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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Isabela Ferreira Soares

As infec¢bes causadas por Plasmodium vivax representam um grave problema de
salde publica, sendo esta espécie plasmodial considerada uma das mais dificeis de
se eliminar. Por esta razdo a pesquisa de antigenos candidatos vacinais especificos
para P. vivax necessita de impulso, uma vez que atualmente existe uma unica
candidata vacinal em ensaios clinicos na iniciativa global de desenvolvimento de
vacinas anti-malaricas. Neste cenario, a proteina PVCyRPA, presente em merozoitas
de P. vivax surgiu como uma promissora candidata vacinal. Ensaios em P.
falciparum demonstraram que anticorpos contra esta proteina sado capazes de
impedir a invasao de eritrocitos tanto in vitro como in vivo, além disso, essa proteina
foi indicada em uma ampla biblioteca de antigenos de P. vivax como uma das
proteinas com maior potencial protetor, mesmo com baixos niveis de anticorpos.
Nesse aspecto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as respostas imune humoral
e celular frente a proteina PvCyRPA em uma populacdo da Amazoénia brasileira
naturalmente exposta a malaria e correlacionar as respostas encontradas com
parametros de exposicao/protecdo. Nos resultados obtidos verificou-se que a
PVCyRPA é naturalmente imunogénica na populacdo de estudo, e que a presenca
de anticorpos IgM contra esta proteina parece ser um indicativo de infec¢des
recentes. Os anticorpos citofilicos 1gG3 produzidos nessa populacdo estdo
correlacionados com o numero de infecgBes anteriores. A proteina apresenta uma
sobreposicdo importante de epitopos de células B e T e as sequéncias
correspondentes aos epitopos de células T foram capazes de induzir a producdo de
INF-y em ensaios de ELISPOT. Estes dados representam a primeira caracterizacao
da resposta imune frente a PvCyRPA em populacbes brasileiras e reforcam o
potencial deste antigeno como um candidato vacinal para P. vivax.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Isabela Ferreira Soares

Infections caused by Plasmodium vivax represent a serious public health problem,
and this plasmodial species is considered one of the most difficult to eliminate. For
this reason, the search for specific vaccine candidate antigens for P. vivax needs to
be boosted, since there is currently a single vaccine candidate in clinical trials in the
global anti-malarial vaccine development initiative. In this scenario, the protein
PVCyRPA, present in P. vivax merozoites has emerged as a promising vaccine
candidate. Tests on P. falciparum have shown that antibodies against this protein are
able to prevent erythrocyte invasion both in vitro and in vivo. In addition, this protein
has been indicated in a wide library of P. vivax antigens as one of the proteins with
the greatest protective potential, even with low levels of antibodies. In this regard, the
objective of this work was to characterize the humoral and cellular immune
responses against PvCyRPA protein in a population of Brazilian Amazon naturally
exposed to malaria and to correlate the responses found with exposure / protection
parameters. The results obtained showed that PvCyRPA is naturally immunogenic in
the study population, and that the presence of IgM antibodies against this protein
seems to be an indicative of recent infections. The cytophilic IgG3 antibodies
produced in this population seems to be correlated with the number of previous
infections. The protein has an important overlap of B and T cell epitopes and the
sequences corresponding to the T cell epitopes were able to induce the production of
INF-y in ELISPOT assays. These data represent the first characterization of the
immune response to PvCyRPA in Brazilian populations and reinforce the potential of
this antigen as a vaccine candidate for P. vivax.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contexto histérico da maléria

