 15 B cell epitopes
and 14 T cell epitopes that are recognized at a frequency of 50 to 82 % of the Major
Histocompatibility Complex Antigens and that the presence of these polymorphisms
seems to impact the immunodominant T and B epitopes of MSPDBL-1 and MSPDBL-
2. Our data highlight that evaluating genetic polymorphisms in regions encoding
immunodominant epitopes is a crucial point in the malaria vaccine development
because of its potential to generate mechanisms of parasite escape from the host
immune system.

Xii



RESUMO X

ABSTRACT Xl
1 INTRODUCAO 1
I V1 = o - 1
1.2 Mal&ria N0 BrasSil...........uuuueuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieinniiee... 3
1.3 Ciclo biolégico do Plasmodium SPpP......ccceeevieeeeiiieeiiiiiiiee e eeeeeeennns 5
1.3.1 Ciclono homem.......cccccviiiiiiiiiiiieee 5
1.3.2 Ciclo NO MOSQUITO ....cceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 6

1.4 Dificuldades na busca da vacina antimalarica para P. falciparum

8
1.5 Proteinas da Superficie de Merozoitas (MSPS).......ccccoeeeeeeevennnn, 14
1.6 Proteina de Superficie do Merozoita de ligacdo ao Duffy 1 e 2
(MSPDBL-1 € MSPDBL-2) .....oviveieeeeeieeeee s eesen s 16
1.7 Respostaimune associadaao HLA .............ooooeiiiiiiiiiiii e, 19
1.8 JUSHITICAIIVA...uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eanennee 21
2 OBJETIVOS 23
2.1 ODjJEtIVO GEIal .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
2.2 Objetivos ESPECITICOS ..oouvuiiiiiii e 23
3  MATERIAL E METODOS 24
T A N €=Y W L3 =] (o [ J RS 24
3.2 Critérios de incluséo e exclusdo dos voluntarios ...................... 25
3.2.1  Critérios de iNCIUSA0 ..........ccevvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 25
3.2.2  Critérios de eXCIUSA0 ..........ccvvvevieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 25
R B ] o =T ot (0 LS = o] 0 26
3.4 Coletade dados pessoais e epidemiolOgiCOS ...........evvvvvvrrnnnnnne 26
3.5 Coleta e processamento das amostras de sangue .................... 26
3.6 DIiagNOSIICO c.ovviiiiii e 27
3.6.1 Diagnostico parasitolOgiCo ............cuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneen, 27
3.6.2 Diagnostico molecular.............ccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 27
3.7 EXtracdo de DNA ... 27
3.8 Desenho dos iniciadores especificos para MSPDBL-1 e MSPDBL-
228
3.9 Reacao em cadeia da polimerase —PCR......ccccccceeeiviieeeveveeinnnnnnn, 28

Xiii



3.10 Reacao de SequEeNCIAMENTO ..........uuuuuuuumuiiiiiiiiiiiiiieiiineeeeneeneaees 30

3.11 Analise dos polimorfiSMOS.......ccoovviiiiiiiii e, 31
3.12 Modelagem 3D das MSPDBL-1 € MSPDBL-2 .......cccceceevvvviiivnnnnnn. 32
3.13 Predicao in silico de epitopos de células B e células T............. 32
3.14 Anélise dos dados epidemiolOgiCOS ......cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiieieeeeee 33
RESULTADOS 34
4.1 Descricdo da populacéo estudada...........cccevvvvvvviiiiiieeeeeeeeeiiinnn, 34
4.2 Caracterizagdo molecular das MSPDBL-1€2..........ccoeeeeeeeeeennn. 34
4.2.1 Amplificacdo dos genes das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 por
PCR i 34

4.2.2 Analise do polimorfismo genético da MSPDBL-1 em
isolados brasileiros por meio da reagéo de
SEQUENCIAMENTO ...vviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeebeieeeeeeeeeebebeeeeeeeeenees 37
4.2.3 Analise do polimorfismo genético da MSPDBL-2 em
isolados brasileiros por meio da reacéo de
SEQUENCIAMENTO ...vviiiiiiiiiiiiiiiiiiebiieeeeieeeieeeeeeeeebbeeeeeeeeennes 42
4.3 Frequéncia de variantes encontradas na populagcdo de estudo 44

4.4 Anaélise genética da populacCao .......ccceeeeeeeeiiiveiiiiiiiieee e, 49
4.5 Substituicdes de aminoacidos das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos
ISOlad0S DrasileiroS ........uueiiiii e 51

4.6 Modelagem molecular e predicao de epitopos de células B e T55

DISCUSSAO 59
CONCLUSOES 68
PERSPECTIVAS 69
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 70
ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA 84

Xiv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - DistribuicAo mundial da malaria. ..........cccccceeriiiiiiiiiii e 1
Figura 2 - Distribuicdo geogréfica do P. falciparum e P. vivax em 2017..................... 3
Figura 3 - Mapa de risco de malaria por municipio de infeccao. ...........cccceeeveeeeeeennnns 4
Figura 4 - Ciclo evolutivo do Plasmodium SPP........ccceeviiiiiiiiiiiieee e e e e e eeeeanns 7
Figura 5 - Estagios-alvo para candidatos VaCiNaS. ..........ccuveeiiiieeiiiiiiiiiiiiieeeee e 12

Figura 6 - Representacdo esquematica das proteinas envolvidas no processo de

INVasao do MEerozoito NO EritrOCITO. ..........uuuuuuuuuriiriiiiiiiiiiiiiieiiiee e eaanaee 16
Figura 7 - Estrutura das proteinas MSPDBL-1 e 2, MSP-3 e EBL..........cccoeeeeeeeeenns 19
Figura 8 - Mapa geogréafico com a localizacdo das areas de estudo. ..........ccc.......... 24
Figura 9 - Amplificacéo por PCR do dominio SPAM do gene pfmspdbl1................. 35
Figura 10 - Amplificacdo por PCR do dominio DBL do gene pfmspdbl1. ................. 35
Figura 11- Amplificacdo por PCR do dominio SPAM do gene pfmspdbl2................ 36
Figura 12 - Amplificagdo por PCR do dominio DBL do gene pfmspdbl2. ................. 36

Figura 13 - Andlise da diversidade genética do dominio SPAM do pfmspdbll nos
isolados de P. falciparum coletados em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara....38
Figura 14 - Analise da diversidade genética do dominio SPAM do gene pfmspdbll por
oTox= 1T =T [ 38
Figura 15 - Andlise da diversidade genética do dominio SPAM da pfmspdbll nos
iSOlados de P. falCIPArUM .........u i 40
Figura 16 - Analise da diversidade genética do dominio DBL do gene pfmspdbll por
[OCAIIAATE ... 41
Figura 17 - Frequéncia de mutagdes do gene pfmspdbll. ..........cccccuvvviiiiiiniiinnnnnne 42
Figura 18 — A) Analise da diversidade genética do dominio SPAM do pfmspdbl2 nos

isolados de P. falciparum coletados em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara. B -

D Frequéncia das mutacdes observadas por localidade. ............cccccvvvvviiiiiiiininnnnnnnnn. 43
Figura 19 - Frequéncia das variantes por localidade SPAM MSPDBL-1.................. 45
Figura 20- Frequéncia das variantes por localidade DBL MSPDBL-1...................... 47
Figura 21 - Frequéncia das variantes por localidade SPAM da MSPDBL-2............. 47
Figura 22 - Frequéncia das variantes por localidade DBL da MSPDBL-2................ 48
Figura 23 - Estrutura de modelagem e analise in silico de epitopos das MSPDBL-1 e
Y o 19 P 55
Figura 24 - Estrutura dos genes pfmspdbll e pfmspdbl2. ..., 57

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Principais antigenos plasmodiais candidatos a vacina antimalérica........ 13
Tabela 2 - Iniciadores utilizados na amplificacdo dos genes MSPSBL1 e MSPDBL?2

Tabela 3 - Alternancia de temperaturas dos ciclos para a amplificacao ................... 29
Tabela 4 - Mutag¢des encontradas no dominio SPAM do gene pfmspdbll: posi¢cdes
dos nucleotideos e respectivas substituicdes de aminoacidos.............ccoeveuvvireeeennnn. 37
Tabela 5 - MutagBes encontradas no dominio DBL no gene pfmspdbll: posicées dos
nucleotideos e respectivas substituicfes de aminOAcidos ............ccccceeeeeeeeeeiieiinnnnnnn. 39
Tabela 6 - Mutac¢des encontradas no dominio SPAM do gene pfmspdbl2: posi¢cédo dos
nucleotideos e respectivas substituicdes de aminOAaCIdOS .............ccccvvvrvvmmnirinninnnnnnnns 43
Tabela 7 - MutacBes encontradas no dominio DBL do gene pfmspdbl2: posicédo dos
nucleotideos e respectivas substituicfes de aminoAcidos ............ccccceeeeeeeeriiiiininnnnnn. 44
Tabela 8 - Comparacéo da diversidade genética entre os dominios DBL e SPAM do
gene pfmspdbIl..........coooo Erro! Indicador ndo definido.
Tabela 9 - Diversidade genética do gene pfmspdbll....... Erro! Indicador ndo definido.
Tabela 10 - Comparacao da diversidade genética entre os dominios DBL e SPAM do
gene pfmspdbI2.........ccooor e, Erro! Indicador ndo definido.
Tabela 11 - Diversidade genética do gene pfmspdbl2.....Erro! Indicador ndo definido.
Tabela 12 - Epitopos de células B lineares preditoS...........covvvveveeveeeieeeieeeeeeeeeieeeeee, 58

Tabela 13 - Epitopos de células T lineares preditos ............cocuvvveeiiiiieeeeeeeiiiciee e, 58

XVi



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A - Adenina

ACT — Terapia combinada a base de Artemisinina

BLAST — Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico / Basic Local Alignment
Search Tool

C - Citosina

CSP - Proteina do Circumesporozoito

CZS - Cruzeiro do Sul

DBL — Dominio de Ligacdo ao Antigeno Duffy / Duffy Binding Like

DNA — Acido desoxirribonucleico

EBA — Antigeno de ligacdo ao eritrocito

GJ — Guajara

G - Guanina

GLURP - Proteina Rica em Glutamato

GPI — Glicosilfosfatidilinositol

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IEDB — Banco de Dados de Epitopos Imunes / Immune Epitope Database
IPA — indice Parasitario Anual

MgClz — Cloreto de Magnésio

ML — Mancio Lima

mL — Mililitros

min — Minutos

UL - Microlitros

MS — Ministério da Saude

MSP — Proteina de Superficie de Merozoito

MSPDBL - Proteina de Superficie do Merozoito de ligacdo ao Duffy / Merozoite
Surface Protein Duffy Binding Like

NCBI — Centro Nacional de Informacfes para Biotecnologia / National Center for
Biotechnology Information

OMS - Organizacado Mundial da Saude

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

pb — Pares de base

pfRh — Proteinas homologas de Reticuldcitos de P. falciparum

SNPs — Polimorfismo de Nucleotideo Unico

XVii



SPAM - Antigeno polimérfico secretado associado com merozoitos / Secreted
polymorphic antigen associated with merozoites

T - Timina

xviii



1 INTRODUCAO
1.1 Maléria

A malaria € uma doenca infecto-parasitaria de elevada prevaléncia e morbidade
causada por protozoarios do género Plasmodium (Apicomplexa: Plasmodiidae).
Existem mais de 250 espécies de Plasmodium que infectam outros animais como
aves, lagartos, cobras e mamiferos (1), entretanto somente sete espécies parasitam
naturalmente o homem: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi &
Feletti, 1890), P. malariae (Laveran, 1881), P. ovale (Stephens, 1922), P. knowlesi
(White, 2008), P. cynomolgi (Ta et al., 2014) e P. simium (Brasil et al., 2017). A
transmissdo da maléria se da através da picada do inseto vetor, fémeas do mosquito
do género Anopheles, no qual o An. darlingi é a principal espécie transmissora no
Brasil (2—4). Na regido extra-amazonica as espécies An. cruzii e An. bellator atuam
como principais vetores de importancia epidemiolégica na chamada malaria de
bromélias (5) e An. aquasalis que atua como vetor secundario (6).

Apesar de avancos no seu controle, a maléria apresenta grande impacto na
saude publica, possuindo distribuicdo global, estando presente em 91 paises das
regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo endémica na Africa, Asia, Oceania
e Américas (figura 1) e pondo em risco cerca de 61 % da populacdo mundial (7).

No ano de 2019 foram registrados 229 milhdes de novos casos de maléria e
409 mil mortes, a maioria dessas em criangas menores de 5 anos de idade (7). As
mortes por malaria sdo, em sua maioria causadas por P. falciparum (99,7%), a espécie

mais prevalente e patogénica, comumente associado as formas graves e mortalidade.
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Bl Um ou mais casos autoctones B Certificado livre de malaria desde 2000
Zero casos em 2018-2019 Livre de malaria
Zero casos em 2019 Nao aplicavel

B Zero casos (23 anos) em 2019

Figura 1 - Distribuicdo mundial da malaria.
Fonte: WHO, 2020



O continente Africano é o que mais padece sob o peso dessa doenca.
Aproximadamente 94% dos casos e mortes por malaria no mundo ocorrem na Africa,
seguido do Sudeste Asiatico (3%) e da regido do Mediterraneo Oriental. As Américas
contribuem expressamente com aumento mundial dos nimeros de casos de malaria.
Estratégias de controle da doenca, tais como o uso de mosqueteiros impregnados
com inseticidas, pulverizacdo das paredes internas das residéncias e terapia
preventiva intermitente, tem obtido sucesso em mitigar o nUmero de casos e mortes
nas Américas, entretanto o progresso nessa regido tem sido afetado pelo crescente
namero de casos na Venezuela em 2019. Cerca de 139 milhGes de pessoas em 18
paises das Ameéricas vivem expostas ao risco de contrair malaria e trés paises
contabilizam aproximadamente 90% de todos os casos reportados na América:
Colombia, Brasil e Venezuela. Em 2019, o Brasil contribuiu com cerca de 22% dos
casos de malaria registrados nas Américas (7).

Das sete espécies de Plasmodium que infectam naturalmente o homem, o P.
falciparum e o P. vivax sdo as mais predominantes ao redor do mundo (figura 2). A
malaria por P. falciparum é mais prevalente em regides da Asia e no continente
Africano, mais precisamente na regido da Africa Subsaariana onde ¢ responsavel por
98% dos casos totais (8,9). O P. vivax apresenta distribuicdo geografica mais ampla
sendo mais prevalente nas regides temperadas, tropicais e subtropicais, areas onde
a doenca é endémica, como por exemplo, Asia, Oceania, América Central e América
do Sul. A disposicao geografica dos parasitos pode variar muito, existindo regides em
gue ha apenas uma espécie de Plasmodium enquanto em outras regides ha a
coexisténcia de mais espécies. Normalmente é observado uma sobreposicdo na
distribuicio geografica de P. vivax e P. falciparum, com excecéo dos paises da Africa
Subsaariana (9-11).
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Figura 2 - Distribuicéo geografica do P. falciparum e P. vivax em 2017.

(A) Incidéncia do P. falciparum no globo em 2017 com prevaléncia na Africa Subsaariana,
partes da Américas e Asia. (B) Incidéncia do P. vivax no globo, mais prevalente nas Américas,
Asia e partes da Africa Subsaariana.

Fonte: Price et al. 2020 (12)

1.2 Malaria no Brasil

No Brasil, mais de 99% dos casos de malaria notificados procedem da
Amazobnia Legal, area brasileira endémica para a doenca pertencente a bacia
Amazobnica, composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato
Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins (13). Na regido extra-amaz6nica, 80%
dos casos registrados de malaria foram importados de estados amazonicos
endémicos ou de outros paises em que ocorre a transmissao, porém sao observados
casos autoctones nessa regido, principalmente em areas de Mata Atlantica (Séo
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo) (13). No ano de 2019, foram
notificados 157.454 casos de malaria no Brasil, sendo 89,3% (141.127) dos casos
autoctones de malaria por P. vivax e 10,7% (16.327) dos casos por P. falciparum e
malaria mista (13). As mortes por malaria tém diminuido consideravelmente desde
2005. Em 2019 foram registrados 37 0Obitos, sendo 26 destes na regido Amazonica e

11 na regido extra-amazonica. A letalidade da malaria na Amazdénia é relativamente
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baixa quando comparada a regido extra-amazonica. I1sso se deve ao fato dessa
doenca ser incomum em areas que nao sdo endémicas e a demora da suspeicéo e
tratamento adequado levando ao agravamento do quadro geral e consequentemente
a morte do paciente (13).

O padrdo de endemicidade da malaria e o risco de contrair a doenca é
heterogéneo no Brasil. Esse risco é medido pelo indice Parasitario Anual em que os
municipios séo categorizados em alto risco (IPA = 50 casos/1.000 habitantes), médio
risco (IPA entre 10 e 50 casos/ 1.000 habitantes), baixo risco (IPA entre 1 de 10 casos/
1.000 habitantes) e muito baixo risco (IPA < 1 caso/1.000 habitantes). Na regiao
amazobnica, 36 municipios localizados em 6 dos 9 estados da Amazénia Legal (AC,
AM, AP, PA, RO e RR) foram classificados como de alto risco no ano de 2019 (figura
3). Além da heterogeneidade, a sazonalidade da malaria € diferente em cada estado
da Amazoénia e esté relacionada com outros fatores que influenciam a proliferacdo de
mosquitos como precipitacdo, temperatura, umidade e nivel da agua, propiciando
picos sazonais de transmissao da malaria no periodo de transicao entre as estacdes
Umida e seca. Dessa forma € comum observar surtos epidémicos de acordo com as
variagdes climaticas e socioambientais (13,14).

Apesar de o P. falciparum, principal causador dos casos graves e 0bitos, ser
proporcionalmente responsavel por um nimero menor de casos (12%), a infeccao por
esta espécie € preocupante no Brasil, principalmente ap6s a descricdo de isolados
com susceptibilidade reduzida a artemisinina (ACT) no Suriname e Guiana Francesa

(15), alertando para o risco do surgimento e introducéo de resisténcia no Brasil.
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Figura 3 - Mapa de risco de malaria por municipio de infecgéo.
Fonte: Ministério da Saude, 2021.
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1.3 Ciclo bioldgico do Plasmodium spp.

O ciclo biolégico do plasmédio envolve dois hospedeiros (figura 4): um
vertebrado onde ocorre reproducdo assexuada que se divide em uma fase pré-
eritrocitica e uma fase eritrocitica; e outro invertebrado onde ocorre a reproducao
sexuada. O ciclo pode variar entre as espécies de parasitos e hospedeiros, porém

mantém pontos semelhantes entre eles (16).

1.3.1 Ciclo no homem

A infeccdo malarica no homem se inicia quando fémeas do mosquito Anopheles
sp. infectadas com Plasmodium sp. inoculam os esporozoitos que estédo localizados
nas glandulas salivares durante o seu repasto sanguineo (17). Uma vez injetados na
derme, 0s esporozoitos podem permanecer viaveis na pele do hospedeiro por véarias
horas (18) até ativamente migrarem para vasos sanguineos e vasos linfaticos (19). Os
esporozoitos que seguem para os vasos linfaticos sdo transportados passivamente
pela linfa até atingir os linfonodos onde podem se desenvolver em formas
exoeritrociticas, porém a grande maioria € degradado por células fagociticas (18,20).
Apenas 0s parasitos que atingem a corrente sanguinea sao capazes de dar
continuidade ao ciclo biolégico, enquanto o restante parece servir como uma fonte de
antigenos para o sistema imune adaptativo (21,22). Ao chegarem no figado, as
moléculas de adesao do parasito interagem com moléculas sulfatadas na superficie
do hepatécito, permitindo a sua entrada na célula e resultando na formacao de um
vacuolo parasitéforo que circunda o esporozoito, formado pela invaginacdo da
membrana plasmatica da célula hospedeira (20,23). Um outro mecanismo de invasao
dos esporozoitos é através da penetragéo dos hepatdcitos através da sua capacidade
de romperem a membrana da célula hospedeira e transpassarem diversos hepatocitos
até chegarem definitivamente nos que servirdo como célula hospedeira. Nesse
momento, h& a formacao do vacuolo parasitoforo iniciando um processo de maturagao
e reproducdo assexuada, dando origem a esquizontes hepéticos repletos de
merozoitos (23-25). As células hepaticas sdo rompidas liberando milhares de
merozoitos em vesiculas chamadas de merossomos na corrente sanguinea que serao
prontamente capazes de infectar os eritrocitos. Esse evento marca o fim da fase preé-
eritrocitica (estagio hepatico) do ciclo de vida do Plasmodium sp. Durante essa fase
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do ciclo, a infec¢cdo é assintomética (26,27). No ciclo pré eritrocitico de algumas
espécies como P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos ndo seguem para a corrente
sanguinea e se desenvolvem em formas latentes dentro do hepatdcito. Essas formas
denominadas de hipnozoitos, sédo as responséaveis pela recidiva da malaria (28).

Apos a liberacdo dos merossomos na corrente sanguinea para a invasdo dos
eritrocitos, da-se o inicio da fase eritrocitica. E nesse momento do ciclo que a
sintomatologia caracteristica da malaria ocorre (29). A penetracdo do merozoito no
eritrocito € dependente de uma série de interacdes ligante-especificas e ocorre em
diversas etapas. A invasédo depende do reconhecimento e ligagéo inicial que envolve
proteinas como MSPs (Proteina de Superficie do Merozoito), EBA (Antigeno de
Ligacéo ao Eritrocito) e PfRh (Proteinas Homologas de Reticuldcitos de P.falciparum).
Apds o reconhecimento, ocorre a reorientacdo apical do merozoito em direcdo a
membrana do eritrécito, seguida da formacdo da juncdo da membrana das duas
células. Posteriormente, ocorre a invaginacdo da membrana do eritrécito, isolando o
merozoito em um vacuolo parasitéforo dentro do eritrécito (30). Uma vez no vacuolo
parasitéforo, os merozoitos se diferenciam em trofozoito jovem, trofozoito maduro e
esquizontes sanguineos, que ir4 resultar na ruptura da membrana do eritrcito e
liberacdo dos merozoitos que irdo parasitar outros eritrocitos (26,29,31). O ciclo
eritrocitico se repete periodicamente de 48 a 72 horas, dependendo da espécie
plasmodial infectante, quando ocorre a ruptura dos eritrocitos os sintomas clinicos
como febre, dor de cabega, calafrios e mal-estar se fazem presentes (31).

Em cada ciclo de replicacdo uma pequena por¢ao de merozoitos, ao invadirem
0 eritrocito, se diferenciam em formas eritrociticas sexuadas chamados de
gametdcitos femininos (macrogametas) e gametécitos masculinos (microgametas),
que, ao serem ingeridas pelo mosquito anofelino durante o repasto sanguineo, daréo

inicio a fase sexuada ou esporogodnica (32).

1.3.2 Ciclo no mosquito

Ao realizar o repasto sanguineo, mosquitos do género Anopheles ingerem os
gametocitos femininos e masculinos junto com os eritrocitos, além de outras formas
do parasito. No intestino do mosquito, os eritrécitos se rompem e liberam os
gametocitos no lumen do intestino. A gametogénese é induzida pela reducdo da
temperatura, aumento do pH e exposi¢ao ao acido xanturénico. A fertilizacdo ocorre
com a fusdo do macrogameta e microgameta resultando na formacéo do zigoto. O

zigoto se desenvolve em um oocineto maduro movel, que é capaz de atravessar o
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epitélio intestinal do mosquito e alojar-se na membrana basal, onde perde a motilidade
e secreta substancias que o diferencia em oocisto (33,34). No interior do oocisto
ocorre a diferenciacdo por esporogonia gerando milhares de esporozoitos no seu
interior. Uma vez que o oocisto contém esporozoitos maduros e moveis, a sua parede
é rompida pelo esporozoitos que séo liberados na hemolinfa, que infectam as
glandulas salivares do mosquito. A fémea do Anopheles sp. ao realizar o repasto
sanguineo, ira inocular os esporozoitos no hospedeiro vertebrado, dando

continuidade ao ciclo (33,34).
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Figura 4 - Ciclo evolutivo do Plasmodium spp.

A infeccdo no homem se inicia quando as fémeas do mosquito Anopheles inoculam os
esporozoitos ao fazer o repasto sanguineo. Os esporozoitos migram para o figado pela
corrente sanguinea. 2) Ao chegar no figado, os esporozoitos invadem os hepatdcitos e se
multiplicam por esquizogonia, dando origem aos esquizontes hepaticos, as células hepaticas
se rompem liberando os merossomos. 3) Os merossomos se rompem na corrente sanguinea,
liberando os merozoitos, que invadem os eritrécitos e se multiplicam por esquizogonia, dando
origem a esquizontes sanguineos repletos de merozoitos. Os eritrocitos se rompem liberando
0S merozoitos na corrente sanguinea, que invadirdo novos eritrocitos. 4) Alguns merozoitos
ao invadirem os eritrécitos, se diferenciam em gametdcitos, que sdo ingeridos pelos
Anopheles sp. durante o repasto sanguineo, dando inicio ao ciclo esporog6nico. 5) No
intestino do mosquito, macrogameta e microgameta se encontram, ocorrendo a fertilizacéo,
resultando na formacado de um zigoto, que se desenvolve em um oocineto mével. O oocineto
migra através do epitélio do intestino do mosquito e se deposita sobre a membrana basal,
onde se diferencia em oocisto. O oocisto se multiplica por esporogonia, gerando milhares de
esporozoitas que, ao final da maturacao, sdo liberados na homolece do mosquito e migram
para as glandulas salivares. Ao realizar o respasto sanguineo, 0s esporozoitos seréo
inoculados no hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo. Fonte: Adaptado de
Garcia-Basteiro et al., 2012



1.4 Dificuldades na busca da vacina antimalarica para P. falciparum

Apesar dos avangos no seu controle, fatores como a resisténcia dos parasitos
aos antimalaricos, a dificultar de fazer um diagndstico rapido e a resisténcia do inseto
vetor aos inseticidas dificultam o controle da doenca. Dessa forma a busca por uma
vacina antimalarica se torna a estratégia mais viavel para substancialmente reduzir a
morbidade e mortalidade dessa doenca e caminhar para possivel eliminacdo da
malaria no mundo.