A maléria € uma doenca infecciosa de extrema importancia no aspecto de
saude publica mundial uma vez que afeta milhares de individuos que habitam em
diferentes regifes tropicais e subtropicais presentes em todo globo terrestre (1). A
infeccdo é causada por protozoarios do género Plasmodium que s&o transmitidos
aos hospedeiros humanos durante o repasto sanguineo de fémeas de mosquitos do
género Anopheles infectadas (2). A Malaria ndo complicada é caracterizada por
sintomas que envolvem acessos febris, que variam de acordo com a espécie
plasmodial responsavel pela infec¢do, além de tremores, dor de cabeca, nausea e
vomitos. No caso da maléria grave pode ocorrer o desenvolvimento de quadros
severos como anemia, sindrome do desconforto respiratério e malaria cerebral. A
malaria acompanha a histéria da humanidade desde a antiguidade, avancos em
paleoparasitologia permitiram que cientistas conduzissem estudos moleculares e
identificassem DNA de Plasmodium em mumias, confirmando assim o carater
ancestral desta doenca (3). Dentre estes, foram identificadas a presenca de DNA de
Plasmodium falciparum (P. falciparum) em 2 mudmias na tumba dos nobres na
grande necropole de Tebas no Alto Egito datadas aproximadamente de 1000 até
1550 A.C. (4). Estudos moleculares desenvolvidos por Hawass e colaboradores
utilizando as mumias do farad Tutancadmon e de outros membros da realeza egipcia,
foram capazes de identificar sequéncias especificas do gene da proteina AMA-1 de
P. falciparum em 5 mumias datadas entre 1550 e 1324 A.C, confirmando assim as
infeccdes causadas por este parasito em 2 laboratérios independentes (5) Além
disso, existem indicativos em achados literarios de civilizagbes, como em escrituras
do periodo védico (1500 — 800 A.C) na india antiga onde foi descrita a ocorréncia de
“febres outonais” com observagdo do aumento do baco dos individuos acometidos
(6). Na literatura grega antiga, o meédico Hipocrates observou e descreveu casos de
febre recorrentes, caracteristica marcante da malaria sugerindo a presenca dessa
doenca neste periodo histoérico (7).

Dentre as principais teorias descritas da origem da maléaria (causada por P.
falciparum) destaca-se a de que a doenca foi originada em nossos antecessores

primatas no continente africano, mais precisamente na regido da Etiopia, a partir de
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onde a doenca se disseminou junto com a humanidade e seus intensos movimentos
migratorios se adaptando a diferentes regides geograficas. Acredita-se que a partir
do vale do Nilo, a malaria se espalhou por todo o continente africano e pelo
mediterraneo, posteriormente alcancando a Asia e o Norte do globo a partir da
Europa. No inicio de 1800 a doenca j& estava amplamente distribuida ao longo de
todo o planeta (8).

Devido ao impacto da malaria na saude humana, inidmeros esfor¢cos de
carater cientifico voltados para o melhor entendimento da doenca foram realizados a
fim de contribuir para o seu controle. Dentre alguns dos achados mais relevantes na
malariologia destacam-se as descobertas do pesquisador francés Charles Louis
Alphonse Laveran em 1880, no inicio da era da microscopia (9). A partir de suas
observacbes e anotacdes foi capaz de descrever 0s protozoarios como 0s agentes
responsaveis por causar a malaria, a partir da observacdo de organismos moéveis
flagelados no sangue de seus pacientes infectados na cidade de Constantina, na
Argélia. A partir de suas descricdes e desenhos hoje se sabe que ele jA observava
naquela época microgametas de Plasmodium falciparum (10). Outro grande marco
foi a descoberta de que mosquitos eram capazes de transmitir a malaria, obtida em
1897 pelo médico britanico Ronald Ross (11). Anos de estudos observacionais e
ensaios de alimentacdo de mosquitos com sangue infectado, culminaram na
identificacdo de corpos pigmentados na parede do estbmago de mosquitos que hoje
sao conhecidos como Anofelinos (12). Juntos, tais achados conseguiram dar um fim
definitivo a antiga crenca miasmatica, onde os individuos acreditavam que esta e
outras doencas infecciosas seriam contraidas pela emanacao de um ar ruim que ao
ser inalado era capaz de se propagar. Tendo a palavra malaria inclusive sendo
derivada desta crenca, com origem nas palavras italianas “mal’aria” que podem ser
traduzidas como “mau ar” (8). Esses acontecimentos estdo representados de
maneira resumida na figura 1.

A partir destes e de inUmeros outros avancos de séculos de pesquisa, hoje se
sabe que a malaria € causada por protozoarios do género Plasmodium, familia
Plasmodiidae, subordem Haemosporidiidea, ordem Coccidiida e que existem
aproximadamente 250 espécies descritas como capazes de parasitar aves,
mamiferos e répteis (13, 14). Dentre estas, as espécies P. falciparum, P. vivax, P.
ovale (curtisi e wallikeri) e P. malariae se destacam como 0s principais responsaveis
pela malaria humana (15, 16). Além destas, espécies de Plasmodium simianas como

P. knowlesi, P. cynomolgi e P. simium também sdo capazes de infectar seres
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humanos por meio de transmissdo zoonoética. Os mosquitos vetores pertencem ao
género Anopheles em que pelo menos 465 espécies ja foram reconhecidas, dentre
as quais aproximadamente 70 espécies ja foram documentadas como transmissoras
da malaria humana com diferentes capacidades vetoriais. Dentre as espécies com
maior competéncia de transmitir o Plasmodium destacam-se: An. darlingi na
Amazonia, espécies do complexo An. gambiae na Africa, An. dirus e An. minimus no

sudeste asiatico (13, 17).

Descobertas
Distribuicdo ~ do pesquisador
mundial da francés
Malaria Alphonse
Laveran

Identificacao

molecular de
Plasmodium
em mumias

Figura 1. Linha do tempo resumida com alguns dos principais acontecimentos

relatados no contexto histérico da malaria.

1.2 A malaria no mundo

No inicio dos anos 2000 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou
que 3.2 bilhdes de pessoas encontravam-se sob o risco de contrair maléria e que no
ano anterior haviam ocorrido 350 milhdes de casos com 839 mil mortes, a maioria
em criancas de até 5 anos de idade na Africa Subsaariana (18). Dos anos 2000 até
2015, houve uma reducao significativa de 75% dos casos em pelo menos 57 paises,
e uma reducao global de 41% dos casos e 61% das mortes por malaria. Tais
avancgos foram consequéncia de estratégias de vigilancia que envolveram o aumento
da distribuicdo de mosquiteiros tratados com inseticidas, a ampliagdo da realizacao
de diagnodsticos, assim como da distribuicdo de tratamento adequado para as
populacbes residentes das areas endémicas envolvidas. No entanto, apesar
desteses resultados significativos, em 2015 a doenca ainda permanecia endémica
em 91 paises (19). Segundo dados do ultimo reporte global de malaria, em 2019
estimaram-se um total de 229 milhdes de casos e 409 mil mortes nos 87 paises que

permanecem endémicos para a doenca (Figura 2). Analisando a taxa de incidéncia
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de casos de malaria (casos a cada 1000 individuos expostos sob o risco de se
infectar) desde 2000 a 2015 observou-se um declinio de 27% nesta taxa, enquanto
de 2015 a 2019 o declinio foi inferior a 2% (20).

Sao inumeros os desafios que tém impactado na eficacia do controle da
malaria, podem-se citar como exemplos desafios operacionais como: a falta de
investimentos para aquisicdo de ferramentas essenciais para prevencado e
tratamento, que em sua maioria Sd0 quase integralmente provenientes de
programas globais com foco em controle de doencgas negligenciadas, a dificuldade
de distribuicAo em massa de mosquiteiros tratados com inseticida (LLIN), a falta de
estrutura para realizacdo de diagndésticos, aquisicdo, armazenamento e distribuicdo
de medicamentos basicos e até mesmo desafios comportamentais que envolvem
educacdo e conscientizacdo das populacdes residentes de areas endémicas, entre
outros (21). Além disso, existem desafios biol6gicos que envolvem tanto o parasito
como o vetor, dentre eles os relatos crescentes de resisténcia aos antimalaricos e
aos inseticidas (22). A resisténcia em potenciais vetores da malaria ja foi
amplamente relatada frente aos principais piretréides utilizados como inseticidas em
quase toda a Africa e sudeste asiatico e esta gradualmente alcancando as Ameéricas.
Na regido Delta do rio Mekong, na Asia, houve relatos de resisténcia de diferentes
paises ndo endémicos, trazendo a tona a preocupacdo destes vetores migrarem
para regibes endémicas vizinhas (22). No caso dos anti-maléaricos, ja foi
demonstrada a emergéncia de resisténcia em P. falciparum em regides de baixa
transmissdo, como no Sudeste Asiatico e na América do Sul antecedendo a
expansao desta caracteristica para regiées de elevada transmissdo como no caso
da Africa Subsaariana. A resisténcia a cloroquina e posteriormente a Pirimetamina +
Sulfadoxina (PS) (utilizada como alternativa em regides com ampla distribuicdo de
resisténcia a cloroquina) sdo alguns exemplos que seguiram este perfil e
contribuiram amplamente para o aumento significativo da morbidade e mortalidade
da malaria em criancas africanas (23-25). Desde 2001 com a introducao da terapia
combinada com derivados de artemisinina, principio ativo extraido da tradicional
erva chinesa Artemisia annua (26), a OMS passou a recomendar o0 uso desta terapia
como primeira linha de combate da malaria no tratamento de P. falciparum
resistentes a cloroquina e a PS (27). Mesmo diante do recente estabelecimento
desta medicacéo nova e eficaz, anos apos, entre 2008 e 2009 ja se identificavam os
primeiros relatos de resisténcia a artemisinina, caracterizada pelo atraso do