A vacinacéo é a ferramenta mais eficaz e que apresenta melhor custo-beneficio
em promover a saude publica e individual. Depois do fornecimento de agua limpa e
saneamento basico para a populacdo, a vacinacdo em massa contra diversas
doencas infecciosas foi o fator que mais contribuiu para a saude publica global
comparada a outros tipos de intervencao (35,36). Um exemplo claro é a erradicacdo
da variola em 1980 apds o estabelecimento de programa global de vacinagcédo nas
areas endémicas da doenca (37) e a implementacdo da vacina meningocécica na
Africa Subsaariana como um ponto chave em conter as epidemias que ceifavam vidas
no chamado cinturdo da meningite (38). A busca por uma vacina que seja segura,
efetiva e acessivel contra a malaria causaria grande impacto no controle da doenca,
pois ao contrario dos métodos ja utilizados como diagndstico e tratamento oportunos,
esse método seria preventivo, assim como a utilizacdo de mosqueteiros impregnados
de inseticidas e vaporizacao residual com inseticidas.

A dificuldade para o desenvolvimento de uma vacina antimalérica reside na
complexidade do parasito, seu ciclo evolutivo, na limitada compreensdo das
interacOes parasito-hospedeiro e no alto nivel de diversidade genética nas populacées
do Plasmodium sp. (35,39). Durante seu ciclo evolutivo, os plasmédios passam por
diferentes estagios de desenvolvimento, expressando uma variedade de antigenos
caracteristicos de cada fase, capazes de induzir respostas imunes distintas (40). Essa
complexidade gera um aumento nos antigenos candidatos a compor uma vacina
antimalarica capaz de induzir uma resposta imune protetora. A recombinacéo
homologa que ocorre na gametogénese também pode ocasionar no aumento
significativo de variabilidade genética da progénie facilitando a evasao do parasito do
sistema imunoldgico do hospedeiro (35,41).

Apesar do caminho para o desenvolvimento de uma vacina antimalarica ser
tortuoso e desafiador, a convic¢do de que a formulacdo de uma vacina eficaz é viavel

deve-se ao fato de que a imunidade naturalmente adquirida contra a malaria é capaz
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de proteger contra a doenca nas formas leve, moderada e severa (42). A maior
evidéncia direta que anticorpos sdo importantes mediadores da imunidade vem de
estudos de transferéncia passiva em que anticorpos de adulto imunes a maléaria foram
usados com sucesso para tratar pacientes com malaria (43,44). A possibilidade de
vacinacdo contra a malaria surgiu originalmente do sucesso de estudos realizados
com esporozoitos atenuados por irradiacdo que permaneceram com a capacidade de
invadir hepatécitos, porém ndo eram mais aptos a maturacdo e nao desenvolviam
merozoitos. O desafio com os esporozoitos irradiados levou a exposi¢ao de antigenos
do estégio pré-eritrocitico capazes de induzir imunidade pré-eritrocitica (45-47). Outro
fator que evidencia a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina antimalarica é
o fato de que mesmo sem gerar imunidade estéril e duradoura (48), individuos
moradores de areas endémicas apresentam imunidade clinica naturalmente adquirida
e passageira ap0s sucessivas e multiplas infec¢des por Plasmodium spp. (49,50).

Considerando o complexo ciclo de vida do parasito, existem 3 estagios-alvo
para um possivel candidato vacinal: estagio pré-eritrocitico, estagio eritrocitico
assexuado e estagio eritrocitico sexuado (51). E no primeiro alvo, o estagio pré-
eritrocitico, que 0s esporozoitos migram pela corrente sanguinea até infectar e se
multiplicar nos hepatécitos. O propdsito do desenvolvimento de uma vacina com esse
alvo é impedir a entrada e o desenvolvimento do parasito no hepatdcito e assim limitar
a invasao do eritrécito através de uma resposta de anticorpos que impediria a incurséo
na célula ou de células T que destruiriam os hepatdcitos infectados (39,52). Um
exemplo de vacina com essa abordagem é a RTS,S, a Unica vacina que alcancou
ensaios clinicos de fase lll. Essa vacina tem como alvo a proteina pré-eritrocitica
circumesporozoita (CSP) que recobre a superficie do esporozoito no estagio pré-
eritrocitico (53). A RTS,S demonstrou uma eficacia entre 32% e 57% em adultos de
areas endémicas e ndo endémicas de maléria (54-57). Entretanto, essa protecéo foi
de curta duragdo. Em grupos de criancas de 5 a 17 meses, foi observada uma
protecdo de até 45% em 20 meses, decaindo para 28% em 4 anos em comparagao
as criancas nao imunizadas (58-60). Apesar da queda da eficacia ao longo do tempo,
essa vacina ainda demonstra um claro beneficio. Contudo, a Organiza¢cdo Mundial de
Saude preconiza uma eficacia de aproximadamente 75%, tornando importante a
busca de novos candidatos vacinais mais eficazes.

Recentemente, um novo candidato vacinal vem se mostrando como a grande
promessa na luta contra malaria. A R21/MM é um candidato vacinal pré-eritrocitico
que consiste no antigeno de superficie do virus da Hepatite B (HBsAg) fusionado com
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a regido C-terminal e central repetida da CSP. E a primeira vacina antimalarica a
registrar eficacia de 77% na populacdo-alvo de criancas africanas ao longo de 12
meses de acompanhamento (61). Atualmente, a fase Il dos ensaios clinicos estd em
andamento afim de acompanhar a segunda temporada de malaria apds a dose de
reforco ter sido aplicada. Essa etapa € crucial e permitira a determinacdo 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 (61)

O segundo alvo para candidatos vacinais é o estagio eritrocitico. Essa etapa
do ciclo de vida comeca com a ruptura dos hepatdcitos e consequente liberacdo dos
merozoitos na corrente sanguinea sendo a Unica etapa do ciclo responsavel pelos
sintomas da maléaria (39). O ponto chave da imunidade do estagio eritrocitico sdo os
anticorpos que tem como alvo as formas sanguineas do parasito, e como um certo
nivel de imunidade é adquirido apés sucessivas infec¢cdes em area endémicas (62),
pode ser possivel imitar e acelerar esse processo de imunidade naturalmente
adquirida através de vacinas contendo proteinas presentes na superficie do merozoito
e envolvidas no processo de invasao ao eritrécito. Espera-se que uma vacina baseada
em candidatos eritrociticos seja capaz de eliminar ou significantemente reduzir a carga
parasitaria tendo impacto direto na morbidade e mortalidade da malaria em areas
endémicas através da inducdo de anticorpos que bloqueariam a ligacéo dos eritrocitos
a células endoteliais, promovendo a opsonizacdo e destruicio de merozoitos e
eritrocitos infectados por células fagociticas (39,51,52).

Como exemplo de antigenos expressos na superficie do merozoito que sao
utilizados como candidatos vacinais podemos citar o Antigeno de Ligacao ao Eritrocito
(EBA), Proteinas de Superficie do Merozoito 1, 2, 3, 4 e 5 (MSP), Proteina Rica em
Serina (SERA), Antigeno de Superficie da Hemacia Fase de Anel (RESA), Proteina
Rica em Glutamato (GLURP), Antigeno da Membrana Apical (AMA) -1, entre outros
(35). Contudo, nenhum antigeno do estagio eritrocitico apresentou resultados
satisfatorios em estudos de fase dois realizados em areas endémicas de maléria. Dos
antigenos citados acima, a formulagcédo utilizando o antigeno AMA-1 demonstrou
eficacia relevante em infecgdes clinicas da malaria, e uma formulacéo que inclua trés
variantes de AMA-1 demonstrou alta imunogenicidade com a durabilidade de 2 anos
em adultos expostos a malaria (63,64)
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Outra abordagem considerada como candidata é a vacina contra toxinas, as
denominadas vacinas anti-doencas, visto que ndo agem sobre o desenvolvimento do
parasito, somente nas manifestacdes clinicas. Uma vacina capaz de bloquear as
toxinas liberadas pelos parasitos poderia minimizar ou até mesmo evitar os sintomas
da maléria, e consequentemente, os casos mais graves da doenga. No entanto, esse
tipo de vacina deve ser utilizado numa estratégia conjunta com uma vacina
antiparasitaria, pois o0 aumento da parasitemia, mesmo na auséncia dos sintomas
clinicos podem levar consequéncias graves ao individuo que contraia a infecc¢ao (65).

As vacinas bloqueadoras de transmissao tém como alvo as formas sexuais ou
gametocitos. Essa modalidade tem como objetivo a interrupcdo da transmissao
parasitaria entre humanos e o inseto vetor através da inducdo de anticorpos contra
antigenos presentes nos estagios sexuais do parasito (66). Os anticorpos seriam
ingeridos pelo mosquito no momento do repasto sanguineo e impediriam o
desenvolvimento parasitario dentro do intestino da fémea do Anopheles sp.
prevenindo a fertilizacdo e levando a falha na producdo de esporozoitos culminando
na reducdo do potencial de transmissdo do mosquito para o préximo hospedeiro
humano. Esse tipo vacina também é chamado de “vacina altruista” ou “vacina
solidaria” pois ndo confere protecao diretamente para o individuo vacinado, mas sim
na populacdo receptora, no entanto a vacina precisaria ser aplicada em toda
populacao para efetivamente bloquear a transmisséo (52,67). Os candidatos vacinais
para vacina bloqueadoras de transmissdo incluem as proteinas pfs48/45, pfs230,
pfs25 e psf28 (35).
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Figura 5 - Estagios-alvo para candidatos vacinais.
Fonte: Adaptado de Laurens, 2018

A complexidade de desenvolver uma vacina antimalarica reside na dificuldade
de encontrar um candidato vacinal ou a combinacéo de antigenos candidatos vacinais
de vérios estagios no ciclo que irdo induzir uma resposta imune robusta e duradoura.
A maioria dos antigenos candidatos estudados apesar de ser muito imunogénicos
também é altamente polimoérfico, bem como o que é altamente conservado tendem a
ser menos imunogénicos ou a nao induzir uma alta titulacdo de anticorpos (31,51).
Felizmente nos ultimos anos houve 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 (tabela 1).
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Tabela 1 - Principais antigenos plasmodiais candidatos a vacina antimalarica.

Esporozoito

Proteina Circumesporozoita (CSP)

Proteina adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP)
Antigeno de esporozoito e do estagio hepético (SALSA)
Proteina de esporozoito rica em treonina e asparagina (STARP)

Proteina de travessia celular de oocinetos e esporozoitos (CelTOS)

Estagio pré-

eritrocitico

CSP
Antigenos do estagio hepatico (LSA) -1, -2 e -3
SALSA

STARP

Merozoito

Proteina de superficie do merozoito (MSP) -1, -2, -3, -4 e -5
Antigeno 175 de ligacdo a hemacia (EBA) -175

Antigeno da membrana apical (AMA) -1

Proteina associada a roptria (RAP) -1 e -2

Antigeno de repeticdo acidobasico (ABRA)

Proteina de ligacao ao duffy (DBP) (P. vivax)

Estagio

eritrocitico

Antigeno de superficie da heméacia fase de anel (RESA)
Proteina rica em serina (P126/SERA/SERP/P105/P113/P140)
Proteina de membrana da hemacia (EMP) -1, -2 e -3

Proteina rica em glutamato (GLURP)

Toxinas

Glicosilfosfatidilinositol (GPI)

Estagio

sexuado

Ps25, Ps28, Ps48/45, Ps230

Fonte: Baptista, 2017 (68)
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1.5 Proteinas da Superficie de Merozoitas (MSPs)

Uma das habilidades mais importantes do Plasmodium sp. é a sua capacidade
de reconhecer e penetrar nos eritrocitos. O contato inicial entre o merozoito e o
eritrocito € um passo crucial pois o parasito deve distinguir entre os eritrocitos
competentes para invasdo e outros tipos de célula (69). Nesse contexto, alguns
antigenos localizados na superficie do parasito tem sido caracterizados (68) levando
a uma melhor compreenséo do seu ciclo de vida e consequentemente culminando na
identificacdo de possiveis alvos que possam ser explorados numa vacina antimalérica
(70).

Os merozoitos, estagio extracelular do ciclo evolutivo do P. falciparum
representam um importante alvo vacinal porque estdo expostos ao sistema imune do
hospedeiro antes da invasdo no eritrocito e anticorpos contra varios antigenos de
merozoitos estdo associados com a imunidade protetora em humanos (70,71). A
superficie do merozoito é constituida principalmente por proteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo a Proteina de Superficie do Merozoito (MSP) -1 a
mais abundante (72).

A MSP-1 é sintetizada no esquizonte intracelular como um precursor de
aproximadamente 195 kDa. Ao final da esquizogonia, essa proteina passa por uma
série de clivagens proteoliticas dando origem a polipeptidios de tamanhos variados.
Alguns desses polipeptidios se associam a outras proteinas da superficie do
merozoito (MSP-7 e MSP-6) e formam um complexo ndo covalente que é transportado
para a superficie (73).

Esse complexo consiste em 4 polipeptidios de MSP-1 clivados, que sdo
nomeados de acordo com o seu peso molecular: um fragmento de 83 kDa (MSP-1s3),
dois fragmentos de 30 e 38 kDa (MSP-13 e MSP-138) e um fragmento de 48 kDa
(MSP-148). ApOs a liberagdo dos merozoitos na corrente sanguinea, ocorre um
segundo processamento, no qual o polipeptidio de 48 kDa é clivado por uma segunda
protease e resulta em dois fragmentos menores, um de 33 kDa (MSP-133) e outro de
19 kDa (MSP-119) (72). O fragmento MSP-133 € liberado na corrente sanguinea ao
passo que o fragmento C- terminal MSP-119 é ancorado na membrana do merozoito
via GPI (74).

O papel da MSP-1 e das outras MSPs na invasao e crescimento do parasito no
eritrocito ainda nao foi bem esclarecido, entretanto acredita-se que ela apresenta

papel na invasao do eritrécito, uma vez que o receptor do fragmento C-terminal MSP-
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119 € a Banda 3, uma proteina abundantemente presente na membrana do eritrdcito
(75). Soma-se o fato de que o fragmento N-terminal da MSP-1s3 interage com a
glicoforina A (GPA) em populacdes africanas e endémicas no geral e com a glicoforina
B (GPB) em popula¢bes amazdnicas brasileiras (76,77), que também s&o abundante
na superficie do eritrocito, sugerindo um modelo de invasdo em que as mdultiplas
subunidades da MSP-1 se ligam ao complexo GPA — banda 3 na superficie da célula
no momento inicial da invaséo (78).

Adicionalmente, outras MSPs n&o apresentam ancoramento por GPI ou
dominio transmembrana, provavelmente se associando extrinsecamente pela ligacéo
direta com proteinas na superficie do parasito (Figura 6). Entre as proteinas que nao
possuem ancoramento por GPI ou dominio transmembrana estdo membros da familia
MSP-3 (69).

A Proteina da Superficie do Merozoito 3 (MSP-3) € uma proteina expressa
principalmente no estagio esquizonte do parasito como um precursor de
aproximadamente 62 kDa e entdo subsequentemente processada em uma proteina
madura de 44-48 kDa por meio da remoc¢do da sua regido N-terminal via vacuolo
parasitoforo. Alguns dos fragmentos processados parecem se associar com a
superficie do merozoito contudo a maioria é liberada no sobrenadante da cultura no
momento da ruptura do esquizonte (79).

Os membros da familia MSP-3 sdo caracterizados por um dominio SPAM
(Antigeno Polimorfico Secretado Associado com Merozoitos) na sua regido C-terminal
conservado entre os membros da familia e em isolados de campo, resultando na
inducao de anticorpos com reatividade cruzada (80). Dois membros caracterizados na
familia da MSP-3 possuem uma particularidade que as diferenciam do resto das
proteinas dessa familia. Além do dominio C-terminal SPAM, elas também possuem
uma regido rica em cisteina denominada dominio DBL (Dominio de Ligac&o ao Duffy).
Ligantes para a invasdo do parasito nos eritrécitos, como a Proteina de Ligagédo ao
Duffy de P. vivax e o Antigeno de Ligacdo ao Eritrocito-175 (EBA-175), EBA-140 e
EBA-181 de P. falciparum, contém o dominio DBL que se ligam aos receptores na
superficie dos eritr6citos e medeiam a invasdo do merozoito (81-83). Estudos
mostraram que as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 se ligam diretamente a MSP-1 na
superficie do P. falciparum, formando um complexo que interage com um receptor
ainda nao identificado na superficie do eritrécito através de seu dominio DBL,

facilitando a invaséo do P. falciparum no eritrocito (72,84-87).
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Figura 6 - Representacdo esquematica das proteinas envolvidas no processo de invaséo do
merozoito no eritrocito.
Fonte: Adaptado de Baldwin, 2015

1.6 Proteina de Superficie do Merozoita de ligacdo ao Duffy 1 e 2 (MSPDBL-1 e
MSPDBL-2)

As MSPDBL-1 e MSPDBL-2 sdo proteinas exportadas no estagio de
esquizonte, semelhante a outras proteinas do P. falciparum que estdo envolvidas no
processo de invasdo do merozoito (84). O seu gene esté localizado no cromossomo
10 proximo de genes que codificam outras MSPs, como a MSP-3, MSP-6 e a GLURP.
Estudos funcionais tém mostrado que as MSPDBL-1 e -2 tém atividade de ligacéo ao
eritrocito quando expressa em células COS (Células CV-1 (simio) transformadas por
mutante defeituoso de Origem de SV40) e que MSPDBL-2 esta associada com a
resisténcia ao antimalarico halofantrina (88). Essas proteinas contém um dominio
anico central DBL e um dominio SPAM na regido C- terminal, no entanto ndo possuem
dominio transmembrana ou ancoramento por GPI (figura 7) (84,85).

Andlises de populacdo gendmica revelaram um grande numero de
polimorfismos em ambos 0s genes, principalmente nos dominios DBL, consistente
com o fato desses genes estarem sob forte selecéo balanceadora, tipo de selecédo que
mantém diferentes alelos dentro de uma populacdo, um indicativo de que essas
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proteinas estejam sofrendo intensa pressdo imunoldgica, concordante com a sua
presenca na superficie do merozoito (89). A selecdo balanceadora age quando ha
pressdo seletiva em um determinado loci, operando de forma que o valor adaptativo
de um alelo seja inversamente proporcional a sua frequéncia, resultando na
manutenc¢ao de alelos polimorficos na populacdo, assim como a maior persisténcia da
diversidade alélica em relacdo a variacdo neutra (90). As MSPDBL-1 e MSPDBL-2,
por serem proteinas da superficie do merozoito, estdo mais expostas ao sistema
imune do hospedeiro, logo, a selegao balanceadora atuaria mantendo a diversidade
genética vantajosa e assim facilitando a evasédo do parasito do sistema imunolégico
do hospedeiro.

O dominio SPAM ¢é caracterizado por ter uma regidao C-terminal rica em &cido
glutdmico seguido de uma regido com sequéncia de leucina ziper-like (LLZ). Os
motivos LLZ sdo motivos comumente encontrados em proteina de ligacdo ao DNA, o
ziper de leucina € uma hélice anfipatica contento repeticdes de residuos de leucina e
funciona como um maédulo de dimerizacao e sédo importantes para interacdes proteina-
proteina, visto que levam a oligomerizagéo destas (91). O motivo LLZ é fundamental
para a oligomerizacdo das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, visto que quando ha
truncamento da regido LLZ nessas proteinas, ndo ha interacdo entre elas e a MSP1.
A delecdo do motivo LLZ do dominio SPAM é suficiente para prevenir a ligacao desse
fragmento ao eritrdcito (72). Em todos os membros da familia MSP-3 e nas MSPDBLs
também é possivel observar o motivo conservado NLR(K/N)(A/G/N) perto da regido
N-terminal, no entanto, a significancia desse motivo ainda néo foi elucidada (84). As
MSPDBL-1 e a MSPDBL-2 possuem o dominio SPAM muito semelhante a MSP-6 e,
por essa regido C-terminal ser altamente conservada entre os membros da familia,
ela pode ser uma opg¢éo para induzir resposta imune de reatividade cruzada, que
podem ter como alvo varios membros da familia MSP-3 (72).

O dominio DBL dessas proteinas é altamente polimérfico, sugerindo que essas
proteinas estdo sobre grande pressao seletiva provavelmente do sistema imune do
hospedeiro, visto que sao proteinas de superficie (89,92,93). Apesar dos
polimorfismos, o dominio DBL das MSPDBLSs, que contém oito cisteinas e uma
sequéncia de motivo “WWXXXXXXXW”, apresenta estrutura geral semelhante ao
dominio DBL dos membros da familia EBL e EBA, como por exemplo a EBA-175. Ao
alinhar a sequéncia de aminoacidos dos dominios DBL de proteinas membros da
familia EBL e da MSPDBL é possivel perceber que seis das cisteinas sdo conservadas
com as do gene Var e o dominio F2 de proteinas da familia EBA (84).
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Algumas das proteinas que possuem o dominio DBL, como a EBA- 175, EBA-
140 e EBA-181 se localizam nos micronemas, que fazem parte do complexo de
organelas secretorias da porcao apical do parasito. Essas proteinas se ligam ao
eritrocito do hospedeiro de uma maneira acido sialico-dependente e estdo
intrinsecamente envolvidas no processo de invasao do eritrocito (69). No entanto a
MSDBL-1 néo foi encontrada na porcao apical do merozoito, sugerindo que ela ndo
estd presente no micronema como as proteinas supracitadas. Aparentemente, a
MSPDBL se encontra associada exclusivamente na superficie do merozoito, assim
como outras proteinas que contém o dominio SPAM. Outras MSPs como a MSP-1, -
2, -4 e -5 se ligam a membrana plasmatica através do seus dominios transmembrana
ou ancoras GPI, porém a MSPDBL ndo apresenta quaisquer dessas caracteristicas,
sendo entdo identificadas como proteinas periféricas, ou seja elas permanecem na
superficie do merozoitos através de interacdes com outras proteinas integrais de
membranas (84).

Pesquisas tém mostrado que as proteinas de ligacao ao eritrocito MSPDBL-1
e MSPDBL-2 estdo associadas com a MSP-1 na superficie do parasito formando
assim um complexo que age como uma plataforma para as MSPDBL-1 e MSPDBL-2
se ligarem ao seu receptor na superficie do eritrécito. A ligacdo das MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 com a MSP-1 pode ocorrer tanto pelo dominio SPAM quanto pelo seu
dominio DBL e essa ligacdo é dependente de uma conformacao estabilizada por pelo
menos trés ligacdes dissulfeto conservadas. Ambas as proteinas interagem com as
subunidades p42, p38 e p83 da MSP-1 sugerindo a presenca de multiplos sitios de
ligacdo que contribuem para a afinidade de ligacéo e para a estabilidade do complexo
(72,85).

Ainda ndo esta claro se as duas proteinas apresentam a mesma funcéo, no
entanto algumas evidéncias indicam que sim. As duas tém os mesmos dominios
estruturais e se ligam a MSP-1 através das mesmas subunidades, ambas se ligam a
um receptor especifico ainda néo identificado no eritrécito (84,85) e ainda nao foi
possivel interromper os dois genes na mesma linhagem parasitaria, sugerindo que
eles possam ter uma funcao redundante (69).

Embora essas proteinas apresentem o perfil polimérfico, estudos realizados em
areas de alta endemicidade de malaria mostraram que anticorpos contra as proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo associados com protecdo contra a malaria clinica
(86,94) e séo capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro, sugerindo um
importante papel na imunidade antimalarica (80,86,95). Estudos prévios conduzidos
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em nosso laboratorio mostraram que MSPDBL-1 e MSPDBL-2 sdo amplamente
reconhecidas por anticorpos de individuos residentes em areas endémicas brasileiras
de malaria, demonstrando que sao imunogénicos na infeccdo natural por P.
falciparum. Entretanto, cerca de 40% da populagdo estudada ndo apresentavam
anticorpos que reconheciam a MSPDBL-1 e/ou a MSPDBL-2, podendo essa nédo
resposta imune estar associado a fatores do hospedeiro, como por exemplo o fator
genético (HLA) (96) . Nossa hipotese € que a presenca de polimorfismos nas regifes
génicas que codificam as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 podem modular as
respostas imune celular e humoral especificas.

A identificacdo de polimorfismos genéticos e o impacto dos polimorfismos
identificados nas regifes potencialmente antigénicas de MSPDBL-1 e MSPDBL-2
podem gerar dados que ressaltem o potencial dessas proteinas como candidatas a
vacina antimalarica que possam, no futuro, serem testadas na populacéo de regides

endémicas residentes na Amazonia brasileira.
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Figura 7 - Estrutura das proteinas MSPDBL-1 e 2, MSP-3 e EBL.
Fonte: Adaptado de Hodder et al., 2014.