clearance parasitario apds o0 tratamento monoterapico ou com sua terapia
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combinada, no oeste do Camboja e posteriormente sua distribuicdo por toda a sub-
regido do grande Mekong, no Sudeste Asiatico (25, 28-31). Com a urgéncia de se
desenvolverem novas ferramentas como importantes aliadas, somada a todos estes
desafios previamente citados, o ano de 2020 trouxe consigo o que a OMS
determinou como a maior ameaca enfrentada até o momento para avancar na
eliminacdo da malaria, a pandemia do covid-19, oficialmente declarada em Janeiro
de 2020 como uma emergéncia mundial de saude publica. A organizacao
desenvolveu inclusive uma analise de modelagem em que prevé aumentos de 20%
na morbidade e 50% na mortalidade causadas por malaria na Africa subsaariana
durante toda a pandemia de covid-19, como resultado de uma reducédo de 75% de
medidas rotineiras de controle (reducdo da distribuicdo LLIN e escassez de
medicamentos) (20, 32, 33).

Além de todas estas questdes visualizadas em um contexto geral global,
ainda é necessario levar em conta as particularidades da malaria em cada localidade
para garantir assim a eficacia das diferentes medidas aplicadas. Juntos P.
falciparum e P. vivax correspondem as espécies responsaveis pela maioria dos
casos de malaria no mundo, no entanto, a sua distribuicdo pelo globo terrestre é
bem diferenciada (34). A distribuicio de P. falciparum, corresponde a
aproximadamente 99,7% dos casos no continente Africano, enquanto P. vivax,
considerada a espécie plasmodial mais dispersa no mundo, € responsavel por 76%
dos casos nas Américas e também a espécie predominante em regides temperadas
(20). Esse perfil se explica por caracteristicas como a capacidade de P. vivax de
sobreviver em regides climaticamente desfavoraveis e da sua capacidade de
permanecer sob uma forma dormente no figado do hospedeiro denominada
hipnozoita (35). Além disso, P. vivax € capaz de desenvolver gametdcitos maduros
antecipadamente durante o seu ciclo em comparacéao ao ciclo de P. falciparum o que
permite a aceleracdo da transmissao da maléaria vivax. Outra explicacdo € de que a
maior parte da populacao africana € negativa para o receptor glicoproteico antigeno
Duffy, localizado na superficie dos eritrocitos, dificultando a ligagéo e invasédo das
células sanguineas por P. vivax, assim como a sua disseminacdo e manutencao
pelo continente Africano (36, 37). Além destas espécies, P. malariae é amplamente
distribuido no globo terrestre, enquanto P. ovale é encontrado na Africa e na Asia,

porém ambas as espécies apresentam prevaléncia no Oeste Africano (36).
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= Nenhum caso (23 anos) em 2019

WHO: World Health Organization

Figura 2: Distribuicdo da malaria em 2000 e seu status até 2019. Adaptado e traduzido
de OMS, 2020 (20).

1.3 A maléaria no Brasil

Em 2019 foram notificados 157.454 casos de malaria no Brasil, dentre os
quais 89,3% dos casos autéctones foram causados pela espécie P. vivax. Tais
nameros representam uma reducdo de 19,1% em relacdo ao ano anterior onde
194572 casos da doenca foram registrados (Figura 3). A regido amazonica
concentra 99,9% dos casos relatados no pais, destes, a maioria se encontra
distribuida por 41 municipios presentes nos estados do Amazonas, Para, Roraima,
Amapa4, Acre, Rondbnia e Mato Grosso. Tais estados sdo descritos como prioritarios
em politicas de controle e intervencdo, uma vez que juntos Sao responsaveis por
80% dos casos autdctones identificados no Brasil (Figura 4) (38). Basicamente séo
descritos 3 sistemas de transmissdo no pais, presentes nas regides da floresta
amazoOnica, mata atlantica e na costa brasileira. Na regido amazonica onde ocorrem
mais de 99% dos casos, P. vivax e P. falciparum séo os principais responsaveis por
casos autéctones, sendo P. vivax amplamente distribuido nesta regido enquanto P.
falciparum € restrito a determinados pontos, principalmente nos estados do