1.7 Respostaimune associada ao HLA

Considerando a complexidade ciclo biolégico do Plasmodium, diferentes
mecanismos imunes sao ativados, dependendo do estagio que o parasito se encontra
e da sua localizacdo, se dentro ou fora da célula hospedeira. A reposta imune do

hospedeiro também depende de diversos fatores, como por exemplo o fator genético
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ligado ao Complexo Principal de Histocompatibilidade (97). O Complexo Principal de
Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex; MHC) também referido como
Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte Antigen; HLA), € uma regido
extremamente polimorfica no cromossomo 6 que codifica as principais moléculas
responsaveis pela apresentacdo de antigenos, pequenos peptideos derivados de
patdgenos, na superficie celular (96,98). Essa regido compreende mais de 200 genes
e pseudogenes divididos em 3 subgrupos: HLA de classe 1 o qual inclui genes
classicos e altamente polimorficos HLA-A, HLA-B e HLA-C, bem como os genes néo
cldssicos e que exibem limitado polimorfismo como os HLA-E, HLA-F e HLA-G. A
regido da classe 2 inclui os genes HLA-DR, -DQ, -DP, -DM, e -DO, menos variaveis
envolvidos no processamento e apresentacdo de antigenos e S80 expressos nas
células apresentadoras de antigenos (APCs) como macréfagos, células dentriticas,
células de Langerhans e células Kupffer. As proteinas produzidas pelos genes de HLA
de classe 3 estdo implicadas na resposta inflamatoéria, maturacao leucocitaria e na
cascata do sistema complemento (96).

A variagdo genética do HLA foi relacionada a doencas primeiramente com o
linfoma de Hodgkin (99) e o HLA-B e, desde entdo, uma miriade de doencas foram
associadas com o HLA. Os polimorfismos no HLA sao Uteis na busca por doadores
compativeis, no rastreamento da migracao populacional e na sua relacdo potencial
com a selecdo mediada por patégenos (97). A diversidade genética encontrada nas
moléculas de HLA em nivel populacional podem maximizar as chances de pelo menos
alguns individuos conseguirem montar uma resposta imune eficiente contra algum
infeccdo emergente e sobreviver. Mecanismos como conversao genética e mutacées
pontuais geraramm essa diversidade genética (98). Muitos dos polimorfismos
observados em genes do MHC levam a mudancas de aminoacido ndo sinbnimas nas
fendas de ligagédo dos peptideos com as moléculas de HLA, ressaltando a importancia
da ligacdo peptideo-HLA e demonstrando forte pressdo de sele¢do nessa fenda (96).

Diversos trabalhos demonstraram associacdes entre HLA e mecanismos de
protecado, resposta imune e susceptibilidade a malaria. Podemos citar como exemplo
o0 HLA-B*53 e DRB1*1302-DQB1*0501, identificado em um estudo na Gambia, em
gue individuos que carregam esse tipo de HLA estavam protegidos contra a malaria
severa (100). Outros alelos de HLA também estdo envolvidos na susceptibilidade
(A*30:01, A*33:01, DPB1*17:01 e DRB1*04:01) ou resisténcia (B*53:01, DQB1*05:01,
DRB1*01:01 e DRB1*13:02) a malaria, baseados na sua frequéncia nas populacdes
(revisado em 101). Assim, as moléculas de HLA tem sido utilizadas como marcadores
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genéticos na possivel modulagéo no sistema imunoldgico durante a infeccdo malarica,
principalmente considerando o contexto de utilizacdo de vacinas de subunidades e

candidatos vacinais para malaria (97).

1.8 Justificativa

Apesar da interacdo entre os humanos e os plasmaddios ser antiga e de longa
data, ainda ha lacunas no conhecimento de estratégias de controle a fim de mitigar os
casos e as mortes por malaria no mundo. Assim, essa doenca permanece como a
mais prevalente nos paises tropicais e subtropicais, causando elevados niameros de
casos (7).Novas estratégias de controle dessa doenca sdo necessarias e, dentre elas,
o desenvolvimento de uma vacina eficaz representa a melhor arma de combate contra
esse parasito.

Nosso Laboratorio tem avaliado o perfil da resposta imune contra antigenos de
P. falciparum em populagdes da Amazdnia brasileira visando identificar o potencial
antigénico e imunogénico de moléculas que possam fornecer informacfes que
contribuam para o delineamento de estratégias vacinais (102-104). As proteinas
MSPBDL-1 e MSPDBL-2 estéo presentes na superficie dos merozoitos e participam
do processo de invasdo no eritrécito. Estudos realizados em areas de alta
endemicidade de malaria mostraram que anticorpos naturalmente adquiridos contra
as MSPDBLs séo capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro, indicando
gue a resposta imune contra MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode participar do processo de
imunidade antimalarica (86,94). Além disso, estudos prévios conduzidos em nosso
Laboratério mostraram que MSPDBL-1 e MSPDBL-2 sdo amplamente reconhecidas
por anticorpos de individuos residentes em areas endémicas brasileiras de malaria.
Entretanto, cerca de 40% da populacéo estudada ndo apresentavam anticorpos que
reconheciam a MSPDBL-1 e/ou a MSPDBL-2 (dados nao publicados). Considerando
gue a extensiva diversidade genética exibida pelo P. falciparum é um fator importante
para a evasao do parasito ao sistema imune dos hospedeiros (41), acreditamos que
a presenca de polimorfismos nas regibes genéticas que codificam as proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 podem modular as respostas imune celular e humoral
especificas. Assim, nos propomos a identificar polimorfismos genéticos e avaliar o
impacto desses polimorfismos nas regides potencialmente antigénicas das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que circulam em areas

endémicas de malaria da Amazoénia Brasileira. Considerando que os parasitos que
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circulam no Brasil e as populacdes expostas podem apresentar caracteristicas
genéticas diferentes de outras areas endémicas, torna-se importante a realizacdo de
estudos que possam contribuir para um melhor entendimento da resposta imune
naturalmente adquirida para os antigenos candidatos a compor uma vacina
antimalarica, visto que a eficacia de uma vacina pode variar em diferentes cenarios
epidemioldgicos. Os dados gerados podem ressaltar o potencial das proteinas

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 como candidatas a vacina antimalarica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar polimorfismos nas regides génicas que codificam as proteinas
MSPDBL-1 E MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que circulam em areas

endémicas de malaria da Amazobnia Brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

¢ l|dentificar polimorfismos genéticos nos dominios DBL e SPAM das proteinas
MSPDBL-1 E MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que circulam em areas
endémicas de malaria da Amazonia Brasileira.

e Avaliar o impacto desses polimorfismos nas regides potencialmente
antigénicas das proteinas MSPDBL-1 E MSPDBL-2
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade estudo

A regido Amazonica concentra 99,9% dos casos de malaria no Brasil, sendo
considerada area endémica para a doenca. Neste contexto, o estudo foi realizado nos
municipios de Cruzeiro do Sul e Mancio Lima, no estado do Acre, e Guajara, no estado
do Amazonas (figura 8). Esses municipios estdo caracterizados entre os 10 que
concentram 70% de malaria por P. falciparum no pais (4%,12,92 respectivamente) (13)
e serdo alvos prioritarios de acfes do ministério da saude (MS) que priorizam a
eliminacao do P. falciparum no Brasil.

Para referéncia, o IPA € a medida do risco de contrair a doenga numa regiéo.
Esse risco é correspondente a quantidade de laminas positivas divido pela populacdo
em risco e multiplicado por 1.000. As areas endémicas sao classificadas de acordo
com o IPA em alto risco (IPA = 50), médio risco (IPA 10 a 49) e baixo risco de
transmisséo (IPA 0,1 a 9) (105).
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Figura 8 - Mapa geogréfico com a localizagéo das areas de estudo.
A localizacdo das cidades de Guajara (AM), Mancio Lima (AC) e Cruzeiro do Sul (AC) estéo
destacadas em rosa. Fonte: elaborado pela autora.

Cruzeiro do Sul (07°37'51” S e 72°40'12" W), localizado a 648 km da capital
Rio Branco, é o segundo municipio mais populoso do Acre com 89.072 habitantes de
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acordo com estimativas de 2020 do IBGE. Situado as margens do rio Jurud, no
noroeste do estado, esta cidade € considerada o mais importante polo turistico e
econdmico do interior, possuindo area territorial de 8.779,407 km2. Nos anos de 2016
e 2018 em que foram realizadas as coletas, Cruzeiro do sul registrou,
respectivamente, 16.721 e 12.931 casos de maléria e indice parasitario anual (IPA)
de 231,9 e 147,5/ 1000 habitantes. Cruzeiro do Sul se encontra a 35,3 km de Mancio
Lima.

Mancio Lima (7°36’51” S e 72°53’45” W), situado no interior do estado do Acre,
no vale do Jurud, é conhecido por ser o municipio mais ocidental do Brasil. Possui
area territorial de 5.453,034 kmz e populacado estimada de 19.311 habitantes segundo
o IBGE (2020). Em 2016, a cidade contabilizou 6.372 casos de maléaria e apresentou
o IPA extremamente alto de 436,4/1000 habitantes, caracterizando essa area como
hiperendémica para a doenca. Em 2018, ano da segunda coleta, nota-se que nimero
permaneceu alto com 8.303 casos e IPA de 422,8/1000 habitantes. Mancio Lima se
encontra a 48,5 km de Guajara.

A cidade de Guajara (2°58'19" S e 57°40'39" W) localizado a 1.487 km de
Manaus, capital do Amazonas. Possui populagédo estimada de 16.937 habitantes
(IBGE, 2020) e area territorial de 8.904 kmz?, situando-se na margem esquerda do rio
Jurua. No ano da primeira coleta (2016), 0 municipio apresentou 2.064 casos, com 0
IPA de 128,3/1000 habitante. No momento da segunda coleta (2018) o numero de
casos diminuiu para 2.043 e o IPA 124,5/1000. Guajara se encontra a 21,2 km de

distancia de Cruzeiro do Sul.

3.2 Critérios de inclusédo e exclusao dos voluntarios

3.2.1 Critérios de inclusao

Todos os individuos residentes nas localidades acima descritas que aceitaram

participar do nosso estudo, com diagndstico positivo para malaria por P. falciparum.

3.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do nosso estudo populacdes indigenas, grupos religiosos,
militares, presidiarios, doentes mentais, parturientes e gestantes, criancas abaixo de

12 anos de idade, individuos com infec¢do mista (P. falciparum e P. vivax).
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3.3 Aspectos éticos

Esse projeto e 0 seu termo de consentimento foram aprovados pelo comité de
ética em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEP-FIOCRUZ CAAE
46084015.1.0000.5248;221/03) (anexo ).

3.4 Coleta de dados pessoais e epidemioldgicos

As coletas foram realizadas através de busca ativa (visitas domiciliares) e busca
passiva (postos de notificacdo). Durante as visitas os individuos foram informados
sobre as formas de transmissdo de malaria e medidas profilaticas. O projeto foi
explicado para os individuos, ressaltando que a participacdo deles era de livre e
espontanea vontade e que a recusa em participar ndo acarretaria qualquer prejuizo
ao atendimento e/ou tratamento deles. Os individuos que aceitaram participar do
estudo leram ou foram informados do contetdo do termo de consentimento. Apés o
consentimento dos individuos, foi obtida uma autorizacdo por escrito de todos os
voluntarios (anexo Il) ou dos seus responsaveis (anexo lll). Apos a assinatura, todos
0s voluntarios participaram de uma entrevista com o objetivo de preencher um
questionario de investigacdo para a coleta de dados pessoais e epidemiolégicos
(anexo V)

3.5 Coleta e processamento das amostras de sangue

Apds o consentimento, um volume de 5 mL de sangue foi obtido por puncédo na
veia do antebraco utilizando-se tubos vacutainer com EDTA (Becton Dickinson, Nova
Jersei, EUA). A coleta de sangue foi realizada por um biélogo, médico, farmacéutico
ou técnico da equipe de investigadores. Todos o0s cuidados apropriados foram
tomados, como o uso de seringa, gaze e agulha descartaveis, bem como alcool para
antissepsia local, entre outros. O processamento das amostras foi realizado no
Laboratério de Microbiologia, Campus Floresta da Universidade Federal do Acre
(UFAC), em Cruzeiro do Sul. As papas de hemacias foram criopreservadas em
solucgao glicerolyte 1:1 (0.9% NacCl, 4.2% sorbitol, 20% glicerol, Sigma) e armazenadas

em freezer -70 °C até o momento do uso.
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3.6 Diagnéstico

3.6.1 Diagnostico parasitolégico

Na ocasido da coleta foram confeccionadas laminas de distensdo sanguinea e
gota espessa coradas com o método de Mary-Grunwald Giemsa para identificacéo e
quantificacdo dos parasitos circulantes por microscopia. A parasitemia foi expressa
como o numero de parasitos/ul de sangue, calculado multiplicando o numero de
parasitos contados por 500 leucocitos e o numero de leucécitos do individuo dividindo
0 produto por 500. Doadores positivos para P. vivax e/ou P. falciparum no momento
da coleta de sangue foram subsequentemente tratados pelo regime quimioterapico

recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil (106).

3.6.2 Diagnostico molecular

Para aumentar a sensibilidade do diagnostico foram realizadas andlises
moleculares pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando
iniciadores especificos para género (Plasmodium sp.) e espécies (P. falciparum e P.
vivax) em todas as amostras, conforme descrito previamente por Snounou et al., 1999
(107).

3.7 Extracédo de DNA

O DNA foi extraido das amostras de sangue criopreservadas utilizando o kit
comercial QIAmp® DNA Blood Mini (QIAgen, Hilden, Germany), seguindo as instrucdes
do fabricante. Resumidamente, 200 pL de sangue previamente descongelado em
temperatura ambiente foram adicionados a um tubo eppendorf de 1.5 mL com 20 pL
de protease K (QIAgen) no fundo e levemente homogeneizado. Em seguida foram
adicionados 200 pL do tamp&o AL (QIAgen). O tubo foi homogeneizado rapidamente
em vortex e incubado a 56 °C por 10 minutos. Apos a incubacgéo foram adicionados
200 pL de etanol 96-100%, o tubo foi novamente homogeneizado por 15 segundos, e
em seguida adicionado no tubo com a coluna. A coluna inserida no tubo foi
centrifugada por 3 minutos a 8.000 rpm e a coluna foi removida para um novo tubo
desprezando o liquido. Em seguida, foram adicionados 500 pL do tampao AW1
(QlAgen) seguido de centrifugacao por 1 minuto a 8000 rpm e remocao da coluna para

um novo tubo. Entéo, foram adicionados 500 pL do tampéao de lavagem AW2 (QlAgen)
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e o tubo foi centrifugado por 3 minutos a 13.000 rpm. Por fim, a coluna foi removida
para outro tubo, onde o DNA foi eluido em 100 pL do tampéao AE (QlAgen) e estocado

a 4 °C até a sua utilizacao.

3.8 Desenho dos iniciadores especificos para MSPDBL-1 e MSPDBL-2

Para se obter iniciadores especificos para a amplificacdo das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foi utilizada a sequéncia referéncia de P. falciparum 3D7
(clone do isolado NF54) depositada no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) com o0s numeros de acesso pf3d7_1035700 e
pf3d7_1036300 respectivamente. Todos os oligonucleotideos foram verificados
guanto a especificidade através da ferramenta Prime-BLAST fornecido pelo NCBI

através do site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Posteriormente, 0s

pares de iniciadores especificos foram sintetizados quimicamente para a realizacéo

da PCR e sequenciamento.

3.9 Reacdo em cadeia da polimerase — PCR

A amplificacdo dos seguimentos génicos que codificam a MSPDBL-1 e a
MSPDBL-2 foi realizada pelo método de PCR convencional utilizando iniciadores
especificos (GenOne Biotechnologies, Rio de Janeiro, Brasil) para cada uma das

proteinas e para os seus respectivos dominios DBL e SPAM (tabela 2).
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Tabela 2 - Iniciadores utilizados na amplifica¢cdo dos genes MSPSBL1 e MSPDBL2

Gene MSPDBL1 Iniciador Sequéncia dos iniciadores
_ Senso (F) 5-TGCTTTTGGTGGTGGACTCCCT -3'
Dominio DBL* :
Antissenso (R) 5'- GCACAACAGTTGCACGGTGTGAA -3'
Senso (F) 5’- CAAGGAAATTCACACCGTGC -3
Dominio SPAM* :
Antissenso (R) 5’- AAATCTGTCATATCTTCTGTCAAAC -3’
Gene MSPDBL2
_ Senso (F) 5- TCTACATGTTTTGTTGTAAATGA -3’
Dominio DBL* :
Antissenso (R) 5- CTATTCAAGGTAGAATCAC -3’
Senso (F) 5- AGCGTGAGCGAAGAATCACA -3’

Dominio SPAM*

Antissenso (R) 5- TCAAGGTAGAATCACTTCCATTACC -3’
Fonte: *A autora, 2020;

Para a reacdo de PCR foram utilizados 2 pL do DNA extraido do isolados
plasmodiais acrescidos a 23 pL do mix de PCR, contendo 2,5 pL de DNTPs a 10 nM,
1 pL de cada iniciador (senso e antissenso) a 10 pMol/uL, 2,5 pL de tampao 10x
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA), 3 uL de MgCl2a 3 mM e 0,25 pL
de AmpliTag Gold™ DNA Polimerase (Applied Biosystem) 12,75 uL de agua destilada
ultrapura (Invitrogen) totalizando o volume final de 25 pL por reagdo. As reagdes de
PCR foram submetidas a ciclagem de temperatura especificas para cada par de
primer no termociclador ProFlex PCR System® (Applied Biosystems) e Veriti 96 Well
Cycler (Applied Biosystem), nas condicdes descritas na tabela 3. Em todas as reacdes
foram utilizados um controle negativo sem DNA, um controle com DNA extraido de
isolado de P. vivax e um controle positivo (DNA extraido a partir de cultura in vitro de

P. falciparum, cepa W2).

Tabela 3 — Condic¢des de ciclagem para a amplificagédo

35 ciclos
DBL1F/DBL21R 94°C - 10’ 95°C - 01’ 68°C - 01’ 72°C -2 72°C - 0%’
SPAM1F/SPAM1R | 94°C - 10’ 95°C-01" | 62°C—-01" | 72°C-2 72°C - 05’
DDBL2F/DBL2R 94°C - 10 95°C - 01’ 67°C - 071 72°C -2 72°C - 0%
SPAM2F/SPAM2 | 94°C - 10’ 95°C-01" | 58°C-01 | 72°C-2 72°C - 05’
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Ao final da reacao, 5 pL dos produtos da PCR previamente homogeneizados a
1 pL de 6X Loading Dye (Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéao TAE (Tris-acetato 0,04, EDTA 1
mM) contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo (C21H20BrNs, Sigma, St. Louis, MO),
por aproximadamente 60 minutos a corrente elétrica constante de 90V/cm. Para
estimar o dimensionamento dos fragmentos no gel foi utilizado um padrao de peso
molecular de 100 pb (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, U.S.A.). Apds a
eletroforese, os fragmentos foram visualizados através do transiluminador High

Performance UV transilluminator (UVP).

3.10 Reacédo de sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados através do kit comercial Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison Wisconsin, EUA), de acordo com
os procedimentos especificados pelo fabricante. A purificacdo tem como objetivo a
remocao de oligonucleotideos nao incorporados na PCR e que podem interferir na
reacao de sequenciamento. Apos a purificacao foi realizada a quantificacdo do DNA,
utilizando o fluorémetro Qubit (Invitrogen). Para determinacdo das sequéncias exatas
dos nucleotideos, todas as amostras amplificadas foram entdo submetidas a reacéo
de sequenciamento proposto por Sanger et al. (1977) utilizando o kit de
sequenciamento Big Dye Terminator Cycle Ready Reaction versdo 3.1 (Applied
Biosystems) em condigcbes previamente padronizadas pela Plataforma de
Sequenciamento da Fundagao Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz).

De acordo com o protocolo de sequenciamento, 5 pL de DNA na concentracao
de aproximadamente 20 ng/pL e 2,5 pL de cada um dos mesmos iniciadores utilizados
na reacado de PCR a 3,2 pMol/uL foram adicionados em cada um dos 96 pocos da
placa de sequenciamento (Applied Biosystems), totalizando o volume final de 7,5 pL
por poc¢o. A mistura para a reacdo de sequenciamento de DNA é realizada de acordo
com o numero de amostras. A quantidade necessaria para uma placa inteira é de 100
puL de BigDye (Applied Biosystems) e 150 pL de tampdo de sequenciamento 5x
(Applied Biosystems). Um volume de 2,5 pL da mistura para a reacdo de
sequenciamento foi adicionado em cada poco da placa (1 pul de BigDye + 1,5 pl de
tampdo 5x) e a placa foi coberta com uma tampa de borracha e levemente
centrifugada (spin). No termociclador, foi utilizado o seguinte protocolo: 40 repeticbes

do ciclo que consiste em alternancia de 94 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos
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e 60 ‘C por 4 minutos. Apés a ciclagem da reacdo de sequenciamento, os produtos
passaram por um processo de precipitacdo para a retirada de ddNTPs livres que
podem interferir na leitura da sequéncia de DNA no sequenciador. Esse processo
consistiu e em centrifugar brevemente a placa (spin), adicionar 30 pL de isopropanol
75% (MERCK, Darmstadt, Alemanha) em cada po¢o, homogeneizar as amostras em
vortex por 10 segundos e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz. A placa foi entdo
centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante foi descartado utilizando
movimentos circulares sobre o papel toalha. Posteriormente, foram adicionados 50 pL
de Etanol 75% (MERCK) em cada poc¢o da placa que foi, entdo, centrifugada por 15
minutos a 4.000 rpm para remocdo do sobrenadante, como descrito anteriormente.
Em seguida a placa foi centrifugada invertida (spin down) utilizando papel toalha para
a absorcdo do etanol e, quando a centrifuga chegou a 600 rpm, o processo foi
interrompido. Ao final, a placa foi colocada no termociclador a 60 °C por 10 minutos e
em seguida armazenada a -20 °C até o momento da sua leitura no sequenciador.
Para a leitura da placa no sequenciador foram adicionados 10 pL de formamida
Hi-Di (Applied Biosystems) em cada poco da placa seca que foi, posteriormente,
centrifugada brevemente, colocada no termociclador a 95 °C por 3 minutos e colocada
imediatamente no gelo por 5 a 10 minutos. Por fim, a placa foi centrifugada
brevemente para os produtos aderidos as paredes dos pocos concentrarem-se no
fundo. A placa foi, entdo, conduzida para a leitura na plataforma de sequenciamento
por capilar automético de DNA ABI Prism DNA Analyzer 3730xI (Applied BioSystems)

da Plataforma de Sequenciamento de Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz).

3.11 Andlise dos polimorfismos

As sequéncias nucleotidicas obtidas (senso e antissenso) de cada amostra
foram analisadas utilizando o0s programas provenientes do pacote
DNASTAR/Lasergene Software (Madison, WI). O programa BLAST (Ferramenta de
Busca de Alinhamento Local Béasico — Centro Nacional de Informacdes
Biotecnoldgicas) foi utilizado para verificar a similaridade e identificar os polimorfismos
em relagdo a sequéncia referéncia 3D7 depositada no NCBI. O alinhamento da
sequéncia consenso com a sequéncia referéncia foi realizado pelo programa
MegAlign 7.0.0 (DNASTAR/Lasergene Software) utilizando o algoritmo do programa
Clustal X2 e Clustal Omega sendo feito um ajuste manual através do programa

EditSeq 7.0.0 (DNASTAR/Lasergene Software). A fim de estimar a diversidade
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genética intrapopulacional, as sequéncias génicas de mspdbl-1 e mspdbl-2, dominios
DBL e SPAM, foram analisadas utilizando o software DnaSP v6 (108) com base nos
parametros de niumero de sitios segregantes (S), diversidade nucleotidica (1), nUmero
médio de diferencas nucleotidicas (k), numero de haplétipos (h) e diversidade
haplotipica (Hd). Para testar a teoria neutra da evolugao, os valores D de Tajima foram
calculados utilizando o numero total de mutacdes também estimadas com o software
DnaSP v6. O teste Tajima informa sobre as forcas de selecdo e demograficas que
atuam sobre uma populacéo. Valores positivos podem ser sugestivos de selecao
positiva ou balanceadora. Essa forga mantém os alelos em frequéncias equilibradas.
Por outro lado, valores negativos sugerem selecdo purificadora ou expanséo

populacional recente (109).

3.12 Modelagem 3D das MSPDBL-1 e MSPDBL-2

A estrutura 3D das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram preditas utilizando
o servidor Robetta (110) em colaboracédo com o Dr. Rodrigo Nunes Rodrigues da Silva
do laboratério de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais/ Fiocruz. O servidor Robetta
permite a modelagem de estruturas 3D de proteinas através de abordagens ab initio
e por comparacao. Esse servidor é continuamente avaliado pelo CAMEO (Modelo de
Avaliacdo Automatizada Continuada) e estabelece critérios de avaliacdo de qualidade
de previsdo da estrutura proteica (110,111). A qualidade das estruturas proteicas
geradas foi analisada pelo sistema MolProbity, amplamente utilizado para validacao
de proteinas e acidos nucleicos, afim de escolher o melhor modelo preditivo das

proteinas de interesse (112).

3.13 Predicéo in silico de epitopos de células B e células T

A predicao dos epitopos lineares de células B foi realizada em colaboragéo com
o Dr. Rodrigo Nunes Rodrigues-da-Silva, utilizando o software BCPreds (113). Essa
predicdo é baseada usando modelos de vetores de suporte de maquinas. Uma classe
de método de aprendizagem de maquinas supervisionadas utilizadas para
classificacdo e regressao. Foi realizada a selecdo de busca por epitopos com o
comprimento de 15 aminoacidos e todos acima do limiar padrdo estabelecido pelo

programa (75%) foram considerados.
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A ligacédo diferencial de epitopos de células T das sequéncias completas das
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram analisadas utilizando o IEBD (Banco de
dados de Epitopos Imunes e Recurso de Andlises), como ferramenta de analise que
utiliza os algoritmos ANN aka NetMHC (114,115), para calcular a afinidade de ligacao
de peptideos a diferentes alelos de HLAs por meio de redes neurais artificiais e
matrizes de pontuacdo, SMM (116) utilizado para calcular matrizes a partir de dados
de afinidade quantitativos de peptideos que se ligam a moléculas de MHC e Comblib
(117), conjunto de preditores que foram derivados de medi¢cbes de afinidade de
ligacdo de bibliotecas de peptideos combinatoérios contra um painel de alelos de MHC.
Considerando o comprimento de 15 aminoacidos, a pontuacao de predicdo de cada
comprimento foi avaliada contra 26 dos alelos HLA mais frequentes. (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*30:01;
HLA-A*31.01; HLAA* 32:01; HLA-A*68:01; HLA-B*08:01; HLA-B*15:01; HLA-B*18:01;
HLA-B*35:01; HLA-B*38:01; HLA-B*39:01; HLA-B*40:01; HLA-B*46:01; HLA-B*48:01;
HLAB* 51:01; HLA-B*53:01; HLA-B*57:01; HLA-B*58:01; HLA-C*04:01; HLA-C*05:01;
HLA-C*07:01). Os comprimentos que tém uma pontuacdo média consenso inferior a
20 e, pelo menos, 60% da frequéncia de ligacdo a HLA foram considerados epitopos

potenciais de células T.

3.14 Andlise dos dados epidemioldgicos

Os dados epidemiologicos e o0s resultados dos experimentos foram
armazenados em banco de dados e analisados através de programas Epi-Info 6
(Centers for Disease Control and Prevention) e GraphPad Instat (GraphPad Software,
Inc). O teste do qui-quadrado foi utilizado para a avaliacdo das frequéncias dos SNPs

entre os grupos estudados.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricao da populagéo estudada

No periodo estudado, anos de 2016 e 2018, o total de 65 isolados de
Plasmodium falciparum foram coletados de pacientes residentes em Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara. A populacao estudada consistiu em 36 (55,38%) individuos
do sexo masculino e 26 (40%) do sexo feminino, com idades variando entre 12 e 73
anos (32+16). A maioria dos individuos (93,8%) era proveniente da regido Amazénica
e estava residindo em area endémica, em média, ha 31 anos (31£16). Os individuos
relataram uma média de 13 episédios prévios de maléaria (13+16), sendo o ultimo
episédio de malaria 26 meses antes da coleta de sangue (26+56). No momento da
coleta 39 (60%) individuos apresentavam sintomas iniciados, em média, 4 dias antes
da coleta (4+5), sendo, cefaleia, febre e calafrio os mais frequentes, relatados por
89%, 84% e 53% dos individuos, respectivamente. As coletas foram realizadas nos
meses de junho a agosto de 2016 e junho a julho de 2018, ap6s o periodo de pico de

transmissao.

4.2 Caracterizacdo molecular das MSPDBL-1 e 2

4.2.1 Amplificacdo dos genes das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 por PCR

Para avaliar o polimorfismo das regifes génicas que codificam as proteinas
MSPDBL-1 (pfmspdbll) e MSPDBL-2 (pfmspdbl2) foram utilizados 65 isolados
coletados de individuos residentes de Cruzeiro do Sul e Mancio Lima (Acre) e Guajara
(Amazonas), com diagnostico positivo por exame microscopico e/ou molecular
confirmado para infec¢éo por P. falciparum. Os iniciadores foram desenhados a partir
do programa Primer-BLAST e as analises foram direcionadas para os dominios SPAM
e DBL.

Nosso estudo foi iniciado investigando os polimorfismos do dominio SPAM do
gene pfmspdbll e do total de isolados estudado, 45 foram amplificados com sucesso
por PCR, como observado por andlise em gel de agarose (Figura 9). E possivel
observar em cada isolado amplificado a presenca de um unico fragmento com o

tamanho aproximado de 600 pares de base (pb).
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Figura 9 - Amplificacdo por PCR do dominio SPAM do gene pfmspdbl1l.

Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1: marcador
molecular de 100 pb. Linhas 2 a 6: amostras de pacientes infectados por P. falciparum de
CZS, ML e GJ. Linha 7:controle positivo da reacéo de PCR (amostra de cultura in vitro de P.
falciparum). Linha 8: controle negativo.

Quanto ao dominio DBL da MSPDBL-1, 43 amostras foram amplificadas por
PCR (figura 10). E possivel observar em cada isolado amplificado a presenca de um

Unico fragmento com tamanho entre 1.000 e 1.100 pares de base.

1.000 pb

Figura 10 - Amplificacédo por PCR do dominio DBL do gene pfmspdbl1.

Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1: marcador
molecular de 1Kb. Linhas 2 a 7: amostras de pacientes infectados por P. falciparum de CZS,
ML e GJ. Linha 8:controle positivo da reacdo de PCR (amostra de cultura in vitro de P.
falciparum). Linha 9: controle negativo.
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Para a MSPDBL-2, 49 isolados foram amplificados com éxito para o0 dominio
SPAM, permitindo a visualizacdo de um fragmento de aproximadamente 600 pb no

gel de agarose, como pode ser observado na figura 11.

12 3 456 7 8 910 11 1213

600 pb

Figura 11- Amplificacéo por PCR do dominio SPAM do gene pfmspdbl2.

Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1: marcador
molecular de 100 pb. Linhas 2 a 11: amostras de pacientes infectados por P. falciparum de
CZS, ML e GJ. Linha 12: controle positivo da rea¢cdo de PCR (amostra de cultura in vitro de
P. falciparum). Linha 13: controle negativo

A respeito do dominio DBL, foram amplificadas com sucesso 33 isolados,

possibilitando a visualizagdo de um fragmento entre 1.000 e 1.100 pb (figura 12).

«~— 1.000pb

Figura 12 - Amplificagéo por PCR do dominio DBL do gene pfmspdbl2.

Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1 a 5:
amostras de pacientes infectados por P. falciparum de CZ, ML e GJ. Linha 6: controle positivo
da reacdo de PCR (amostra de cultura in vitro de P. falciparum). Linha 7: controle negativo.
Linha 8: marcador de peso molecular de 1.000 pb.

Para melhor caracterizar o perfil polimoérfico das regides génicas que codificam
as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos isolados brasileiros, as amostras

amplificadas por PCR foram submetidas a reacédo de sequenciamento.
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4.2.2 Anélise do polimorfismo genético da MSPDBL-1 em isolados brasileiros

por meio dareacdo de sequenciamento

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram alinhadas com a sequéncia
referéncia de P. falciparum (3D7) disponivel no banco de dados NCBI
(pf3D7_1035700).

Nessa etapa, 43 dos 45 isolados amplificados por PCR foram sequenciados
com sucesso para o dominio SPAM. Todos os isolados apresentaram alto grau de
similaridade quando comparada com a sequéncia referéncia. Entretanto, foi possivel
observar 12 muta¢des de um unico nucleotideo em 12 posi¢des especificas (1523,
1524, 1574, 1867, 1973, 1974, 1983, 2004, 2005, 2024, 2025 e 2026), como

mostradas na tabela 4.

Tabela 4 - Mutag¢des encontradas no dominio SPAM do gene pfmspdbll: posi¢cdes dos
nucleotideos e respectivas substituicbes de aminoacidos

DOMINIO SPAM MSPDBL-1

Localizagdo Cdédon  Cadon Frequéncia
Posigcéo no Selvagem Mutado n=43
AA
Gene

A1523G D508G/E GAT GGA 1 (2,32%)
T1524A G D508G/E GAT GAG 3 (6,98%)

T1574C L525S TTA TCA 6 (13, 95%)
A1867G K623E AAG GAG 28 (65,11%)
A1973G E658G GAA GGG 3 (6,98%)
A1974G E658G GAA GAG 3(6,98%)
T1983C N661N AAT AAC 28 (65,11%)
A2004G K668k AAA AAG 2 (4,65%)
A2005G K669G AAA GAA 2 (4,65%)
A2024T N675I AAT ATA 2 (4,65%)
T2025A N675I ATT ATT 2 (4,65%)
G2026T D676Y GAT TAT 2 (4,65%)

SNPs Sin6énimos: 2

SNPs N&o sindénimos: 10

S:Serina; T:Treonina; N:Asparagina; D:Acido  Aspartico;
R:Arginina; K:Lisina; l:Isoleucina; G:Glicina; V:Valina; L:Leucina;
Q:Glutamina; E:Acido Glutdmico; F:Fenilanina; P:Prolina;
A:Alanina; H:Histidina; C:Cisteina; K: Lisina; W: Triptofano

Com excecao do SNP na posicédo 1523 que ocorreu em apenas 1 isolado, os
outros polimorfismos ocorreram em pelo menos 2 isolados. E possivel observar que

em 6 isolados 0 SNP ocorreu em duas posi¢cdes do mesmo cédon (1523/1524, 1973/
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1974 e 2024/2025). Embora a sequéncia do dominio SPAM do gene pfmspdbll tenha
demonstrado elevado grau de conservagdo, 74,42% dos isolados estudados
apresentaram ao menos 1 SNP em relacdo a sequéncia referéncia. Conforme
observado na figura 13, a mutagcdo ndo sindnima A1867G, a qual representa a
substituicdo de lisina por glutamato, e a mutacdo sindnima T1983C estiveram
presentes em 65,11% dos isolados estudados, enquanto a mutacdo A1523G foi a

menos frequente, estando presente em apenas 1 isolado. Apenas duas mutacfes
sindnimas foram encontradas, T1983C e A2004G.
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Figura 13 - Andlise da diversidade genética do dominio SPAM do pfmspdbll nos isolados
de P. falciparum coletados em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara.

Em relagdo as areas endémicas estudadas, a maior frequéncia observada de
A1867G e T1983C foi mantida em todas as localidades (figura 14). A maior
diversidade foi observada em Cruzeiro do Sul, com 12 mutacdes entre os 22 isolados,

engquanto Mancio Lima e Guajara apresentaram 4 mutacdes cada.
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Figura 14 - Andlise da diversidade genética do dominio SPAM do gene pfmspdbl1 por
localidade
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Quanto ao dominio DBL, das 43 amostras amplificadas, 31 foram sequenciadas
com sucesso. Mesmo apresentando alta similaridade com a cepa referéncia 3D7, foi
possivel observar o perfil polimorfico desses isolados que apresentaram 40 mutacdes

de nucleotideo Unico, 34 ndo sinbnimas e 6 sinbnimas (tabela 5).

Tabela 5 - MutacBes encontradas no dominio DBL no gene pfmspdbll: posicGes dos
nucleotideos e respectivas substituicdes de aminoacidos

DOMINIO DBL MSPDBL-1 |

Localizacdo . Cédon  Frequéncia
: Cédon Selvagem
Posicdo no Gene AA Mutado n=31
G523A A175T GCT ACT 23 (74,19%)
T525G A175A GCT GCG 7 (22,58%)
A541C T181P ACT CCT  4(12,90%)
T560C L187P CTT CCcC 2 (6,45%)
T561C L187P CTT ccc 2 (6,45%)
G593A R198K AGA AAA 14 (45,16%)
A698T I200F ATT ITT  4(12,90%)
AG14T H205L CAT CTT 3 (9,67%)
G628A E210K GAG AAG 2 (6,45%)
G646A E216L GAA AAA 6 (19,35%)
AB92G H231R CAT CGT  5(16,12%)
A723G T241T ACA ACG 6 (19,35%)
A731G K244R AAA AGA 1 (3,22%)
G745A D249N GAT AAT 7 (22,58%)
A789G Q263Q CAA CAG 3 (9,67%)
C829G R277G CGT GGT 23 (74,19%)
T871G W291G TGG GGG 3(9,67%)
Co85T L329F CTT IT7T 2 (6,45%)
A1021C S341R AGC CGC 4 (12,90%)
G1045A D349N GAT AAT 31 (100%)
A1054G K352E AAA GAA 31 (100%)
A1066G 1356V ATC GTA 31 (100%)
C1068A 1356V ATC GTA 31 (100%)
C1069A Q357R CAA AGA 31 (100%)
A1070G Q357R CAA AGA 31 (100%)
T1075A F359I TTT ATT 31 (100%)
A1078T T360S ACA TCA 1 (3,22%)
G1087A D363N GAT AAT 31 (100%)
T1092A D364E GAT GAA 23 (74,19%)
A1095C S365S TCA TCC 7 (22,58%)
A1117G K373E AAG GAG  8(25,30%)
A1133G E378G GAA GGT 31 (100%)
A1134T E378G GAA GGT 31 (100%)
A1137C A379P GCA CCC 6 (19,35%)
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A1145C H382P CAT CCT  8(25,80%)

C1188T G396G GGC GGT 31 (100%)
T1241G 1414R ATA AGA 31 (100%)
A1253T K418l AAA ATA 31 (100%)
A1310C TA437T ACA ACC 2 (6,45%)
A1326T K442N AAA AAT 7 (22,58%)

SNPs Sinbnimos: 6

SNPs Néao sinénimos: 34
S:Serina; T:Treonina; N:Asparagina; D:Acido Aspartico, R:Arginina;
K:Lisina; l:Isoleucina; G:Glicina; V:Valina; L:Leucina; Q:Glutamina; E:Acido
Glutamico; F:Fenilanina; P:Prolina; A:Alanina; H:Histidina; C:Cisteina; K:
Lisina; W: Triptofano

Interessantemente, 12 polimorfismos (G1045A, A1054G, A1066G, C1068A
C1069A, A1070G, G1087A, A1133G, A1134T, C1188T, T1241G, A1253T) ocorreram
em 100% dos isolados estudados (figural5), enquanto dois polimorfismos (A731G e
A1878T) estiveram presentes em apenas um isolado. Logo, mesmo apresentando
grande similaridade com a sequéncia referéncia, foram observadas mutacfes de

nucleotideo Unicos nos isolados das trés areas incluidas no estudo.
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Figura 15 - Analise da diversidade genética do dominio SPAM da pfmspdbll nos isolados de
P. falciparum

Ao analisarmos os polimorfismos em relacao as localidades, percebe-se que a
localidade estudada com a maior quantidade de muta¢des € Mancio Lima com 37
mutacdes, seguida de Cruzeiro do Sul com 35 polimorfismos e Guajard com 27 SNPs
(figura 16).
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Quando comparamos a maior quantidade (numero de muta¢des do dominio
SPAM + numero de mutacfes do dominio DBL) de muta¢cbes dos dois dominios
(SPAM e DBL) em relacéo a localidade estudada, Cruzeiro do sul apresentou a maior

diversidade de mutacdes, seguido de Mancio Lima e Guajara (figura 17).
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Figura 17 - Frequéncia de muta¢des do gene pfmspdbl1l.
Numero total de muta¢des do gene que codifica a MSPDBL-1 por localidade (SPAM+DBL)

4.2.3 Analise do polimorfismo genético da MSPDBL-2 em isolados brasileiros

por meio dareacdo de sequenciamento

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram alinhadas com a sequéncia
referéncia de P. falciparum (3D7) disponivel no banco de dados NCBI
(PF3D7_1036300)

Dos 49 isolados amplificados, 33 foram sequenciados possibilitando a anélise
de polimorfismos do dominio SPAM nas sequéncias obtidas. Apés o alinhamento com
a sequéncia referéncia 3D7 foi observado alto grau de similaridade entre as
sequéncias. Pode-se perceber uma mutacao de Unico nucleotideo na posi¢do do gene
A1955G (tabela 6) em 78,8% dos isolados estudados, resultando em uma mutacgéo
nao sinbnima (figura 18a). Foram observadas também mutacdes nas posicoes
A2188C e C2189T que resultam na alteragdo em um mesmo codon em 9,09% dos

isolados estudados.
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Tabela 6 - MutagBes encontradas no dominio SPAM do gene pfmspdbl2: posicdo dos
nucleotideos e respectivas substituicdes de aminoécidos

DOMINIO SPAM MSPDBL-2

Localizagdo Cédon Cbédon  Frequéncia
Posicédo no Selvagem Mutado n=33
AA
Gene
A1931G E644G GAA GGA 26 (78,8%)
A2188C T730L ACT CCT 3 (9,09%)
C2189T T730L ACT CCT 3 (9,09%)

SNPs Sin6énimos: 0

SNPs N&o sindnimos: 3

G:Glicina; E:Acido Glutamico; T: Treonina; L: Leucina

Em relacdo as areas endémicas estudadas, todas elas apresentaram a
mutacdo A1955G, tendo a maior frequéncia da mutacéo sido observado em Guajara
(100%) (figura 18b).

A} B} Cruzeiro do Sul - AC
100+ (n=18)
100
— B0
i g a0+
E 60 <
c 2 g0+
@ g
3 404 £
s g 40
b 20 £
0= o
G o A o & &
& g 4 &
A &g
Mutacédo (SNP) Mutagdes (SNP)
Mancio Lima - AC Gua]ar_&-AM
(n=12) (n=3)
C) 80+ D)

100

@
[=]
L

Freguéncia (%)
8 8
L 'l

Frequéneia (%)
h
T

0

& &,
& & £ & &
‘b‘;?o&“ & & Y g
Mutagoes [SNP) Mutagdes [SNP)

Figura 18 — A) Andlise da diversidade genética do dominio SPAM do pfmspdbl2 nos isolados
de P. falciparum coletados em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara. B - D Frequéncia das
mutacdes observadas por localidade.
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Com o objetivo de analisar o perfil polimorfico da porgdo génica do dominio
DBL do gene pfmspdbl2, os isolados amplificados foram posteriormente sequenciados
(n=17) e alinhados com a sequéncia referéncia depositada no GenBank™. A andlise
do sequenciamento evidenciou uma Unica mutagdo na posicdo A1290C em 29,4%
dos isolados estudados, resultando em uma mutacao sindnima (tabela 7). Todos os
isolados analisados apresentaram a sua sequéncia idéntica a sequéncia referéncia
3D7.

Tabela 7 - Mutagdes encontradas no dominio DBL do gene pfmspdbl2: posicdo dos
nucleotideos e respectivas substituicdes de aminoacidos

DOMINIO DBL MSPDBL-2

I._o~caI|za(;ao Cddon Cédon  Frequéncia
Posicao no AA  Selvagem  Mutado n=33
Gene
A1290C T430T ACA ACC 5 (29,4%)

SNPs Sinénimos: 1

SNPs Néo sindnimos: 0

T: Treonina;

Em relagcdo as areas endémicas estudadas, todas elas apresentaram a
mutacao A1290C, tendo a maior frequéncia da mutacéo sido observado em Guajara
(3 isolados), Cruzeiro do Sul e Mancio Lima apresentaram apenas um isolado com

essa mutacgao.

4.3 Frequéncia de variantes encontradas na populacao de estudo

Ao analisarmos as sequéncias obtidas, foi possivel observar que apenas 11
isolados analisados para o dominio SPAM da MSPDBL-1 (25,58%), mantiveram suas
sequéncias idénticas a cepa referéncia 3D7. Considerando a sequéncia referéncia
3D7 como variante selvagem (VS), as mutacdes observadas nos isolados resultaram
em 9 sequéncias diferentes, aqui denominadas variantes (tabela 8). Entre todos os
isolados estudados a variante V1sl (a saber: Variante 1 do dominio SPAM da
MSPDBL-1) foi a mais frequente, enquanto as variantes V2sl, V3sl, V5s1, V6sl,
V7s1, V8s1, V9s1 apresentaram menor frequéncia quando comparadas com a VS. E
possivel observar que a VS esta presente nas 3 localidades assim como a V1s1, no

entanto as variantes V2sl1, V3sl, V5sl, V6sl, V7sl, V8sl, V9sl estavam presentes
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em apenas um municipio (V2s1,V3s1,V5sl e V6sl em Cruzeiro do Sul; V7sl em
Mancio Lima; V8sl e V9sl em Guajara) (figura 19). As sequéncias das variantes
podem ser conferidas no anexo VI. Quando observadas por localidade, Cruzeiro do

Sul, Guajard e Méancio Lima apresentaram 7, 5 e 3 variantes, respectivamente.

Tabela 8 - Variantes encontradas na popula¢édo do dominio SPAM da MSPDBL-1

Variantes na populacéo de estudo - dominio SPAM

MSPDBL-1
ATTAAATAAATG VS
ATTGAACAAATG Vi
ATTGGGCGGTAT V2
GATAAATAAATG V3
ATCGAACAAATG V4
AGTGAACAAATG V5
ATCAGGTGGTAT V6
ATTAGGTAAATG V7
AGCGAACAAATG V8
ATCAAATAAATG V9

m /S = VS - V3
-\ - \1 - V1
- V2 - V4 - V7
- V3 mm V8

- 4 = Y9

- V5

- V6

Cruzeiro do Sul Guajara Mancio Lima

Figura 19 - Frequéncia das variantes por localidade SPAM MSPDBL-1

45



A respeito do dominio DBL, nenhum isolado manteve a sua sequéncia idéntica
a cepa referéncia 3D7. Foram observadas 28 variantes diferentes (tabela 9), tendo
apenas a variante que denominamos de V1d1l (a saber: V1 do dominio DBL da
MSPDBL-1) a Unica que foi observada quatro vezes: Duas vezes em Cruzeiro do Sul,
uma em Mancio Lima e uma em Guajaré (figura 20). As outras variantes apareceram
cada uma apenas uma vez. O mapa das alteracdes nucleotidicas podem ser

conferidas no anexo VI.

Tabela 9 - Variantes encontradas na populacao do dominio DBL da MSPDBL-1

Variantes na populacéo de estudo - dominio DBL MSPDBL-1

GTATTGAAGGAAAGACTCAGAACCATAGTAAAAAACTAAA VS
ATATTGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V1
ATATTGAAGGGAAGAGTCAAGGAAGATAACAGTAATGTAA V2
ATATTGAAGGGAAGAGTCAAGGAAGAAAACAGTCCTGTAA V3
AGACCGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTCA V4
ATATTGAAGGAGAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V5
GTATTAAAGGAAAGACTCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V6
ATATTAAAGAAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTACTGTAA V7
ATCTTAAAGAAGAAAGTCAAGGAAGAAAAAAGTACTGTAA V8
ATATTATTGGGAAAAGTCAAGGAAGAAAACAGTCCTGTAA V9
AGATTAAAGAAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTCCTGTAA V10
GTATTAAAGGAAAGACTCCAGGAAGAAATCGGTCCTGTAT V11
ATATTGAAGGAGAGGGGCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V12
ATATTAAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V13
ATCTTATTAAGAAAAGTCCAGGAAGAAAACAGTCCTGTAA V14
ATATTGAAGGAAAGAGTTAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V15
GTATTGAAGGAAAGACTCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAA V16
GGCTTATTAAGGAAACTCAAGGAAGAAATAGGTCCTGTAT V17
ATATTAAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAACAGTAATGTAA V18
ATATTAAAGGAGAGGGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V19
GTCTTGAAGGAAAAACTCCAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V20
GTATTAAAGAAGGGGCGCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V21
AGATTGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTCA V22
AGATTGAAGGAAAGAGTTAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V23
ATATTAAAGGAAAAAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V24
ATATTGAAGGAAAGAGGCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V25
GGATTATAGGAAAAACTCCAGGAAGAAATCGGTAATGTAT V26
GTATTGAAGGAAAGACTCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAT Va7
AGACCGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V28
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Figura 20- Frequéncia das variantes por localidade DBL MSPDBL-1

Ao analisarmos a diversidade genética do dominio SPAM da MSPDBL-2
apenas sete isolados (21,2%) mantiveram a sua sequéncia idéntica a sequéncia
referéncia na posigéo 1955. Nos outros isolados, a mutagdo resultou em uma variante
diferente (a saber: variante um do dominio SPAM da MSPDBL-2), que esteve presente
em todas as localidades estudadas. As sequéncias para o dominio SPAM da

MSPDBL-2 podem ser conferidas no anexo VI.

Tabela 10 - Variantes encontradas na populacdo do dominio SPAM da MSPDBL-2

Variantes na populacéo de estudo - dominio SPAM MSPDBL-2

A VS

- V1

Cruzeiro do Sul

Méancio Lima Guajara

Figura 21 - Frequéncia das variantes por localidade SPAM da MSPDBL-2

O dominio DBL se apresentou mais conservado com apenas uma mutacao
sinbnima, resultando em duas variantes diferentes. A primeira igual a sequéncia
referéncia 3D7 e cinco com uma mutacado na por¢cao C-terminal. Os alinhamentos
podem ser conferidos no Anexo VI.
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Tabela 11 - Variantes encontradas na populagéo do dominio DBL da MSPDBL-2

Variantes na populagéo de estudo - dominio DBL MSPDBL-2

Cruzeiro do Sul Mancio Lima Guajara

Figura 22 - Frequéncia das variantes por localidade DBL da MSPDBL-2

48



4.4 Analise genética da populacao

Apoés o alinhamento com a sequéncia do gene pfmspdbll com a sequéncia
referéncia 3D7 foram identificados 40 SNPs diferentes. Seis destes sinbnimos e 34
nao sindnimos. A diversidade de nucleotideos (1) para o dominio SPAM da pfmspdbl1
foi menor (0,00402 + 0,00088) quando comparado ao dominio DBL (0,00888 +
0,00106), como pode ser observado na tabela 12. Do mesmo modo, a diversidade de
haplétipos (Hd) também foi maior no dominio DBL (0,987 + 0,015). Para avaliar se ha
presséo seletiva no gene pfmspdbll foi realizado o teste D de Tajima. Os valores
foram 0,21911 e -0,94999, e ndo se mostraram significativos, indicando de que nao
ha selecdo significativa nos dominios do gene pfmspdbll. Além de analisar as
sequéncias dos fragmentos génicos que codificam os dominios da DBL e SPAM da
MSPDBL-1 separadamente, também foi analisada a regido génica completa que
codifica a MSPDBL-1. Porém néo foi possivel sequenciar o mesmo numero de
amostras para os dois dominios. Podemos observar que a diversidade nucleotidica
(1) da regido codificadora da proteina MSPDBL-1, foi 0,00430 * 0,00054 (tabela 12),
menor que o dominio DBL e igual ao dominio SPAM, quando analisados
separadamente. A diversidade haplotipica (0,994 + 0,011) foi ligeiramente maior que
o dominio DBL sozinho e o resultado do teste de neutralidade permaneceu nao

significativo, demostrando n&do haver selecéo significativa no gene pfmspdbl1.

Tabela 12 - Diversidade genética do gene pfmspdbll

Analise genética de populacao do gene mspdbl-1 em isolados da Amazdnia Brasileira

Gene (codificagao

Parametros Dominio DBL Dominio SPAM A
inteira)
(N =31) (N=43) (N =31)
N° de Sitios Segregantes (S) 27 12 38
Diversidade Nucleotidica (1) £ DP 0,00888 = 0,00106 0,00402 £ 0,00088 0,00430 + 0,00054
Numero médio de diferencas nucleotidicas (k) 7,17419 2,07752 9,00215
N° de Hapldtipos (h) 28 10 29
Diversidade Haplotipica (Hd) £ DP 0,987 + 0,015 0,680 + 0,061 0,994 + 0,011
Teste Tajima (D) 0,21911" -0,94999n"s -0,19569"s

DP = Desvio Padrao

"s ndo significativo (P > 0.10)
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A partir do alinhamento do gene pfmspdbl2 com a sequéncia referéncia 3D7,
observamos que o dominio DBL se mostrou conservado e 0 seu dominio SPAM
evidenciou apenas 3 mutacdes. Assim, a diversidade nucleotidica (11) e a diversidade
haplotipicas (Hd) do dominio SPAM (1r= 0,00240 + 0,00067 e Hd= 0,447 * 0,093,
respectivamente) foram maiores que os observados dominio DBL (tabela 13). Foram
observados 4 haplotipos e para o dominio SPAM e 2 haplétipos para o dominio DBL.
O teste D de Tajima para o dominio SPAM foi -0,16614, destarte ndo apresentando
selecdo significativa nesse dominio. O dominio DBL apresentou o valor do teste de
Tajima de 0,94981, entretanto também néo foi significativo. Assim como fizemos para
a proteina MSPDBL-1, também analisamos regido génica completa que codifica a
MSPDBL-2. Pelo fato da impossibilidade de sequenciar um maior nimero de amostras
para o dominio DBL da MSPDBL-2, e o nimero amostral ser extremamente baixo,
apenas 15 isolados foram considerados para as analises, visto que eram 0s isolados
que possuiam ambos os dominios sequenciados. E possivel perceber que a
diversidade nucleotidica da regido codificadora da proteina MSPDBL-2 da MSPDBL-
2 foi 0,00046 + 0,00015 (tabela 13), menor que a dos dois dominios quando analisados
separadamente. A diversidade haplotipica (0,600 + 0,113) foi ligeiramente maior que
os dominio DBL e SPAM sozinhos e o resultado do teste de neutralidade permaneceu
nao significativo, demostrando ndo haver selecdo significativa no gene pfmspdbl2.
Observando esses dado de diversidade nucleotidica e haplotipica podemos afirmar
que a proteina MSPDBL-1 é mais diversa que a MSPDBL-2

Tabela 13 - Diversidade genética do gene pfmspdbl2

Andlise genética de populacéo do gene mspdbl-2 em isolados da Amazénia Brasileira

Gene (codificacéo

Parametros Dominio DBL Dominio SPAM e
inteira)
(N=17) (N =33) (N =15)
N° de Sitios Segregantes (S) 1 3 4
Diversidade Nucleotidica (11) £ DP  0,00050 + 0,00011 0,00240 + 0,00067 0,00046 + 0,00015
Ntmero médio de diferengas 0,44118 0,68561 1,04762
nucleotidicas (k)
N° de Haplotipos (h) 2 4 4
Diversidade Haplotipica (Hd) + DP 0,441 + 0,098 0,447 + 0,093 0,600 + 0,113
Teste Tajima (D) 0,94981ns -0,16614"s -0,47574"s

DP = Desvio Padréo
ns ndo significativo (P > 0.10)
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4.5 Substituicbes de aminoacidos das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos isolados

brasileiros

As sequéncias obtidas no presente estudo para a proteina MSPDBL-1 foram
alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia 3D7 (anexo VII) e com isolados
circulantes em diferentes regides da Asia e da Africa (figuras 23 e 24). Podemos
perceber alteracées de aminoacidos em nosso estudo que também foram observados
em isolados circulantes em regides da Africa e da Asia. Entretanto, nos isolados do
nosso estudo foram observadas tanto altera¢cdes de aminoacidos que ndo haviam sido
descritas nos isolados da Africa e Asia, assim como foram observadas trocas de
aminoacidos nesses isolados Africanos e Asiaticos que nao foram evidenciadas no
nosso estudo.

As sequéncias obtidas da proteina MSPDBL-2 no presente estudo foram
alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia 3D7 (anexo VII). Porém, nenhum
polimorfismo j& descrito para essa proteina foi encontrado nos nossos isolados, assim
como os polimorfismos observados no presente estudo para essa proteina nédo foram

descritos em nenhuma localidade e estudo j& publicado
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DBL

Cepa
169 175 181 187 193 [198 200 205 210 216 231 241* 243 244 249 250 263*277 291 303 329 341 349 352 356 357 359 360 363 364 365* 373 378 379 382 396* 401 402 404 414 418 442
3D7 G A T L T R | H E E H T I K DM Q R W F L S D K I Q F T D D S K E A H G F E E I K K
GHANA1 (Africa) K Q
HB3 (Honduras) M | |
IT R G E V R N G R |
D10 (PNG) G
RO-33 (Ghana) T G N E | N G R |
D6 (Serra Leoa) K Q G N E | N E R |
K1 (Thailandia) G N E R | |
V1-S (Vietna) T N E
Dd2
(Indochina/Laos ¢ i
FCR3 (Africa) N E N R |
Santa Lucia (El
Salvador)
7G8 (Brasil)
Senegal 3404 K
FCB
A4 (Brasil) G N E V R | N G L K K R |
FCR3CSA G N E V R | N G L K K R |
ITG/ICAM R G N E V R | N G L K K R |
RAJ104 R G N E V R | N G L K K R |
CAL-3813 G N E V R | N G L K K R |
Tm90C2A
(Thailandia) K G N G L K K R I N
JDP08 G N E V R | N G L K K R |
Isolados AEB TA P P K F L K L R T R N Q G G F R N E IV R | S N E S E G P P G R I N

Nota: AEB = &reas endémicas brasileiras. PNG = Papua Nova-Guiné. Sitios em vermelho representam sitios de troca de aminoécidos que néo estéo presentes nos isolados desse estudo, 0s
sitios marcados com * representam substituicdes sindbnimas. Sitios em cinza representam as trocas de aminoacidos que estéo presentes em comum com 0 nosso estudo e os demais isolado.
Sitios em preto significam trocas de aminoacidos vistas apenas no nosso estudo.

Figura 23 - Sitios de aminoacidos do dominio DBL da MSPDBL-1 presentes em isolados que circulam no Brasil, Africa e Asia, comparando com a
sequéncia referéncia 3D7.
Adaptado de Hodder et al., 2012 (85).
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Cepa SPAM

508 525 623 658 661* 668* 669 675 676

3D7 D L K E N K K N D
RO-33 (Ghana) K
A4 (Brazil) K
FCR3CSA E
ITG/ICAM K
RAJ104 K
CAL-3813 E
Tm90C2A (Thailandia) K
JDPO8 E

Isolados AEB GIE S E G N K E | Y

Nota: AEB = dreas endémicas brasileiras. Sitios em cinza
representam as trocas de aminodcidos que estdo presentes em
comum com o nosso estudo e os demais isolado. Sitios em preto
significam trocas de aminodacidos vistas apenas no nosso estudo. Os
sitios marcados com * representam substitui¢cdes sindnimas.

Figura 24 - Sitios de aminoacidos do dominio SPAM da proteina MSPDBL-1 presentes no
Brasil e em outras regides do mundo.
Adaptado de Wickramarachchi et al., 2004 e Hodder et al., 2012 (84,85).
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DBL MSPDBL-2
Cepa
164 165 166 167 169 170 171 172 174 176 180 188 189 191 193 194 196 197 198 209 210 211 213 216 217 218 219 221 222 223 226 227 229 232 237 239 243 244 246 247 248 249 250 253 257 260
3D7 T E E I K D F S L QN L G S K N S s DQS L L T 1L1L D R T K K E D K Y S R K R T I H N L H I
Ghanal (Africa) A K K F N G | R VvV K S S N R L T VvV K P | F K | K N P K | N N N S A K Q | N L Y D | L M
HB3 (Honduras) A K D S N K K L
D10 (PNG) K L
IT
RO-33 (Ghana) A K
D6 (Serra Leoa) N N K
K1 (Thailandia) A K D S N K
V1-S (Vietn3) D K
Dd2 (Indochina/laos| A K D S N K

Figura 25 - Sitios de aminoacidos do dominio DBL da proteina MSPDBL-2 em outras regiées do mundo.
Adaptado de Hodder et al., 2012 (85).

DBL MSPDBL-2

Cepa
261 263 271 272 274 277 283 284 286 291 294 295 296 297 298 300 301 302 308 311 312 314 315 316 319 327 328 329 333 336 341 355 363 366 377 381 383 385 399 409 420 426 435 439 448 452 457
3D7 R S | R D M K E | K K I Y N E N D K K T E R H H E S A Q Q G D T K N P A P L K T N T E E K Q L
Ghanal (Africa) K G \ K N | N K K E R N H Y K D N E | Q K R D N E K K Y |
HB3 (Honduras) | K K E L H K Y E V N K L T S MNNJK K K K E HH
D10 (PNG) K K E Y E V N K L T S MNN K
IT E R N H Y K D N E N | Q K R D N E K K Y |

RO-33 (Ghana)
D6 (Serra Leoa)
K1 (Thailandia)
V1-S (Vietn3)
Dd2 (Indochina/laos

Figura 26 - Sitios de amino&cidos do dominio DBL da proteina MSPDBL-2 em outras regifes do mundo (continuacdo da figura 25).
Adaptado de Hodder et al., 2012 (85)
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4.6 Modelagem molecular e predi¢cdo de epitopos de célulasBe T

A modelagem molecular foi realizada por meio do programa Robetta, a partir da
sequéncia referéncia para P. falciparum 3D7. Observando a diversidade identificada
nos genes de interesse nesse estudo, 0s nossos dados indicam que esta é mais
limitada no pfmspdbl-2 e mais ampla no pfmspdbl-1 em isolados de regibes endémicas
de maléria brasileira. Contudo, as mutacdes ndo sinbnimas encontradas podem ter
impacto sobre o dobramento das proteinas assim como influenciar o potencial de
epitopos preditos. A figura 21 ilustra os epitopos identificados dentro dos dois
dominios estudados das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2.

A) DBL-1(154.173 % \DBL-2430.449) |

oa il ’_JM(ZJ&-@;D_
C‘E(z‘& | DBL-2(172.191)
DBL-2369.388 m»(fm-w;

DBL-2(401.420)

DBL-1(175.104)

A175T
T181P

|Spam -DBL-1ss1.570) |

'Spam -DBL-157,.501) |

R A% ;

W ) .—;‘;-":‘m“:‘ ' g ’.}‘
- 19 . ¥
Spam -DBL-1s16.635) >
K623E Spam -DBL-1(505.527) @

508G 1
i \.” | Spam -DBL- 2(646665)’

‘Spam ',Q§|:Z1,L5,9§,-61,2),‘

DSOBE
LS25R

Figura 27 - Estrutura de modelagem e andlise in silico de epitopos das MSPDBL-1 e
MSPDBL-2. Os dominios DBL e SPAM estéo destacados na cor amarela e o resto da proteina
esta nas coloracgfes azul e rosa.

(A) Nos quadrados estéo os epitopos preditos para MSPDBL-1. As muta¢gfes ndo sinbnimas
com as respectivas trocas de aminoacido que ocorreram em epitopos preditos da MSPDBL-1
estdo destacadas em vermelho. (B) Nos quadrados estao os epitopos preditos para MSPDBL-
2

As sequéncias completas das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram
analisadas utilizando os algoritmos presentes no Banco de dados de Epitopos Imunes
(IEDB) e BCpreds para a predicao de epitopos, utilizando os seguintes parametros: 1)

polaridade e hidrofobicidade (DNASTAR); 2) exposicao na superficie (Escala de
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acessibilidade a superficie) e 3) propensao antigénica de potenciais epitopos lineares
presentes nas proteinas (Bcpred). Como mostrado na tabela 12, quinze potenciais
epitopos lineares B com pelo menos vinte aminoacidos foram identificados nas
proteinas inteiras (oito epitopos para a MSPDBL-1 e sete epitopos para a MSPDBL-
2). As pontuacdes de predigdo variaram entre 0,54 e 1,4. Apenas mutagdes que
ocorreram na MSPDBL-1 estavam inseridas em epitopos lineares de células B
preditos. Levando em consideracdo que as mutacdes que ocorreram dentro dos
epitopos (E1.175-194, E2.396-415, E10.616-635 e E11.508-527), analisamos o0s
escores de predicdo dos epitopos para verificar se essas mutagfes resultavam em
algum impacto. Na figura 20 é possivel observar a localizacdo dos epitopos na
estrutura dos genes.

No dominio DBL da MSPDBL-1 as mutacdes A181P e 1414R resultaram em um
ligeiro aumento no escore de predicdo. Quando a mutacdo A175T ocorre sozinha, nao
ha alteracdo no escore de predi¢cdo, no entanto no momento que essa mutacao ocorre
em conjunto com a T181P, hd um aumento no escore. Curiosamente, quando a
mutac&do A171P ocorre em conjunto com a mutacéo A187P, o escore de predicao cai
drasticamente para além do ponto de corte do nosso estudo (0,5).

Ao analisarmos as mutacées do dominio SPAM dentro dos epitopos preditos,
verificamos que a mutacdo K623E resultou na diminuicdo do score, enquanto as
mutacdes D508G e D508E, levaram a um ligeiro aumento. Interessantemente, a
mutacdo L525R sozinha resultou em um grande aumento na pontuacdo predita, e
guando em conjunto com a mutacdo D508E o aumento também foi expressivo.

Na analise da sequéncia da proteina inteira para a busca de epitopos T, quinze
epitopos foram preditos (nove para MSPDBL-1 e seis para MSPDBL-2) (tabela 13),
entretanto eles se mostraram conservados, visto que nao foi observado nenhuma
mutacdo ndo sinbnima dentro dos epitopos. Treze epitopos TCD4* apresentaram a
pontuagdo consenso menor que 20 e foram preditos para serem reconhecidos por
mais que 50% dos alelos de HLA testados. O epitopo EKFIYSYASSEARKL predito
para a MSPDBL-2 foi considerado um possivel epitopo de célula T, pois foi
reconhecido com a frequéncia de 82% dos Antigenos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (HLA).
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Figura 28 - Estrutura dos genes pfmspdbll e pfmspdbl2.
Mutacdes sindnimas e ndo sindnimas encontradas em nossa populacéo e outras mutacdes descritas
foram ilustradas por barras vermelhas e barras amarelas, respectivamente, na estrutura da
pfMSPDBL-1 (A) e -2 (B). Os quadrados pretos representam os pares de primers utilizados no
dominio DBL e os quadrados azul os primers utilizados no dominio SPAM. As linhas azuis
representam epitopos de células B lineares preditos. A letra e o nUmero de cada epitopo indicam o
aminodacido C-terminal e N-terminal. Os valores de BepiPred representam o escorepredito de epitopo
linear de células B em hapl6tipo de tipo selvagem (H1) em relacdo ao mutante (nimero vermelho). A
ferramenta de andlise IEDB MHC-I indica a respectiva frequéncia de ligagdo de HLA entre 27 HLA

avaliados.
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Tabela 14 - Epitopos de células B lineares preditos

Epitopos de célula B
Proteina Epitopo Iniegal aa Final Sequéncia
E1l 175 194 AVKESSTTNKGVLVPPRRTK
PfMSDBL-1 DBL
(143-443) E2 396 415 GQCDKFEKEKSKYEDTKSIT
E3 154 173 KNVLSCPPKNSTGRNGDWIS
El4 572 591 EEQQEDIEEDEEELENEGEE
E10 616 635 EDIEEENKEKELSNQQQSEK
PfMSPDBL-1
KEEDDEEKNETNDTEDTDDT
SPAM (508-607) EL3 593 612
El1 508 527 DNVNSVTQRGNNNYNNNLER
E12 551 570 KLTSKDEEDIIKHNEDVREE
E7 430 449 TLSPSEYLIEKCPECKCTKK
E9 369 388 KAVCFPKQPRTEANPALTVH
PfMSPDBL-2 DBL E5 401 420 EEWYNKRKTEWTEQSIKYNN
(161-457) E4 218 237 QDFRTKKKKEGDFEKFIYSY
E6 172 191 SNLPQCRKNVHERNNWLGSS
ES 322 341 MCGYQSAQKDNQCTGYGNID
PfMSPDBL-2
SPAM (636-732) E15 646 665 DIEEETEEETEEETEEEADE

Tabela 15 - Epitopos de células T lineares preditos

Epitopos de célula T CD4
Proteina aa Inicial aa Final Sequéncia Frequéncia de HLA
respondedores
89 103 HYKEKNLNALTAIKY 62%
116 130 DLIDYQITKNINRAL 58%
94 108 NLNALTAIKYGFSDM 54%
PfMSDBL1 DBL (143-443)
70 84 NFKEEFVKVALGESN 50%
183 197 IPQYLRWFREWGTYV 50%
121 135 QITKNINRALDKILR 50%
71 85 EKFIYSYASSEARKL 81%
97 111 HQAIRYSFADIGNII 54%
PfMSPDBL2 DBL (161-457) 51 65 LCLRITLQDFRTKKK 50%
183 197 IPQFLRWFREWGTYV 50%
126 140 ITYLEKVLKIYNENN 50%
133 147 KVDEDSYRILSVSYK 58%
PfMSPDBL1 SPAM (508-607) 34 48 TEEKYSLELIKLTSK 58%
158 172 SIVKKLFSLFNDNNN 54%
PfMSPDBL2 SPAM (636-732) 727 741 NVHTLVNSIISLLEE 73%
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5 DISCUSSAO

A luta contra a maléria tem sido cada vez mais problematica devido a crescente
resisténcia do Plasmodium sp. aos antimaléaricos e a dispersdo de anofelinos
resistentes aos inseticidas, ressaltando a importancia de estratégias alternativas para
o controle da malaria no mundo. Nesse sentido, o desenvolvimento de uma vacina
antimalarica eficaz, capaz de induzir resposta imune estéril e duradoura torna-se a
melhor ferramenta para combate a essa doenca. Como a patogenia da malaria é
decorrente do estagio eritrocitico do ciclo, as vacinas que séo direcionadas ao estagio
sanguineo assexuado se tornam promissoras visto que elas impediriam a doenca
clinica diminuindo assim a sua morbidade e mortalidade (118). Entretanto, talvez o
maior desafio em desenvolver uma vacina focada no estagio eritrocitico assexuado
seja a extensa diversidade genética, principalmente em proteinas expressas na
superficie do parasito, que estdo sob pressdo constante do sistema imune do
hospedeiro (119).

A extensa diversidade genética do P. falciparum permanece como um
obstaculo para alcancar a eliminacdo da malaria. Diversos ensaios clinicos com
variados antigenos mostraram eficacia limitada das intervencbes em diferentes
tempos e regides geograficas devido aos polimorfismos genéticos presentes nesse
parasito (120,121). O genoma do Plasmodium sp. apresenta polimorfismos de
nucleotideo Unico que ocorrem em posicdes especificas. Foram descritos
aproximadamente 112.000 SNPs em seu genoma, que sdo considerados bons
marcadores moleculares para a identificacdo e caracterizacdo da sua diversidade
genética (122,123).

As proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 s&o dois membros incomuns da familia
PfMSP-3. Essas proteinas sdo expressas na superficie do merozoito, aparentemente
nao apresentam dominio transmembrana ou ancoramento por GPIl e se associam
perifericamente com outras MSPs para a formacdo de um complexo na superficie do
merozoito. Embora a sua funcéo biologica ainda ndo tenha sido completamente
elucidada, elas apresentam um papel na ligacdo do merozoito com o eritrocito (84).
Estudos realizados em areas de alta endemicidade de malaria mostraram que
anticorpos contra as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo associados com a protecéo
contra malaria clinica (86,94) e que esses anticorpos sdo capazes de inibir o
crescimento do parasito in vitro, sugerindo seu importante papel na imunidade

antimalérica (80,86,95). Considerando que a extensa diversidade genética exibida
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pelo P. falciparum pode ser um fator importante para a evasao do parasito ao sistema
imune do hospedeiro (41), a presenca de polimorfismos nas regibes genéticas que
codificam as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode modular as respostas imune
celular e humoral especificas. Assim, a identificagédo e avaliacdo de polimorfismos nas
regibes potencialmente antigénicas das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em
isolados de P. falciparum que circulam em areas endémicas brasileiras torna-se de
fundamental importancia visto que os isolados que circulam no Brasil podem
apresentar caracteristicas genéticas diferentes dos isolados que circulam em outras
areas endémicas de malaria. Assim, no presente estudo nos propomos identificar e
avaliar os polimorfismos em genes que codificam as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-
2 isolados de P. falciparum que circulam em areas endémicas de malaria da Amazénia
Brasileira, com diferentes niveis de transmissao. A avaliacdo da diversidade genética
pode contribuir e ressaltar o potencial das proteinas MSPDBL-1 e -2 como candidatas
a vacina antimalarica. Esse € o primeiro trabalho que descreve os polimorfismos
existente nas regifes genéticas que codificam os dominios DBL e SPAM que

caracterizam essas proteinas em isolados brasileiros.

A identificacdo dos polimorfismos foi realizada em 65 isolados provenientes de
trés cidades da Amazobnia Brasileira: Mancio Lima e Cruzeiro do Sul, no Acre, e
Guajara no Amazonas. Essas areas foram selecionadas pois estdo entre as 10
cidades que concentram 70% da malaria por P. falciparum no pais. Cruzeiro do Sul e
Mancio Lima séo consideradas areas de alta endemicidade de maléaria (IPA > 50) e
Guajara é considerada area de média endemicidade (IPA >10 e < 50). Pelo fato de
polimorfismos que ocorrem naturalmente em loci de candidatos vacinais serem
determinantes criticos da eficicia de protecdo das vacinas, € de suma importancia

investigar esses polimorfismos em isolados de campo.

A analise por PCR evidenciou a presenca de apenas um fragmento para cada
um dos dominios das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, ndo sendo observados
polimorfismos de tamanho nos fragmentos amplificados. Dos 65 isolados coletados,
respectivamente, 45 e 43 foram amplificados com sucesso para as regides SPAM e
DBL da MSPDBL-1 e 49 e 33 foram amplificados com sucesso para as regibes SPAM
e DBL da MSPDBL-2. A ndo amplificacdo bem-sucedida dos fragmentos de interesse

em todos os isolados pode ser devido a presenca de polimorfismos no sitio de
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anelamento dos primers que impediria 0 anelamento correto e a posterior etapa de

extensdo do dna (124).

As MSPDBL-1 e MSPDBL-2 séo duas proteinas que exibem um dos maiores
niveis de diversidade de sequéncia encontradas do genoma de P. falciparum, sendo
a maioria desses polimorfismos localizados dentro seu dominio DBL (93). No nosso
trabalho, a analise do sequenciamento mostrou um extenso polimorfismo no gene que
codifica a MSPDBL-1, contrastando com uma relativa conservagcao do gene que
codifica a MSPDBL-2. A andlise das sequéncias do gene que codifica 0 dominio DBL
da proteina MSPDBL-1 demonstrou diversidade, visto que todos os isolados
sequenciados apresentaram polimorfismos de um Unico nucleotideo. Descrevemos 40
polimorfismos em sitios nucleotidicos, gerando 34 substituicdes ndo sindnimas e 6
substituicdes sinbnimas. Para a regido do gene que codifica o dominio SPAM da
MSPDBL-1, foram identificados 12 polimorfismos, resultando em 10 muta¢des nao
sinbnimas e duas substituicdes sinbnimas. Em contraste, para a MSPDBL-2, a regido
génica que codifica o dominio SPAM, apresentou apenas trés polimorfismos que
resultaram em alteracdo de dois aminoacidos, enquanto na regido génica que codifica
o dominio DBL foi observado apenas um polimorfismo resultando em mutacao
sinbnima. A grande diversidade genética da MSPDBL-1 pode indicar que essa
proteina esteja sob forte pressdo seletiva para acumular mutacdes (93), fato
consistente com a sua localizacdo na superficie do parasito. Proteinas que se
localizam na superficie do parasito sdo alvos da resposta imunoldgica do hospedeiro,
logo a geracédo de diversidade atua como um mecanismo de evasédo do parasito ao
sistema imune (125). A relativa conservacdo do gene que codifica a MSPDBL-2
sugere a importancia dessa regido da proteina para o desenvolvimento e/ou
viabilidade do parasito. No entanto em um trabalho que foi realizado., € importante
ressaltar que o nimero de isolados sequenciados com sucesso para a MSPDBL-2 foi
extremamente baixo, principalmente para o dominio DBL, tornando necessario 0

aumento do namero de isolados sequenciados.

Embora estudos tenham mostrado que as MSPDBLSs apresentam um papel
importante na ligacdo do merozoito com o eritrécito (84), sua funcdo bioldgica ainda
nao foi completamente elucidada. Estudos recentes tém demonstrado que
polimorfismos presentes nos genes pfmspdbll e pfmspdbl2 estdo associados a
resisténcia e/ou susceptibilidade as drogas antimalaricas. Polimorfismo no codon 591
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(C5915S) do gene mspdbl2 esta associado com aumento da resisténcia a halofantrina,
mefloquina e lumefantrina (126,127). Diversos SNPs no gene mshdbll, incluindo SNP
no codon 359 observado nos 31 isolados sequenciados no nosso estudo, estdo
associados a resposta a cloroquina e lumefantrina (127-130). Estudos se fazem
necessarios para avaliar a associagdo entre polimorfismos nos genes que codificam
as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e a susceptibilidade as drogas antimalaricas, visto que a
identificacdo de marcadores moleculares e genes potencialmente associados a
resisténcia aos antimalaricos sdo de importancia em termos de vigilancia

epidemioldgica.

A grande maioria dos polimorfismos observados nesse estudo se encontra no
dominio DBL, enquanto o dominio SPAM aparentemente permaneceu mais
conservado com apenas doze polimorfismos evidenciados na MSPDBL-1 e trés na
MSPDBL-2. Esses dados sao corroborados pelo indice de diversidade genética, em
que a diversidade nucleotidica foi alta (10-%) para o dominio DBL da MSPDBL-1 e
muitissimo baixa para o0 mesmo dominio da MSPDBL-2. Esses dados da MSPDBL-2
discordam da literatura, em que esse dominio é retratado como polimérfico. Outras
proteinas que fazem parte da familia MSP-3 (MSP-3 e MSP-6) também possuem um
dominio SPAM na sua regido C-terminal e assim como observado nos isolados
coletados nas areas do nosso estudo, o dominio SPAM dessas proteinas apresenta
alto nivel de conservacdo nas suas sequéncias, que foi demonstrado elicitar
anticorpos de reatividade cruzada que tém como alvo multiplos membros da familia
MSP-3 (80,131). De forma contraria, o dominio DBL, que esta presente também em
membros da familia EBL e EMP1 de P. falciparum (132) e na familia de proteinas
EBPs de P. vivax (133) apresenta natureza polimérfica em isolados de campo de
diversos paises do mundo. A diversidade genética dessas proteinas em areas
hiperendémicas de maléria tornam-se fator limitante na aquisicdo de imunidade
protetora e assim desafiador na utilizacdo de tais proteinas para o desenvolvimento
de vacinas. A analise dos isolados do nosso estudo revelou um grande numero de
mutacdes ndo sinbnimas dentro da regido DBL da proteina MSPDBL-1, fato ja
observado anteriormente em trabalhos realizados com isolados africanos (84,85),
sugerindo pressédo do sistema imune nesse dominio ou de outras forgas que atuam

gerando diversidade genética.
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A pequena distancia entre as cidades de Mancio Lima, Cruzeiro do Sul e
Guajara permitem grande fluxo de genes do genoma P. falciparum entre as
populacdes, fator que associado a migracdo de pessoas, propicia a diversidade
genética do parasito e favorece a difusdo de cepas parasitarias (134), corroborando
com essa informacao nao foi possivel observar diferenga no padrdo de polimorfismos
dos isolados das trés localidades estudadas. Ao compararmos as sequéncias obtidas
nos isolados que circulam em area endémica brasileira com as sequéncias obtidas de
isolados de diferentes regibes da Africa e da Asia, foi possivel observar alguns
polimorfismos foram, até o momento, observados apenas nos isolados brasileiros.
Entretanto, é importante ressaltar que 12 polimorfismos observados regido genética
qgue codifica o dominio DBL da MSPDBL-1 dos isolados brasileiros também foram
identificados em isolados provenientes da Tailandia, Papua Nova-Guiné e Serra Leoa
(84). Os polimorfismos descritos para o dominio SPAM da MSPDBL-2 nos isolados
brasileiros ndo foram observados nos isolados de outras regides geograficas. Alguns
trabalhos realizados com isolados proveniente do Senegal (126), e no Kenya (127)
descreveram a mutacdo C591S no dominio SPAM da MSPDBL-2 que esta associada
com resposta do parasito aos antimaléricos, como a lumefantrina. N&o obstante, esse

polimorfismo especifico ndo foi observado nos isolados do presente estudo.

As populacdes de P.falciparum tanto na Amaz6nia Brasileira como em paises
do continente africano e asiatico se estruturam de formas diferentes. Em um estudo
realizado por Anderson et al. (1998) (135) utilizando dados de microssatélites em nove
localidades diferentes (trés do continente Africano, trés da América do Sul e trés da
regido do Pacifico/Asia) foi identificado um espectro de estrutura¢éo populacional em
que os paises sul-americanos apresentaram menor diversidade genética que as trés
localidade africanas e altos niveis de variacdo geogréfica entre as localidades da
América do Sul. Machado et al. (2004) (136) também observou que de uma area para
outra ndo ha fluxo populacional e um grau de endocruzamento muito alto entre
populacdes de P. falciparum na Amazonia Brasileira. A pouca distancia entre as
populacdes estudadas e a estruturacdo populacional do parasito nas areas estudadas
da Amazobnia Brasileira podem influenciar no perfil de resisténcia a drogas e até
mesmo no perfil de resposta imune, visto que pode nos ajudar a avaliar de que forma
os polimorfismos encontrados no nosso estudo podem ser fixados ou modificados
durante um periodo de tempo. Além do mais, a colonizacao e estruturacao das regides
podem explicar o padrdo diferenciado de polimorfismos observados na Africa e na
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Amazonia Brasileira, visto que diversos polimorfismos foram descritos apenas no
nosso estudo enquanto ha polimorfismos presentes na Africa que n&o foram

encontrados aqui.

N&o ha muitos estudos sobre essas as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, logo
devemos considerar a possibilidade de que os polimorfismos observados no presente
estudo possam existir em outras areas endémicas de malaria do mundo e até mesmo
do Brasil, contudo, por diversas raz6es metodoldgicas ainda ndo foram descritas. Uma
das limitagcbes do nosso trabalho foi justamente a escassez de amostras de P.
falciparum. No Brasil, os casos de malaria sdo majoritariamente causados por P. vivax.
Por mais que Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara sejam consideradas de alta e
média endemicidade para P. falciparum, a casuistica inicial no presente trabalho, 65
isolados, é baixa. Além da quantidade reduzida de isolados, a dificuldade na
amplificacdo e sequenciamento com os primers desenhados para esse trabalho,

representa um fator limitante do estudo.

Em areas de alta endemicidade de maléria, os individuos podem ser infectados
simultaneamente com mais clones do parasito, o que tem sido chamadas de infe¢des
multiclonais e policlonais (137,138). Essas infeccbes multiclonais tém sido
evidenciadas tanto por analise de amplificacdo génica por PCR (polimorfismo de
tamanho de fragmento amplificado), quanto por andlise de sequenciamento. No n0osso
trabalho ndo foram observados polimorfismos de tamanho em relacdo aos fragmentos
amplificados para os dominios SPAM e DBL das MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Esse dado
também foi confirmado por analise de sequenciamento que evidenciou, em cada um
dos isolados, a presenca de apenas uma sequéncia para cada uma das regides
génicas que codificam MSPDBL-1 e MSPDBL-2.

Genes de P. falciparum que codificam para proteinas que sé@o reconhecidas
por anticorpos presentes no soro humano estdo sob forte pressédo seletiva para
acumular mutacfes (139). Partindo dessa premissa e pelo fato que as proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 sdo amplamente reconhecidas por anticorpos presentes no
soro de individuos residentes em areas endémicas brasileiras de malaria, avaliamos
a possibilidade dos genes que codificam as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estarem
sofrendo pressdo seletiva. Além da pressdo seletiva outras forcas como deriva

genética, mutacado, endocruzamento, recombinacdo, efeitos gargalos e isolamento por

64



distdncia atuam no aumento e/ou redugcdo da variabilidade genética de uma
populacdo. Em um estudo realizado em 5 municipios do estado do Acre e Para, em
areas muito proximas a nossa area de estudo foi possivel observar que nao havia
cruzamento entre as localidades estudadas contudo havia alto grau de
endocruzamento. Essas populacdes estudadas também n&o apresentavam
evidencias de severo efeito gargalo (136). Nao observamos diferencas no padrao de
polimorfismo entre as trés localidades estudas, fato que esta em concordancias com
estudos prévios na regido amazonica em que nao foi possivel observar isolamento
por distancia (136,140) ou grande diferenca entre populagdes com pouca distancia

entre si.

A analise dos genes pfmspdbll e pfmspdbl2 evidenciou uma gama de
mutacdes que contribuiram para a geracao de variabilidade haplotipica e nucleotidica.
Essa variedade haplotipica e nucleotidica é uma das formas do parasito de evadir o
sistema imune do hospedeiro, através da acumulagdo de mutacfes ndo-sindnimas,
que irdo acarretar variacdo adaptativa, mantida pela sele¢cdo balanceadora (93). O
propésito do teste D de Tajima é identificar o desvio de neutralidade, ou seja, indicar
processos como selecdo balanceadora, expansdo populacional e varreduras
seletivas. Valores positivos para o teste D de Tajima (TDT) sé&o indicativos de selecéo
balanceadora na populagédo enquanto valores negativos séo indicativos de sele¢cao
purificadora (109). Em outros estudos que consideraram outras populacées na Africa
(93), as duas proteinas mostraram valores excepcionalmente altos no teste de Tajima,
sugerindo que elas estao sob selecéo balanceadora. Entretanto, em nosso estudo, na
analise genética da populacdo comparando os dois dominios separados e os dois
dominios juntos o dominio DBL da MSPDBL-1 e da MSPDBL-2 foi o Unico que
apresentou valor positivo para o TDT, contudo ndo observamos valores
estatisticamente significantes, indicando de que ndo ha selecdo significativa nos

dominios dos genes pfmspdbll e pfmspdbl-2.

Polimorfismos em muitos antigenos sdo causados por variagfes na sequéncia
de repeticbes em tandem, que € caracteristica de muitos antigenos plasmodiais e que,
frequentemente, constituem regides imunodominantes da molécula (141). Entretanto,
mutagcBes de ponto também tém sido descritas em varios antigenos com ou sem
sequéncias repetitivas (142). Polimorfismos genéticos em regides que codifiquem
epitopos imunodominantes podem alterar o escore de reconhecimento dos epitopos
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de células B e T, ou até mesmo interromper completamente a resposta imune, sendo
um ponto crucial no desenvolvimento de uma vacina antimaléarica pelo potencial de
geracdo de mecanismos de escape do parasito ao sistema imune do hospedeiro
(80,143). Assim, nosso trabalho também avaliou a predicédo in silico, de epitopos de
células T e B imunodominantes das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, considerando
a sequéncia referéncia 3D7, e avaliou o possivel impacto de muta¢cdes de base Unica

na predicao desses epitopos.

Inicialmente, com base na sequéncia completa das MSPDBL-1 e MSPDBL-2
foram preditos 15 epitopos lineares de células B (8 da MSPDBL-1 e 7 da MSPDBL-
2). A variacdo de aminoacidos nas regifes potencialmente antigénicas de células B
foi observado apenas na MSPDBL-1, sendo mais um indicio de que essa proteina
esta sob pressao seletiva do sistema imune. A maioria das mutag6es ndo sinbnimas
nao resultou em grande alteracdo no potencial dos epitopos preditos. Contudo, as
mutacBes A175T e L187P quando ocorrem juntas, causam a drastica diminuicdo do
escore do epitopo, excluindo-o de ser potencial epitopo. Curiosamente, duas
mutacdes (L525R e D508E) aumentam o escore de predicdo. Mutagdes que ocorrem
dentro dos possiveis epitopos de células B podem influenciar e modificar no
reconhecimento desses epitopos, sendo justamente um mecanismo de evasao por
variacdo antigénica, evitando o reconhecimento por anticorpos (144). Além dos
epitopos de células B, a partir da sequéncia referéncia 3D7 também foram
identificados 14 epitopos de células T (9 para MSPDBL-1 e 5 para a MSPDBL-2), os
quais sdo reconhecidos pelas moléculas dos antigenos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade com frequéncia que variou entre 50 e 82%, e a pontuacéo
consenso menor que 20. Sete mutagdo ndo sindnimas estavam localizadas nesses
epitopos de células T, salientando a capacidade do parasito de gerar mutagdes
randémicas que podem ou ndo favorecer a diversidade em regides epitdpicas
envolvidas na protecao (80). Embora estudos tenham demonstrado que polimorfismos
presentes em epitopos preditos ndo alteram os escores de antigenicidade do epitopo
(145,146), outros estudos tém relatado que substituicbes de aminoacidos (SNPs),
podem acarretar a reducdo da afinidade de ligacdo até a perda de propensédo de
ligagédo (147,148). Em nosso trabalho, foi possivel observar como tais alteragdes de
aminoacidos podem alterar o escore do epitopo, assim como mutacdes que nao

causam grandes altera¢des no potencial epitopo predito.
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Em conjunto, nossos dados mostraram que os isolados de Plasmodium
falciparum que circulam em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara apresentam uma
extensiva diversidade genética embora a regido génica que codifica a MSPDBL-1
apresente uma maior diversidade genética quando comparada a MSPDBL-2 e que
polimorfismos de Unica base que acarretam mutac¢des nao sinbnimas podem impactar
0s epitopos T e B imunodominantes das MSPDBL-1 e MSPDBL-2, influenciando no
desenvolvimento de uma resposta imune especifica. Nossos dados ressaltam a
importancia das MSPs como candidatas vacinais, entretanto, avaliar polimorfismos
genéticos, mesmo que limitados, em regides que codifiquem epitopos
imunodominantes, € um ponto crucial no desenvolvimento de uma vacina antimalarica
pelo potencial de geracdo de mecanismos de escape do parasito ao sistema imune

do hospedeiro.
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6 CONCLUSOES

Nossos estudos mostraram que:

e Os isolados de Plasmodium falciparum que circulam em Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara apresentam uma extensiva diversidade genética.

e A regido génica que codifica a MSPDBL-1 apresenta uma maior diversidade
genética quando comparada a MSPDBL-2, principalmente na regido génica
que codifica o dominio DBL.

¢ Andlise de predicao in silico de epitopos B e T imunodominantes, considerando
a sequéncia referéncia 3D7, evidenciaram 14 epitopos de células B e 14
epitopos de células T que sdo reconhecidos com frequéncia de 50 a 82 % dos

Antigenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade.
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7/ PERSPECTIVAS

Como perspectivas pretendemos:

e Avaliar e validar o perfil diferencial da resposta imune contra os epitoposBe T
mutados preditos in silico.

e Desenhar novos primers para amplificar as regides génicas que codificam os
dominios SPAM e DBL da MSPDBL-1 e da MSPDBL-2 dos isolados que néo
foram amplificados e/ou sequenciados.

e Aumentar o numero de isolados coletados em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e
Guajara.

e Avaliar o polimorfismo da regido génica que codifica as MSPDBL-1 e MSPDBL-

2 em outras areas endémicas brasileiras de malaria.
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FPARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQLNSA

Titule da Pesquisa: Estuda da resposta imunokdgica contra praleinas que sdo candidatas a vacing conbra a

maldria.
Pesquisador: LILIAK ROSE PRATT RICCIO
Arca Tematica:
Versio: 3

CAAE: 45084015.1.0000 5248
Instituigdo Proponents: Instituta Cswalda Cruz-R.
Patrocinador Principal: FURDACAD OSWALDD CRUZ

DADGS DO PARECER

MWidmero do Parecer: 1 420 848

Apresentacio do Projota:

A maldria & uma deenga parasitdria causada por prolozodrios do génerm Plasmodium. 580 cinca as
espfces de Plasmodium que parasitam naluralments o hamem: P. falapgaram, P. vivag, P. malarise, P
avale, & P. knowlesi, parasita simiano, porém recenlemente desaribo como causador de infeccdes antre
humanos (White, 2008} Os velores die Plasmadiom sp. 8o as fémeas de mosquibas do género Anapheles,
sendo o An. dadingl a principal espéce ransmitzora da maldria no Brasil (Consol & Lourenga=desClfneina,
1584, Mirabelio el al, 1998; Blandin o1 &, 2004).4 maldns & uma das doendas parasitirias mais prevalenies
no mundo. Eslimasse que 3.3 bilhbes de pessoas estho exposias ao risco de confrair a doenga. Em 20135,
foram regisirados 198 milhbes de casos & BB mil mortes por maldria, em sua grande maioria [TE%)
criangas menores de § anos de dade (WHO, 2014).

Mas Américas a fransmissdo da maldria ocorre &m 21 paises sendo que o Brasil & responsdvel por mais de
50 dos casns registrados. Mo ano de 2012 foram notificadas 243 mil casos de maldria no Brasil, 90,8% ra
Amaztnia Legal As principais estralégias de conirole da doenca 58 o combate a6 vetor & o diagndstios &
fralamento oporiunos (Oiveira-Ferreira &t al, 2010). Mo enfanto, com a possibilidade de crescents
resisléncia sos fArmacos antimaldrcos derivados de artemisinina,
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dltima linha de fratamenta, & inselicidas disponiveis abialmeanbs

(Chrubasik et al, 2010; Dondorp &t &, 2010; Kawada et al, 2011; Saralambaa ef al, 2011; Pribluda &t al.,
2014, WHD, 2014), o desermvolvimento de uma vacina eficar conira a maléia bem sido uma das prindpais
prioridades de pesquisa para g enfrentamenio desse problema. Entretanto, embora mais de 30 antigernas
fenham sada deniicados como candidatos & vadna, mulos dos quais [ testados &m ensaios pré=clinicos &
cliricas sé de fase I, atd o momenio renhum deles gerou uma perspeciiva sdlida de que uma vacing
possa estar disponivel nos praximos anas {Carvalho & al., 2002; Reed & al., 2008, Vaughan e al., 2012,
Schwarlz et al., 2012). Toma-se aszim fundamental 8 pesguisa de novos candidaios vacinais, mais
imunogenicos & mais eficares.

Og antigenos GLURP {Prabeina Rica em Glutamato), MSP3 [Profeina de Supedficie de Meromilo-d) &
PisdBi4E (Antigeno Préfertilizagio PledBid46) de Plasmodium falciparum sdo candidatos & wvacina
antimaldrica, selecionados a partir de um racional comumende uilizado para candidsios vacnas, coma a
correlagio dos tilukos de anficorpas especificos com os diversas graus de prabagda clinkta de individuos
wivendo em &res endbémica. A& candidata vacinal GMZ2 & uma proleina de recombinanle que contém
fragmenios conservados de GLURP = M3P3. Ensaios clinicos mosiraram que a GMZ2 & bam iolerada,
SEqura & imunogénica & que anficompos induridaos apds a imunizacio com GMZ? foram especifioos &
funcionais, capares de conbrolar o cresamenta in vibm da P. falapanm. Aém dissa, foram demanstradas
alla prevalencia @ tiulos de anticorpos naturaimente adquindos cantra a GMZ2 em individuas residentes em
drea de alia endemicidade de maldria na Africa. Impora, enbralanio, verificar g8 o mesmo podencial &
apresentado pelas populagies-alvo no Brasil. Assim, prelendemos avaliar o perfil das resposias imune
cefular & humoral conira wna nova recombinante, GMZ2 6, & seus componenies [MSP3, GLURFP &
PredaME) & sua relagia com o grau de imunidade antiparasitiria em ndividwos

cranicamenis exposios & maldria residenbes em dress endémicas da Amaninis Brasilsra com alto & média
rgon de iransmissio. O esludo serd concentrado nas dadades de Mancio Lima (AC) & Guagard {AR).
Também serda coletadas amastras de individuos gue forem procurar aessiéncia médica ou ratamenio ma
Instituio Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua (P} & na Fundacho de Meadicna Tropical Doutor Heftor
‘Wieira Dovrado (FMT-HOW) =m Manaus (AM). Serfio utiizadas profeinas recombinanies cormespondentes &
regifio Csiemminal da MSP3 & 4% regites M- & Calerminal da GLURP. Para mapeamenta epildpico serda
utilizadas peplidecs sinkdlicos correspondenies a diferenbes regides da MEP3 e da GLURP. A avakagio da
respodais imune humoral serd feira pela bécnica de ELISA. A resposta imune oelular Serd svaliads por
cilometria de fuxo & o
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perfil de cibacinas na plasma dos individuwas & nas culluras celulares serd avaliado utilizando-22 &S
cormernciais & PCR &m t=mpa real

Critério de Inclusda:

O crilério de inclusio compresnderd individwos resdentes em dreas endémicas de maldria [ selecionadas
gue aceitem voluntariamente a paficpar do estudo & ndo facam parie do grupo de exclusho; patentes com
diagndslico parasitoldgica de maldria (grupo 1), indvidwos ndo infectados com hisldia anberior de maliria
{grupa 2) e individuos sem maldria chinicamente sadios, sem hisbdria amerior de maldria (grupo 3).

Gravidas, menores de 12 anos, indiperas, grupos especial, pacentes com maldria grave & comphcada &
ndividuos gue par qualquer malivo S& recusanem & fazer of besbes,

Plarma amosiral:

Cam makria [grupa 1] 100 Coleta de sangue & dados pessoais, dinicas & epidemiokgicos
Cantrole [grupo 3] 120 Coleta de sangue & dadas pessoais, clinicos & epidemialbgicns
Sern malria igrupe 2) 100 Coleta de sangue & dados pessoais, dinicos & epidemicibgicos

Centros Coparticipantes:
Instibule Evandn Chagas! SVEMS Ricando Luiz Daras Machadainstituta Evandnn ChagasECISYVSME

Universidade de S5&b Paule Marcelo Urbano Ferreirafinstitulo de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sia Paulo

Fundagio de Medicirng Tropical do Amazonas - FMTAMTAM Fundacio de Medicina Trapical Dr. Hestor
Viewra Dourado {(FMTHWD))

Objetive da Pesquisa:

Objefvo Primdrio:

Movaliar o polencial antigénico da candidata a vacina antimalérica GMZZ2.6c & ssus companenies (MSP-3,
GLURP & Pisd8/ME em individuos cronicaments axpostas & maldria residenbes am dness

Endarags: A, Bl 2038, Sala TS (Campus Eapartse)

Bakre Manguinhos CEM: 3 D250
UF: R Munisigha: RID DE JANEIRD
Talehone: (I1)38E2-0011 Fae: (21528814815 E-rrull:  cirpfioine i o b
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endémicas da Amaninia Brasieira com allo & média risca de ransmissda,

Dbjefvo Secunddria;

«Ayaliar o pedil das respostas imunes celular (populacdes Infocitdrias, resposta proliferativa, perfil de
produglia de cilocinas) & humoral (IgG & subclasses, Igh, IgE & Igh) contra a candidata a vacina
anlimalirica GMZ2.6¢ & seus componantes (M5P-3, GLURP & PR4Bi5) em ndividuos cronicamenbs
euposios &4 maldria residerniet em dreas endémicas da Amasdria Brasileira com alio & médio risco de
fransmissdo:

sfvaliar & relevineis das proleinas MSP.3, GLURP & PfLBME no processo de aquisicio de uma imunidads
anliparasitiria pela andlise do perfil das resposias munes humoral & ceular & pelos dados clinicos &

epidemicldgicos;

sEsjudar o efEfto in vitre de anlicorpos anti-GMMZ2 Gc sobre o crescimento de P. falcparum vernficanda uma
poessivel partici pacio no mecarsmo de ADCHE;

«Avakar a exensda do polimarfismo genético das antigenas MSP=3, GLURP & PfsdBi4E & s&u papel na
desenvolvimenio de uma respasta imune especifica;

“Estudar a relagiio enire as Antigenos do Complexo Principal de Histocompaltibilidade de cdasse il = a
respasks imune conlra & vacing anmalincs GME2 Bt & saus componenles (MSP-3, GLURP & PB4 5).

Avaliacio dos Riscos o Boneficios:

Riscos:

05 possiveis desconfortos e riscos, se acomerem, 8o aguelss relacionados com a retirada de sangue,
como dor lacal efou hematoma (“rouxidda®) no local da pungdo, com duraglo de 3 a 4 dias. Todos os
cuidados apropriadas serdo lomadas, coma o usa de sevinga, agulha & gane descartivel assim coma Soool
pard atepsis local, entre outrdas. Além dissa, lodos 0% cuidados para garantic que as informapies conhdas
no guestiondrio gerfa ulilizados Onica & sxdusivamente para geragio de dados para esie propeta. As
infarmaches erfo sigiosas & o individuos receberdo um nimen de regisiro para imposibilitar a sus
identificacda. Esse quesordrio ficard sab a guarda do Labaratdrio de Pesquisas em Malbria do Insbiubo
iDswaldo Cruz = Fioouzfl. O acessn a qualguer informagiio do questiondrio estard resinta & coardenadara
do projeto.
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Beneficos:

Beneficios diretos & mdiretos: Mos casos de busca aliva, s=rfo realizados exames para o diagndsiico da
maliria nos participantes da pesquisa. Com o diagnistion da maldria o paciente serd oreniado a procurar
uma Unidade de Saide respansdvel pelo alendimenta na lecabdade, para avaliagda médica e ratamenio.
0% resullados desse estudo rdio beneficiario dirstamenle o= paciemes, mas poder&a, no futuro, bereficiar
auiras pessaas. O estudo da respoasia imune em pacienies com maldna bem apontado para um importanis
papel de algumas células & fatores da organismo (imunoldgicos) na evolugho das dosngas. O canhecimenia
desias resposias poderd er imporkante para 22 tentar prever 4 evolucio da doenca & com isho lenlar evitar
au dimiruir a5 formas graves & ng fulure, ajudar no desermalimenio de nowvos Iraamenos & mesmo de uma
vacina.

Comentérios & Consideragies sobre a Pesquisa:

0 projeto esid suficieniemente dare em $eus proposilos & devidamente fundamenlado. Messa terceira
wersfo do projedo, a pesquisadora responsdva mcluiv 05 documentos solicitados no GRimo parecer &
respondeu A lodas as pend&ncias.

1IPROJETO:

#) Delineamento da eshudo:

» Delineamento reestrulurado Segundo documentt carta-respodia, no entano nd projeta no formata
Plataforma Brasd no delineamenia a autora desoreve o abjetivo & a melodalogia a Ser desermolvida. Ainda
n&a fioi escrifo daramenle o Bpo de estuda, & esthudd observacional, interventivg, ensaio clinico, eshudo cast-
cantoke?

Trat#-s= de um esiudo primério, observacional prospectivt de core transversal com amosira de
convenidnca, usual para esludos de busca ativa &m dneas endémicas de maldna na Amazdnia Brasilera,

Pendéntia alendida.
b) Meindologia:
« “Falta clareza em relagho & quait elapas de laboralirio serfo realizadas em cada uma das institluices

copartcipanies em Manaus, Pard e na Acre, & na instiluio do proponenke.”
Wa 2 verslio ji haviamos induido &% siapas em que serda realizadas em cada uma das

Endaragsl A, Bl 2038, Sala TS (Camgus Eap e
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instituipies participanies. Incluimos na 3% verslo as etapas gue serdo realizadas na mstiluicio da
propanente [Fisdms B )L

Pendéncia alendida.

» *Mfio & crilénio de incluslo o fata de rdo fazer pane do cribéia de exchusla’ — Exsa frase foi retirada da
projeln - cribénio de incluso & exclusio (phgina 9).

Pendéncia alendida.

» “MWio foi esclarecida a sefecdo do tamanbe amostral de B0 parlicipanies par centro, 50 casas & 30
comrales nem o calcula do numens de domicilios necessdrio para alingir a8 amostras proposta. MNecesziria
incluir a aruéncia das comuridades, por exemplo, das assoaagles de vizinhas, que serlo coratadas para
as visibas domsdliares.”™

Pendéncia alendida.

Por s& tratar de um esbudo com amostras de cormvenigncia, o mimens de amastras @ esimada, cansideranda
=22 g lempo de permanéncia da equipe (2030 dias) em drea endémica, ao limitade mimens de amostras
processadas par dia de irabalbo & a0 nimero de casos regisirados no periodo da caleta. E dificil também
estimar o nbmero de domicilios visitados pois, nas &reas rurais onde a5 amosias serdo colefadas, as casas
=ho distanies umas das oubras. Além dsso, & selecho das residéncias Serd feita de acordo com o usual para
busta ativa de casos de maldria em drea endémica, onde 0% maradores penduram um pand vermeho em
local de fécil visualizacho (ansa, porta, cerca, portio), indicanda gue hé maradar com sinfomas de malana.
Mas ronas rurais dos municipias onde serdo coleladas as amostras rdio exisle assocgacio de maradares ou
de vidgnhos gue possa dar qualquer tipo de carta de anuéncia.

Pendéncia alendida.
» “Exislem inconsisidncias nos projetos & ieemos de corsentimento em refaEio & quanbidade de sangue gue

Serd coleta por participante, Se Serd de 30 ou 20 mil Considera-se gue 30 mil Seja wna guantidade elevada
nia justificivel. Nio localizamas na dlima versiio do projeo anexado nem

Endamaps: Aa. Biadl 2038, Sala 705 (Camgus Exp o be)
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nos iermas de consentimenta es5a mconssidncia. Mantvemos tanbo no projelo guanta nos termos as
mesmos 20 mil de Sangue que serdo cobetadas.

Pendéncia alendida.

» “Wecessdnin incluir o8 fermos de anufncia @ compromisso das secrefarias municipais de sadde para
garantir que 0% agenies possam colabarar no prajeio.

s pontos focsis do Programa Macioral de Controle da Malaria nos esiados do Amazonas & do e
desigrnarfio 0% agenies de sadde que scompanharlo & equipe no periodo da coleta. Entredantio, &
necessiria a definicho do perdodo da coleta devido a Aubuacio de agenies de saide nas localidades.

Pendéncia alendida.

) Do et & bansficios

= 0 fratamento dos casos noves de maldria diagnosticados ndo & beneficio ao participanie, mas & da
responsabilidade dos pesquisadares que deverdo velar para que o paricipanbe receba a terapia &
atendimento nacestdnng. Tambem deve sear carrigide na TALE & TCLE.”

Cornsta nos bermos e projeto gue & considerado um beneficio dreto o falo de nos casos de busca ativa,
serem realizados exames para o disgnostion da maldria nos participantes da pesquisa. Considerando que
muitas das particpanies residem em localidades distanles & de dificl acesso aot centros de sadde, &
realizacia do diagndstico em sua residéncia pode ser considerada um beneficio direto, apesar de i ser
realizada rolineiramente pelas agenies de sadde ras localidades.

= “Inconsistdncia entre o angamenios apresertados” (RE207.000,00 & RS 207.200,00 = detalhando ousheia
com reagentes, passagens & didrias. ). A diferenca do valor fai corigida.

Pendéncia alendida.
2ed) TCLE = TALE.
* “Incluir nos lermos o endereco & telefones com membros das equipes locais, induinda & possibilidade de

ligar & cobrar™.

Pendéncia alendida.

Endamaps:  Sa. Biacal 2036, Sala TS (Camgus Exp ot b
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Ma 2°. versio haviamos indulda nos lermos o enderego & os telefones com os membros da equips. Ha 3°.
wersdo foi incluida a frase que permile a possibibdade de ligar a cobrar, a verslno, & daia da revisio = a
esclarecimenio que o conlalo com o CEP I0C Serd apenas para retirar dividas relacionadas &5 guesides
élicas da pesquisa. Ot termos também foram paginades & foi inclulde o cabegalbo com o legotipa da

nstituigao,
Pendncia alendida,

» “Enlendesse que visto gue 3% criangas serdo induidas, o TALE serd aplicado para adaolescenies. Favor
oorfirmar. o emanio, no TALE far e referdncia & “oianca”™ que deve ser suprimida.”

Criangas (abaixe de 12 anas) 2erfo excluidas do projeta, portanio, aperas sdolescenbes (acima de 12 anos)
poderfia particpar. A palavra cianca foi refirada dos termos.

Pendéncia aiendida.

= %A linguagem fante no TCLE quanta no TALE foi adaptada tornande-a mais acessivel 4 compreensiio das
participantes da pesquisa, eniretanta, a linguagem ndo & inteiramenie acessivel, lemos come “vaoulsiner e
“indeniza¢io”, denire oubtros podem rdio ser Suficieniemenie claros para adoleseemes dentre 12 & 17 anos.”
#& palavra wacuiainer foi substitulda por “tubos de coleta de sangue™ = a palavra mdenizacio por
“pagamenta”.

+ *MWila ol indulds & aplicacda do TALE no projeio na inbagra.”

JA estava incluida ra 2%, versdo a aplicacia do TALE no propeio - pégna 7.

Fai incluiido ocal para rubrica do resparedve] da voluntrio menor em cada pdgina do TALE.

Pendéncia aiendida.

5) DECLARAGAD DAS INSTITUIGOES

» “Faram adichonados 0% documenbas das Insliuiches padicipanies declaranda conhecer & cumprir 45
normas &icas vigenies no Brasil; garantindo a nfrassiruiura & assumindo a responsabilidade para a
realizachks da pesquisa nas suss dependdncias; assuminde o compromisso de leilura & concarddncia com a
parscer £600 da insSui¢lo propenenie & dande a autorzacio de realizacio

Endaraps: K. Bl 2038 Qala 705 (Camgus E st be)
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do esindo. Pendéncia parcialmenie alendida, falia anuéncia das demais instituiches coparticipanies onde
serdo contatadas possiveis participantes voluntarios.”
A5 declaractes foram induidas.

Pendéncia alendida.

TIACORDO ENTRE AS INSTITLNCOES PARTICIPANTES

“Foi incluida acorda enire as instituighes parlicipanies gue confempla a operacionalizacio,
compariilhamento, ulilizaghs do maleral bisldgico coletada & armarenada, a possibilidade de dissolbugla
fulura da parceria & & conseguente parlilka & destinagda dos dados = dos malenais. Entretanio, faltam
demais paicipanies. Coma se brala de doecumenios de cardber legal espera-se que Sajam redigidas em
papel| timbrada & paginado. 0% acordes apresentados parecem ser enfre pesquisadores & ndo entre
instiluicfes.”

Os acordos entre as instuighes foram reescriios & anexados.

Pendéncia alendida.

8) DECLARACAD

« “Foi ncluida deckaracio da Coordenadara do prajeta contenda a justificativa quanta & ubilizachs futura das
amostras bioligicas humanas colstadas & armarenadas sm pape| ndo imbrado, sem carimbo, sem data e
com assinatura inbsbgivel.

Dreclaracin foi refeita em papel Smbeado, com carimba e data,

Pendéncia aiendida.

9] CROMNOSRARMA

0 cronograma apreseniado continua a indicar que a coleta de dados dos padicipanies 1erd inlcio &m
gulubm de 2016. A coleia de amosiras deverd fer inicio apds aprovacio do prodocalo peias CEPs das

Inslituighes praponente & coparticipantes.”
O cranagrama fai cormigido.

Pendéncia alendida.

Endaraes: L. Biacdl 2058, Qala TS (Campus Expad b

Bairre  Banguinhes CEP 040580
UF: R Munisighs: RID DE ANEIRD
Talehoma: (31} 3HED00 1 Fis: [2152581-4815 E-rail: cirpdoin e Ao b
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Consideragbes sobre 05 Termos de apresentagio obrigatdria:
Falkha de Roslo Fakha de Rosto pdf

TCLE { Termos de Assertimento / ANEXDIITALE. docx

TCLE ! Tarmos de Assertimento / ANENDIITCLEcanbroles docx
TCLE { Tarmoa de Assertimenio! AMEXNOITCLEmalaria. docx
Carta resposta doc

AMEXOV quast docx

ANEXON decooord docs

BICRREPCSITORIO docx

Orgamenta Orcamento.docx

Declaracio de InsSuiclo © Infrasstnuiura Anuencal SR pdf
Declaracio de Pesquissdores Cartabiarous) scarda_Lilian pdf
Declaracio de Pesquisadores Acordob\WGEL. pdf

Declaracio de Pesquisadores DedaracaobUF pdl
Declaracio de Pesquissdores ACDRDORLUIF pdd
Declaracio de Pesquisadores AcordoRLDM. pdf

Declaracio de Pesquisadores Anvend alFMTAM pdf
Declaracio de Pesquissdores Decoomphdv' GL_pdf
Declaracio de Pesquisadores DeccompRL DM pdf

Prajebs Detalhada ABrochura Investigador PROJETO dos
Recomendagtos:

MApresantar relaldrios parciais (anuss) & relaldrio final do prajeto de pesquiss & responsabilidade indalagivel
do pesquisador principal.

Oualguer modificacio ou emenda a0 projsts de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciacho do
CEP Fiocruzn0c.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante da exposio, o Comild de Efica em Pesquisa do Institute Dswalds Cruz (CEP FIDCRUZAOC), em
Rewnidio Ordirdria, realizada em 15.02 2015, de acorda com as atribuiches definidas na Resaluclo CHS

466812, manifesta-se pela aprovacia do prajeto de pesquisa proposio.

Consideragies Finais a cribério do CEP:

Endareos: A, Biacll 20038, Sala TS (Campus Eapars o)

Bakre  Manguinhes CEP 1 040-350
UF: R Munbsiphs: RAID DE JANEIRD
Talafana:  {24)3880004 1 Fam: (215814815 E-mail:  capfiocrus Shoe Rz
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Esie parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixoe relacionados:

et ™

Tipo Dacuments Argquing Postagem Autor Situacio
IMarmaches Basicas| PH_INF OHMALOE S BASILAS L0 P | o201 ACElD
do Proista ROLETO 515500 adf 20:41:47
Outos ANE X0V quest docx 041272015 [LILIAN ROSE Aceilo

20:40:18  IPRATT RICCIO
Outos Cartaresposta docx 041202016 |LILIAN ROSE Aceiln
20:37:14 | PRATT RICCIO
Projeta Detalhade | | PROJETO.doc 041272016 |LILIAN ROSE Aceilo
Brochura 20:%6:40 |PRATT RICCIO
 Irvestigador
Outos ANEXON deomord docs 041212016 |LILIAN ROSE Aceilo
20:35:55 |PRATT RICCIO
TCLE { Termos de | AMEXDINTALE docx 04122016 |LILIAN ROSE Aceilo
Assenlimenta § 2854 | PRATT RICCIO
Justificatva de
Aushncia
o [AHERLIT CLE cormrakes. oocx 0122018 |LILIAM ROSE ACeilo
Assenlimenta f 20:28:28 | PRATT RICCIO
Justificatva de
m — = - S = -
TCLE / Termos de | AMEXOITCLEmalaria docs 041202016 [LILIAN ROSE Aceiln
Assenlimenta § 2758 |PRATT RICCIO
Justificatva de
Aushncia
Declarachka de AcordoMVGEL. pdf 04122016 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores N:26:42  |PRATT RICCIO
Declaracia de DedaracachUF_pdl 04122016 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 20:24:23 | PRATT RICCIO
Declaraca de ACORDOMUF pdf 412018 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 20:20:05 |PRATT RICCIO
Teciaracks & Throenoe e o i i
InsStuicho & 20:18:11 | PRATT RICCIO
Esirutura
rachka de CartaMarcusLacerda_Likan. pdf 4016 [LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 16:33:22 | PRATT RICCIO
Declaracia oe ACOraoRLLNA. pdl B |LILIAN ROSE ACEND
i pe 190844
Declaracia de AnvancialFMTAM podf IRDEI016 [LILIAN ROSE Aceiln
 Pesquisadores 19:07:50  |PRATT RICCIO
Declaracha de Drmcoamphdy GL.pdf JED&2015 [LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 19:07:07 | PRATT RICCIO
Declaracia de DrecoampRL DM pdf JEIDE2016 |LILIAM ROSE Aceilo
Pesquisadores 19:06:51 | PRATT RICCIO
Orgameania Crcamenlo. doos JEIDE2016 |LILIAM ROSE Aceilo
19:02:40 | PRATT RICCIO
Endaracs: L. Bisddl 2038, Sala TS 0T argans B i i
Hairred  Manguinies CEPF: 31 40580
UF: R Munisipis: RID DE JANEIRD
Talelana: {3 )38820041 Fam: (2125814815 E-mail:  capiocue o focne
Figira i0de 1&
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Costirraache o Pawonr: 1420840

Outos BIORREPOSITORIO docx 26908/2015 JLUILIAN ROSE Aceilo
19:00:20 | PRATT RICCIO

Tolha de Rosio Toina de Rosio.pdl E§) D — Aceio
12:11:42

Situagdo do Parecer:

Apravado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nio

RIO DE JANEIRO, 23 de Feversiro de 2016

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto

{Coordenador)

Enderece:  Av. Bracdl 2036, Sala 105 (Camgus Expansio]

Babre Manguinhos

UF: RJ Municipio: RIO DE MANEIROD

Telefone: (21)5852.0011

Fax: (2125814815

)
CEP: 21.040-380
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) — MALARIA

Centro de Pesquisa, Diagndstico e Treinamento em
Maléria/CPD-Mal

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) — MALARIA

Instituicdo: Fundacgdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto Oswaldo
Cruz / Fundacédo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansao) Manguinhos -
Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacdo: Estudo da resposta imunoldgica contra
proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliacdo do polimorfismo genético das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos epitopos B
e T imunodominantes

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimaraes de
Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado

Endereco: Laboratério de Pesquisas em Malaria, Instituto Oswaldo Cruz Fundacdo Oswaldo
Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900.

Telefones: (21)- 38658135 Fax: (21) 38658145

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsaveis pelo projeto de pesquisa
intitulado “Estudo da resposta imunolégica contra proteinas que sdo candidatas a vacina
contra a malaria”, estamos fazendo um convite para vocé participar como voluntario deste
nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter um melhor conhecimento da maléaria. A
maléria é uma doenca transmitida por mosquito e que causa momentos de febre alta e
calafrios ap0s 0s quais a pessoa fica cansada e sem forgas para trabalhar. Além de verificar
se vocé tem esta doenca, vai saber que parasitos causam esta doenca e quais o0s tipos de
respostas imunoldgica do organismo sdo benéficas. A sua participagdo como voluntério sera
apenas para doar sangue antes do tratamento.
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Para a realizacdo do projeto serdo feitos 0s seguintes exames, procedimentos e
tratamentos com 0s seguintes objetivos:

Exame de sangue — Para diagnosticar maléria, a retirada do seu sangue podera ser feita na
veia do antebraco ou no dedo, por um médico, farmacéutico ou biélogo membro da equipe da
pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraco sera feita com a agulha descartavel e tubo
de coleta de sangue e sera tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro
momento da pesquisa ser solicitado para outra nova coleta de sangue. O sangue coletado
no dedo sera feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartavel na mao
escolhida para o exame. As gotas de sangue seréo colocadas em uma lamina de vidro para
ser examinada no microscopio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxiddo”) no local da punc¢éo, com duracéo de
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serdo tomados, como o uso de seringa, agulha e
gaze descartavel assim como alcool para assepsia local, entre outros.

Beneficios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serdo realizados exames para o
diagnéstico da malaria nos participantes da pesquisa. Com o diagnéstico da malaria vocé sera
orientado a procurar a Unidade de Saude responsavel pelo atendimento na localidade, para
avaliacdo médica e tratamento. O tratamento serd o normalmente usado para casos desse
tipo. Todas as informagfes de tratamento serdo dadas pelo profissional de saiude (médico e
o enfermeiro responsavel pela assisténcia) e qualquer alteracdo devera ser comunicada ao
pessoal responsavel que verificard a necessidade de cuidados locais.

Os resultados desse estudo ndo o beneficiardo diretamente, mas poderdo, no futuro,
beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com malaria tem
apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo (imunol6gicos)
na evolugdo das doencas. O conhecimento destas respostas podera ser importante para se
tentar prever a evolugcdo da doenca e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no
futuro, ajudar no desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto,
mais estudos s@o necessarios para tentar esclarecer o seu papel na regulacdo da resposta
imune levando a cura ou a protecao.

Apbs o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, vocé respondera a um
questionario, que sera aplicado por um dos membros da equipe de investigadores, onde serédo
anotados seus dados pessoais, observacfes clinicas e dados epidemioldgicos. Os dados
tomados neste questiondrio seréo utilizados Unica e exclusivamente para geragédo de dados
para este projeto. Suas informacdes neste questionario serdo sigilosas e vocé recebera um
namero de registro para impossibilitar a sua identificacdo. Esse questionario ficara sob a
guarda do Laboratério de Pesquisas em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz/RJ. O
acesso a qualquer informacao do questionario estara restrita a coordenadora do projeto.

Os dados e todas as informacdes dadas por vocé estdo submetidos as normas éticas
destinadas & pesquisa envolvendo seres humanos, do Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/Fiocruz do Ministério da Saude. Os resultados do estudo poderao ser publicados sem
revelar a sua identidade e o acesso e a andlise dos dados coletados se fardo apenas pelos
pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participagéo € inteiramente voluntéria e vocé é
livre para recusar a participar, assim como para desistir de participar deste estudo a qualquer
momento, sem prejuizo para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer sancdes ou
constrangimentos.

A sua participacao sera sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessarios
para a participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica também
garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacao
na pesquisa. O material coletado para realizacdo dos exames serd devidamente
acondicionado em nitrogénio liquido ou freezer -70°C e ficara sob a guarda da coordenadora
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do projeto, no Laboratério de Pesquisas em Malaria — Fiocruz/RJ pelo periodo de cinco anos
até que todos os experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessério para
repeticdo de testes para confirmacdo de dados.

Caso precise tirar maiores duvidas sobre o projeto, vocé podera ligar a qualquer momento
gque achar necessario, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: Dr. Marcelo Urbano
(11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92)
21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150,
ou para a coordenadora do projeto Dra Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-
8115. Vocé podera ainda entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o
Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dlvidas sobre questdes
éticas relacionadas a essa pesquisa.

Eu, aceito
participar do estudo, consinto que o0s procedimentos de coleta acima descritos sejam
realizados em minha pessoa e autorizo o depdsito, armazenamento e utilizagdo do material
coletado para a realizacdo deste estudo. Atesto que assinei duas vias do termo de
consentimento de igual teor e fiqguei com uma via.

Data:
Assinatura do Pesquisador

Data:
Assinatura Testemunha

Data:

Assinatura do voluntario

Em caso de analfabetismo ou
impossibilidade de assinar,

inserir impresséao diaital.
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ANEXO IIl - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Centro de Pesquisa, Diagndstico e Treinamento em
Malaria/CPD-Mal

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Instituicdo: Fundacgdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto Oswaldo
Cruz / Fundagdo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansdo) Manguinhos -
Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacdo: Estudo da resposta imunologica contra
proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliagdo do polimorfismo genético das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos epitopos B e T
imunodominantes

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimaraes de
Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado

Endereco: Laboratério de Pesquisas em Malaria, Instituto Oswaldo Cruz Fundacdo Oswaldo
Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900.

Telefone: (21) 3865-8135 Fax: (21) 3865-8145

Vocé esta sendo convidado para participar como voluntario da pesquisa intitulada “Estudo da
resposta imunolégica contra proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria”. Seus
pais ou responsavel legal por vocé permitiu que vocé participasse. Entretanto, vocé nao
precisa patrticipar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu ndo tendo nenhum problema se
decidir desistir.

Esta pesquisa tem o objetivo de saber se vocé tem malaria, doenca que ocorre na regiao onde
vocé mora. A maléria é uma doencga transmitida por mosquito e causa momentos de febre
alta e calafrios apds os quais a pessoa fica cansada e sem forgas para trabalhar. Caso vocé
seja portador desta doenca vocé sera orientado a procurar uma Unidade de Saude
responsavel pelo atendimento na localidade, para avaliacdo médica e tratamento. O
tratamento serd o normalmente usado para casos desse tipo. Todas as informagfes de
tratamento serdao dadas pelo profissional de salde (médico e o enfermeiro responsavel pela
assisténcia) e qualquer alteracdo devera ser comunicada ao pessoal responsavel que
verificard a necessidade de cuidados locais.

Para diagnosticar malaria, a retirada do seu sangue podera ser feita ha veia do antebraco ou
no dedo, por um médico, farmacéutico ou biélogo membro da equipe da pesquisa. A coleta
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de sangue na veia do antebraco sera feita com a agulha descartavel e tubo de coleta de
sangue e serd tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro momento
da pesquisa vocé ser solicitado para outra nova coleta de sangue. O sangue coletado no
dedo sera feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartavel na méo
escolhida para o exame. As gotas de sangue seréo colocadas em uma lamina de vidro para
ser examinada no microscopio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxiddo”) no local da pungéo, com duragéo de
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serdo tomados, como o uso de seringa, agulha e
gaze descartavel assim como alcool para assepsia local, entre outros.

Uma coisa boa de participar desse projeto de pesquisa é saber se vocé tem essa doenca e
receber o tratamento pela Unidade de Saulde responsavel pelo atendimento na localidade.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informag6es que vocé nos der. Os resultados serédo publicados,
mas sem identificar os participantes da pesquisa.

A sua participacéo sera sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessarios
para a participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica também
garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagéo
na pesquisa. O material coletado para realizagdo dos exames serd devidamente
acondicionado em nitrogénio liquido ou freezer -70°C e ficara sob a guarda da coordenadora
do projeto, no Laboratério de Pesquisas em Maléria — Fiocruz/RJ pelo periodo de cinco anos
até que todos 0s experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessario para
repeticdo de testes para confirmacédo de dados.

Caso precise tirar maiores davidas sobre o projeto, vocé podera ligar a qualguer momento
que achar necessario, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: Dr. Marcelo Urbano
(11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92)
21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150,
ou para a coordenadora do projeto Dra Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-
8115. Vocé poderé ainda entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacao
Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar davidas sobre questbes
éticas relacionadas a essa pesquisa.
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Eu, fui informado
sobre o0 projeto de maneira clara e tendo o consentimento ja assinado pelo meu
pai/responsavel, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto que o0s
procedimentos de coleta acima descritos sejam realizados em minha pessoa e autorizo o
depdésito, armazenamento e utilizacdo do material coletado para a realizacdo deste estudo.
Atesto que assinei duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.

Data:
Assinatura do Pesquisador

Data:
Assinatura Testemunha

Data:
Assinatura Responséavel

Data:
Assinatura do menor voluntario

Em caso de impossibilidade de Em caso de impossibilidade de
o responsavel assinar inserir 0 menor assinar inserir
impress&o diaital impresséo diaital
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ANEXO IV - QUESTIONARIO

Centro de Pesquisa, Diagndstico e Treinamento em
Malaria/CPD-Mal

| REGISTRO N° Data:

PROJETO: Avaliacdo do polimorfismo genético das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-
2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos epitopos B e T imunodominantes

SEXO:UF 0OM

IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:

ENDERECO ATUAL:
NUMERO DE RESIDENTES NO ENDEREGCO ATUAL:

PROFISSAO:

TEMPO DE RESIDENCIA (ANOS):
Area endémica (anos) : (anos):
HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: [1P. falciparum [1P.vivax [1P. malariae [0 Nenhuma [ N&o lembra

NUMERO DE INFECCOES NO ULTIMO ANO:

Espécies: O P. falciparum [ P.vivax [ P. malariae [ Nenhuma [ N&o lembra

DATA DA ULTIMA INFECCAO:

Espécies: [ P.falciparum [ P.vivax [ P.malariae [ Nenhuma [ N&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: (' Sim (] N&o

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: [1Sim 1 N&o Data:
MALARIA GRAVE NA FAMILIA: [ Sim [1N3o Data:
OBS:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU QUE TEVE MALARIA RECENTEMENTE? (] Sim

[0Nao Data:
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EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZACAO DA CASA

O Floresta [ Colegéo d’agua [0 Cidade [ Nenhuma

TIPO DE CASA (protecdo em relacdo ao contato com mosquito)
[ Boa [ Parcial [0 Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:
ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
0Sim ([Nao [ Foi informado 0 Foi informado, mas ndo acredita
COMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
0 Mosquiteiro [ Inseticida [ antimalaricos [ Outras [ Nenhuma

Data da ultima borrifagdo de inseticida (FNS):

INFECCAO ATUAL

SINTOMAS
O Febre [ Cefaléia [ Calafrios [ Nausea/Vémito [1Mialgia [ Artralgia

Nenhum

[] Sudorese [J

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO: [J P. falciparum [ P.vivax L[ P. malariae U Nenhuma

PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?: [1Sim [ N&o Data:
E DOADOR DE SANGUE?: [ Sim [ Nao Data da ultima doacéo:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

I GOTA ESPESSA [ DISTENSAO SANGUINEA [ SANGUE

103




ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
CONTROLE

é\@‘ 4’94/
Centro de Pesquisa, Diagndstico e Treinamento em  AASERsiila
Malaria/CPD-Mal

£ i
2 E
k- 3
- 5
=

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) —
CLINICAMENTE SADIOS (CONTROLES)

Instituicdo: Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto
Oswaldo Cruz / Fundagéo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expanséo)
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail:
cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacéo: Estudo da resposta imunolégica
contra proteinas que séo candidatas a vacina contra a malaria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliacdo do polimorfismo genético das
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos
epitopos B e T imunodominantes

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety
Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius
Guimaraes de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado

Endereco: Laboratorio de Pesquisas em Maléria, Instituto Oswaldo Cruz Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP
21040-900.

Telefones: (21)- 38658135 Fax: (21) 38658145

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsaveis pelo projeto de
pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunoldgica contra proteinas que Ssao
candidatas a vacina contra a malaria”, estamos fazendo um convite para vocé
participar como voluntario deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter
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um melhor conhecimento da malaria. A malaria € uma doenga transmitida por
mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios apds os quais a pessoa fica
cansada e sem forcas para trabalhar. Além de verificar se vocé tem esta doenca, vai
saber que parasitos causam esta doenca e quais 0s tipos de respostas imunoldgica
do organismo séao benéficas. A sua participagdo como voluntario sera apenas para
doar sangue.

Para a realizacdo do projeto serdo feito os seguintes exames, procedimentos
com 0s seguintes objetivos:

Exame de sangue — O exame de sangue para exclusdo da infeccdo maléarica sera
realizado apos a retirada do seu sangue que podera ser feita na veia do antebraco ou
no dedo, por um médico, farmacéutico ou biélogo membro da equipe da pesquisa. A
coleta de sangue na veia do antebraco seré feita com a agulha descartavel e tubo de
coleta de sangue e serd tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum
outro momento da pesquisa ser solicitado para outra nova coleta de sangue. O
sangue coletado no dedo sera feito fazendo um furinho no dedo médio com uma
lanceta descartavel na mao escolhida para o exame. As gotas de sangue serao
colocadas em uma lamina de vidro para ser examinada no microscopio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a
retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidao”) no local da pungéo,
com duracéo de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados seréo tomados, como 0
uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como alcool para assepsia local,
entre outros.

Beneficios esperados: Os resultados desse estudo ndo o beneficiardo diretamente,
mas poderao, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em
pacientes com malaria tem apontado para um importante papel de algumas células e
fatores do organismo (imunolégicos) na evolu¢do das doencas. O conhecimento
destas respostas podera ser importante para se tentar prever a evolucédo da doenca e
com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no
desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais
estudos sé@o necessarios para tentar esclarecer o seu papel na regulacéo da resposta
imune levando a cura ou a protecao.

Apds o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, vocé respondera a um
guestionario, que sera aplicado por um dos membros da equipe de investigadores,
onde serdo anotados seus dados pessoais, observagbes clinicas e dados
epidemiologicos. Os dados tomados neste questionario serdo utilizados unica e
exclusivamente no projeto em questdo. Suas informacdes neste questionario seréo
sigilosas e vocé recebera um numero de registro para impossibilitar a sua
identificacdo. Esse questionario ficara sob a guarda do Laboratério de Pesquisas em
Maléria do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informacédo do
guestionario estara restrita a coordenadora do projeto.
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Os dados e todas as informag8es dadas por vocé estdo submetidos as normas éticas
destinadas & pesquisa envolvendo seres humanos, do Comité de Etica em Pesquisa
— CEP/Fiocruz do Ministério da Saude. Os resultados do estudo poderdo ser
publicados sem revelar a sua identidade e 0 acesso e a analise dos dados coletados
se fardo apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participacdo €
inteiramente voluntaria e vocé é livre para recusar a participar, assim como para
desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuizo para seu
acompanhamento ou sofrer quaisquer sangdées ou constrangimentos.

A sua participacdo serd sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer
despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os
gastos necessarios para a participagdo na pesquisa serdo assumidos pelos
pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacao na pesquisa. O material coletado para
realizacdo dos exames sera devidamente acondicionado em nitrogénio liquido ou
freezer -70°.C e ficara sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratério de
Pesquisas em Maléaria — Fiocruz/RJ pelo periodo de cinco anos até que todos os
experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessario para repeticao
de testes para confirmacédo de dados.

Caso precise tirar maiores duvidas sobre o projeto, vocé podera ligar a qualquer
momento que achar necessario, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para:
Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos
Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em
Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra
Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Vocé podera ainda entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ pelo
telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar davidas sobre questdes éticas relacionadas
a essa pesquisa.
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Eu,
aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos
sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depdsito, armazenamento e utilizacao
do material coletado para a realizacdo deste estudo. Atesto que assinei duas vias do
termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.

Data:
Assinatura do Pesquisador

Data:
Assinatura Testemunha

Data:

Assinatura do Voluntario

Em caso de analfabetismo ou
impossibilidade de assinar

inserir impressao digital
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ANEXO VI — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA REFERENCIA 3D7 COM AS SEQUENCIAS OBTIDAS NO ESTUDO

1522 1641
REF 3D7 GATAATGTAAACTCTGTAACGCAAAGAGGAAATAATAACTACAACAATAATTTAGAGCGTGGATTGGGTTCTGGTGCTCTTCCTGGTACAAATATTATTACTGAAGAAAAATATTCTCTA
Vis1

Vis1

Vis1 —GA

Vi4s1 —G

Vhs1 G
Vs C
Vsl

Vas1 —G C
Vos1 G

1642 1761

REF 307 GAATTAATAAAATTAACATCAAAGGATGAAGAAGATATTATAAAGCATAATGAGGATGTGAGAGAAGAAATAGAAGAACAACAAGAAGACATCGAGGAAGATGAAGAAGAATTGGAAAAT
V1s1
V2s1
Vis1
Vis1
Vhs1
Vs
Vsl
Vas1
Vas1
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1762 1821
| |
REF 307 GAAGGAGAAGAAACAAAAGAAGAAGATGAT GAAGAAAAGAATGAAACAAAT GATACGGAAGATACGGACGATACTGAAGATACGGAAGATATAGAAGAGGAAATAAGGAAAAAGAACTC
Visi G
V2si1 G
Vist
Vis1 G
Vas1
Vst
V7st
Vst
Vos1

]

[y

1 SiBZ 1 9]?-6
REF 3D7 AGTAATCAACAACAAAGT GAAAAAAAAAGTATTTCAAAAGTTGACGAAGATTCATATCGAATACTATCAGTAAGTTATAAGGACAATAATGAAGT AAAAAATGTTGCTGAATCTATAGTGAAA
Vis1 C G
V2s1 GG c
Vis1
Vs
V5s1
Vis1 GG
Vis1 GG
Vas1 C
Vas1

SR

@
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1 EI'|8? 2ﬂ|91
REF 3D7 AAACTATTTAGTTTATT TAATGATAATAATAATTTGGAAACTATTTT TAAGGGTTTGACAGAAGATATGACAGATTTATTTCAAAAA
Visi1
V2s1 G TAT:
Vis1
Vis1
Vos1
Vis1 G TAT:
Vs
Vas1
Vos1

Alinhamento entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio SPAM) e as sequéncias nucleotidicas das variantes de Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajaré referente ao gene pfmspdbll. A marcagdo em cinza séo os nucleotideos alterados. Os tracos correspondem aos nucleotideos
que nao se alteraram.
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427 546

REF 307 AAATGTCCTGATGAAAATTT T TGTAAGGGTATTAAAAATGTCTTATCCTGTCCT CCAAAAAATTCTACTGGTAGAAATGGEGATTGGATTAGTGTGGECTGT TAAAGAAAGTTCAACTACA

Vidi A

Vad1 A

Vidi A

V4di A5

Vad1 A

Vid1

V7di A

Vadi A C
Viadi A

V1iod1 A5

V1i1d1

Vi2d1i A

V13d1 A

V1i4d1 A C
V15d1 A

V1i6d1

Vi7d1 G C
V13d1 A

V19d1 A

V2od1 C
Va21d1

V22d1 A--G

V25d1 A--G

V24d1 A

V25d1 A

V26d1 G

Vard1

V2ad1 A-G
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B4T 666

REF 307 AATAAAGGTGTTCTTGTTCCCCCCAGAAGAACAAAATTATGTCTAAGAAATATTAACAAGGTTTGGCATCGAATCAAAGACGAGAAAAATT TTAAAGAAGAATTTIGTTAAAGTTGCTTTA

Vid1

v2d1

V3d1

V4d1 ce

V5d1

Ved1 A

V7d1 A &
Vad1 A &
vad1 A T

V10d1 A &
V11d1 A

V12d1

V13d1 A

V14d1 A T .\ A
V15d1

V16d1

VTd1 A T A A
V18d1 A

V19d1 A

V2001

v21d1 A &
V22d1

V23d1

V14d1 A

V15d1

V26d1 A T

v27d1

V28d1 ce

112



EF.|3T TBlﬁ
REF 307 GGAGAATCAAATGCTTTAATGAAACATTATAAAGAALAAAATCTGAATGCCCTTACAGCTATAAAATATGGATTTTCAGATATGGGAGATATAATAAAGGGAACAGACCTAATTGACTAT
Vid1
Vad1
Vid1
V4d1
V5d1
Viad1
Vid1
Vad1 A,
Vadi1 G A
V1i0d1
Vi1d1
Viz2d1
V13d1
Vi4d1 G A
V15d1
V16d1
Vi7rd1 G 5 &
Vigd1
V15d1
V2od1 4.
V21d1
Vaidi
V2id1
V24d1 A
V25d1
V26d1 4.
Vard1
V2adi

(]

G
[~

L]

(]

(]
i
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??? 906
REF 307 CAAATTACT AAA A A TAT AN TA GGG AT TAGAT A TATTACGTAATGAAACAAGTAATGACAAAATTAAAAAACGTGTAGACTGGTGGGAAGCTAATAAAAGTGCATTCTGGGATGCA
Vid1
Vad1
V3d1
V4d1
Vad1
Vad1
V7d1
Vad1
Vad1
Vi0dd
V1i1d1
Vi2d1 —G
V13d1
Vi4d1
V15d1
Vi6d1
Vi7d1
Viad1
Vi9d1 —G
V20d1
V2id1 -G
V22d1
V23d1
V24d1
V25d1
V26d1
V2Td1
V2ad1

01

Gy 01 G

7]

[ I I

[

[ I Iy

& m

]
i

Gy 01 G

o

"]
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Q?? 1 EiEE
REF 307 TTCATGTGTGGATATAAAGT TCATATCGGAAATAAACCATGTCCAGAACATGATAATATGGACAGAATACCACAATATCTTAGATGGTT TAGAGAATGGGGAACATATGTTTGCAGCGAA
Vid1
Vadi
Vid1
V4d1
Vad1
Viad1
Vidi
Vadi1
Vadi
V10d1
V1i1d1
Vi2d1
V13d1
V1i4d1
V15d1 T
V16d1
V1i7d1
V1i3d1
V19d1
V20d1
Va1d1
V22d1
Va3d1 T
V24d1
V25d1
V26d1
Vard1
V2ad1

1

1

£

£
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1146

1027

REF 307 TATAARAATAAGTTTGAGGATGTAATAAAATTATGTAATATCCAACAATTTACAAACCAGGATGATTCACAACTATTAGAAATATCAAAARAGGATAAATGTAAAGAAGCATTAAAGCAT

Vid1

GT

G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG

GT.

A—C
A—=C

|I'I|.

V2d1
V3di
W4d1
V5dd
V&dd
V7dd

GT—C

= = = = =
[OI IR O O

Vad1
Vad1

GT-—C
GT—0C

A—C

J'"I

V10d1
V11d1
V1i2d1
V13d1
V1i4d1
V15d1
V1i6d1
ViTd1
Viad1
V19d1
V20d1
Va1d1
Vaad1

) N o N

GT

J'"I

GT

-

GT—C—

A—C

') P o S o3

A—C

—AAG

—AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG
G-AAG

o

o

E = F FE = =
[ U O ]

J'"I

J'"I

Va3id1
Va4d1
V25d1
V26d1

Vardi

=
[w]

[ el
o O A o

V2adi
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11|4? QIE'E
REF 30T TATGAAGAATGGGT TAATAGAAGGAGACCTGAAT G GAAA GG CCAATGTGATAAAT T TGAAAAAGAAAAAAGTAAATATGAAGATACTAAAAGTATAACTGCTGAAAAATATTTASAAGA

Vid1
Vad1
Vid1
Vdd1
Vhd1
V6d1
Vrd1
Vid1
Vod1
Vi0d1
Vi1d1
Vi2d1
V13d1
Viddi
V15d1
V16d1
ViTdd
V18d1
V19d1
Vaod1
v21d1
va2di
V23d1
Va24d1
V25d1
V26d1
Vardi
V28d1

]

Go@

o @ @

[

Q@ @

0@

[

@@ @

[

@@ @

@0

T R I R T B B = T A B N T VR VI R TR VR T
@ @ @
= o = e = = o o o o o o e = o o = = = o o = = = = o =

(]

117



12|E'." 1 3|29
REF 3D7 ATATGTTCTGAATGTGATTGTAAATATAAAGATTTGEATAATACATTTAAAGAATTTAAAGAT
Vidd
V2di
V3dd
vadi
V5dd
V6d1 T
VTdd
Vad1
vadi
V10d1
Vi1dd T
V12d1
V13dd
V14dd
V15d1
V16dd
V17d1 T
V1g8d1
V19d1
V20d1 T
V21di T
V22d4 c

V23d1
V24d1
V25d4
V26d1 Tem
V27dd T
V28d1

[}

Alinhamento entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio DBL) e as sequéncias nucleotidicas das variantes de Cruzeiro do Sul,
Méancio Lima e Guajaré referente ao gene pfmspdbll. A marcagdo em cinza séo os nucleotideos alterados. Os tracos correspondem aos nucleotideos
gue ndo se alteraram.
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1906 ZUEE

REF 307 AAAGAAGATATAGAAGAAGAAACAGAAGAAGATATAGAAGAAGAAACAGAAGAAGALACAGAAGAAGAAACAGAAGAAGAAGCAGATGAAGAAACAGTAAAAGAAATAGAAGACAAACCA
Vis2 G

EHET 21?9

REF 307 AACAAGAAATTAAAAATAAATCGCTAGAAGAAAAACAAATAGATAAAAATACAGATACCAGTGAAAAGAAAGGATTTAATAATTCAGAAAAAGATGAAAAAGCTCGAAATTTAATTTCTAAAA
V1s2

2150 2191
|

REF 307 ATTATAAAAAT TATAATGAACTAGATAAAAACGTTCATACTT
Vis2

1906 2026
REF 3D7 AAAGAAGATATAGAAGAAGAAACAGAAGAAGATATAGAAGAAGAAAGAGAAGAAGAAACAGAAGAAGAAACAGAAGAAGAAGCAGATGAAGAAACAGTAAMAGAAATAGAAGACAAACCA
V2s2 G

2027 21?9

REF 307 AACAAGAAATTAAAAATAAATCGCTAGAAGAAAAACAAATAGATAAAAMATACAGATACCAGTGAAAAGAAAGGAT T TAATAATTCAGAAAAAGATGAAAAAGCTCGAAATTTAATTTCTAAAA
Vis2

2150 2”91

REF 307 ATTATAAAAATTATAATGAACTAGATAAAAACGTTCATACTT
Vis2 CT—
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1906 2E||2'|5

REF 3D7 AAAGAAGATATAGAAGAAGAAACAGAAGAAGATATAGAAGAAGAAACAGAAGAAGAAACAGAAGAAGAAACAGAAGAAGAAGCAGATGAAGAAACAGTAAAAGAAATAGAAGACAAACCA
Vis2

2027 21 |49

REF 3D7 AACAAGAAATTAAAAATALATCGCTAGAAGAAAAACAAATAGATAAAAATACAGATACCAGTGAAAAGAAAGGATTTAATAATTCAGAAAAAGATGALAAAAGCTCGAAATTTAATTTCTAAAA
Vis2

2150 21|EI1

REF 3D7 ATTATAAAAATTATAATGAACTAGATAAAAACGTTCATACTT
Vis2 CT—

Alinhamento entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio SPAM) e as sequéncias nucleotidicas das variantes de Cruzeiro do Sul,
Méancio Lima e Guajara referente ao gene pfmspdbl2. A marcagéo em cinza séo os nucleotideos alterados. Os tracos correspondem aos nucleotideos

gue ndo se alteraram.
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481 &01
REF 307 AAATGTCCTACTGAAGAGAT T TGTAAAGACT T TAGTAATCT TCCACAATGTCGAAAGAATETACAT GAAAGAAATAATTGET TEEGCTCAAGT G TAAAAAATT CAAGTGATAATAAGS
Vid2
V2dz2

6?2 723
REF 307 GEGTTCTTGT T CT oA GAAGACAATCTT TATGT T TAAGAATTACATTACAAGATTTTCGTACGAAAAAGAAAAAGGAAGGAGATTT TGAAALATTTATT TATTCATATGCATCATCTEAL
Vid2
V2d2

724 844
REF 307 GOTAGAAANT TAAGAACCATACACAATAATAACT TAGAAAAAGETCATCAAGCTATAAGATATAGTTTTGCAGATAT TGGAAATATTATTAGAGGAGATGACATEGATGGATACACCTACGT
Vvidz2
v2dz

T?E 066
REF 307 AA88 A0 A A TAN A TAT T TAGAAA AN T ACT T AAAAT T TATAAT GAAAATAATGATAAACCAAAAGATGCAALALAAA TEETGEACAGAAAACAGGCATCATGTTITGEEAAGCAATGATG
Vid2

V2d2

REF 307 TGCGEATATCAGAGTGCGCAGAAAGATAACCAATGTACAGET TATGGTAACAT TGATGATATACCACAN AAGETGETTCAGAGAGTGEEEAACATATGTCTGTGAAGAAAGCGA
Vid2

Vadz2

967 1%85

1?86 1206

REF 30T AAAAAATATGAACACACTAARAGCTGT T TGCTTTCOGAAACAGCCAAGAADDGAAGCGAATCCTGCATTGACT G TACATGAAAAT GAAAT TGO TCATCAACT T TAAAAAAATATGAAGAA
Vidz2
Vadz2

121



1207 1329

REF 307 TGGTATAATAAAA G AN AN LT AT A LT GAA AT CTAT TAAA TAT AN A A T GA A AT TAATTATACAGATATAAAAACAT TATCTCCTTCTGAATATT TAATAGAAALATGTOCTGAN

Vid2
V2d2

]

1330 131
REF 307 TGTAAATGTACCAAAAAAAATTTGCAAGATGTATTTGAACTT
Vid2
v2dz2

Alinhamento entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio DBL) e as sequéncias nucleotidicas das variantes de Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara referente ao gene pfmspdbl2. Os tracos correspondem os nucleotideos que ndo se alteraram.
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ANEXO VIl —= ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AA DA REFERENCIA 3D7 COM AS SEQUENCIAS OBTIDAS NO ESTUDO

5{|}8 8?3
REF 3D7 DHNVNSYVTORGNNNYNNNLERGLGSGALPGTNIITEEKY SLELIKLTSKDEEDIIKHNEDVREEIEEQQEDIEEDEEELENEGEETKEEDDEEKNET
Vis1
V2s1
V3is1 G
Vis1 E
Vhs1
Vis1
Vs
Vas1 E
Vos1

4T

4T ]

5?4 696
|

REF 3D7 NOTEDTDDTEDTEDIEEENKEKELSHNQQOSEKKSISKVDEDSYRILSVSY KDNNEVENVAESIVKELFSLFNDNNNLETIFKGLTEDMTDLF QR
Vis1
V2s1
V3is1
Vis1
Vhs1
Vis1
Vs
Vas1
Vs

Comparacao entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio SPAM) e as sequéncias de aminoacidos dos isolados de Cruzeiro do Sul,
Méancio Lima e Guajara referente ao gene pfmspdbll. A marcacdo em cinza sdo os aminoacidos alterados. Os tracos correspondem 0s aminoacidos
gue néo se alteraram.

m m

G E "

m m

[

m
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1a|13 Ef?i?:

REF 3D7 KCPDENFCRGIKNVLSCPPEKNSTGRNGDWISVAVKESSTTHRGVLVPPRRTKLCLRMINKVWHRIKDEKMFKEEFVEVALGESNALMEHY KEKNLNALTAIKY GFSDMGDIKGTOLIDY G
Vidi T.

Vadi
V3d1
Vadi
Vadi1
V6d1
VTdi
Vadi1
Vad1
Viod1
Vi1d1
vi2di
Vi3d1
Vid4di
Vi5d1
Vi6d1
VATd1 P k--F
Vigd1 T. K
Vi9d1 T. K
Vaodi P M
v2idi K k R
Vazdi
Va3idi
Vadadi
Vahd1
V26d1 K-—F M
Vardi
Vaadi T. P:

4 < < o

-

iﬁ
=

8]
=
=

M

'F
N
-
A

M

4 4 4+

iq
=

-

-
-
-
A

M

4 o < -

-
=
=
a
=

=
=4

4 < < o
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264

3?3

REF 307 ITKHNINRALDKILRMETSMNDKIKKREVDWWEANKSAPWDAFMCGY KVHIGNKPCPEHDHMDRIPCOY LRWFREWGTYWVCSEY KNKFEDVIELCNIQOQFTHODDSQLL EISKEDECKEALKHY

Vid1
Vadi
V3di
V4d1
Vad1
Viad1
Vidi
Viad1
Vadi
Viodd1
V11d1
Vi2d1
V13d1
V1i4d1
V15d1
V1i6d1
V1i7d1
V18d1
V19d1
V2od1
Va1d1
V22d1
V23d1
V24d1
V25d1
V26d1
Vard1
V25d1

e (N Y, ~ S N G
G N—E——VR—I5—NE G
o N—E——VR—|-—NE G———P-
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REF 307 EEVWNRRRPEWKGOCDKFEKEKSEYEDTKSITAEKY LKEICSECDCKY KDLDMTFREFKD
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Comparacao entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio DBL) e as sequéncias de aminoacidos dos isolados de Cruzeiro do Sul,
Méancio Lima e Guajara referente ao gene pfmspdbll. A marcacdo em cinza sdo os aminoacidos alterados. Os tragos correspondem aos aminoacidos
gue néo se alteraram.
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Comparacao entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente a dominio SPAM) e as sequéncias de aminoacidos dos isolados de Cruzeiro do Sul,
Méancio Lima e Guajara referente ao gene pfmspdbl2. A marcacdo em cinza sdo os aminoacidos alterados. Os tragos correspondem aos aminoacidos
gue ndo se alteraram.
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REF 307 KYEEWYNKRKTEWTEQSIKY NNDEINY TDIKTLSPSEY LIEKCPECKCTREMNLODVFEL
V1

Comparacao entre a sequéncia referéncia 3D7 (trecho referente ao dominio DBL) e as sequéncias de aminoacidos dos isolados de Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara referente ao gene pfmspdbl2. Os tragos correspondem aos aminoacidos que nédo se alteraram.

128