Amazonas e Acre. Na regido amazobnica estas espécies sao transmitidas por
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mosquitos do subgénero Nyssorhynchus, especialmente por fémeas de Anopheles
darlingi. Nestes sistemas, na transmissdo encontrada na mata atlantica, ocorrem
casos autoctones causados por P. vivax e P. malariae, além de casos de malaria
simiana com transmissdes pontuais zoonoticas causadas por P. brasilianum e P.
simium. Na mata atlantica a transmissdo € causada tipicamente por mosquitos
habitantes naturais de bromélias como An. cruzii, An. bellator e An. homunculus
pertencentes ao subgénero Kerteszia. No terceiro sistema, a distribuicdo €
geograficamente dispersa e fragmentada ao longo da costa brasileira, o que se da
principalmente por surtos que derivam de casos importados da Amazonia brasileira,
consistindo basicamente em transmissédo de P. vivax por fémeas de An. aquasalis
(39, 40).

Apesar dos avancos significativos que sucederam a introdugdo do programa
nacional de prevencgdo e controle da malaria ainda existem inUmeros desafios que
tem impacto direto na eliminacdo da maléaria no Brasil (41, 42). A geografia e o clima
no Brasil, com regides ricas em floresta tropical e abundantes colecbes de agua, por
si s6 favorecem o desenvolvimento do mosquito vetor e a manutencao do parasito.
Neste cenario, ja existe o desafio de proteger populacées sob o risco direto de
contrair malaria, que residem em areas adjacentes as florestas e fontes de agua em
condicles e infraestrutura precarias (43, 44). Além destes, outros desafios sdo as
infeccdes assintomaticas, onde a cerca de 50 anos atrds jA se descrevia que
individuos assintomaticos poderiam agir como reservatérios e carregar 0
Plasmodium por até 6 meses favorecendo a transmissdo da doenca. Estas infeccdes
ja foram relatadas no sudeste brasileiro, em populacdes ribeirinhas da Amazoénia
brasileira e em comunidades indigenas na bacia amaz6nica como Colémbia, Peru e
Venezuela, adjacentes ao Brasil (45-48). Outro obstaculo é a presenca frequente de
infeccbes sub-microscépicas causadas por P. vivax, que em areas proximas de
alcancar a eliminacéo ainda dificultam o diagnéstico apropriado, tornando necessario
0 uso de técnicas de diagnostico de custo elevado, ainda inviaveis e indisponiveis
como substitutas para a convencional microscopia amplamente empregada no pais,
especialmente em areas de dificil acesso e com reduzida infraestrutura, impactando
diretamente no controle da malaria (49). Outro desafio é a capacidade que a espécie
predominante P. vivax apresenta de se manter sob a forma de hipnozoitas,
promovendo episédios de recaida em seus hospedeiros mesmo meses apos a
infeccdo, em casos mais raros até anos apés a infeccdo, consistindo assim em

fontes importantes capazes de favorecer a transmissado (50, 51). Relatos de
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emergéncia de P. vivax resistentes a cloroquina (CQ) sdo uma realidade no pais,
com episédios de recrudescéncia descritos tanto em pacientes tratados com
monoterapia de CQ ou em terapia combinada com primaquina (PQ) (52-54). Tais
relatos sdo de grande preocupacdo, uma vez que demonstram a existéncia de
parasitos resistentes ao principal medicamento utilizado no pais em esquemas
preconizados pelo ministério da saude para o tratamento da malaria ndo complicada

causada por P. vivax (55).
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Figura 3: Série histérica de casos de maléria notificados no Brasil de 1959 a 2019.

Secretaria de Vigilancia em Saude, 2020 (38).
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Figura 4: Mapa de municipios prioritarios para malaria no Brasil em 2019 e Janeiro a
Junho de 2020. Secretaria de Vigilancia em Saude, 2020 (38).

1.4 Biologia do parasito

1.4.1 Ociclo biolégico do Plasmodium spp. no hospedeiro humano

Os parasitos do género Plasmodium consistem em patégenos eucariéticos
capazes de utilizar uma ampla gama de proteinas que garantem a sua sobrevivéncia
durante seu ciclo biolégico, envolvendo 2 estagios assexuais no interior do
hospedeiro humano (ciclo exo-eritrocitico e eritrocitico) e 1 estagio sexual no
mosquito vetor (56) (Figura 5). O ciclo biolégico de Plasmodium spp. tem inicio
durante o repasto sanguineo de uma fémea de mosquito Anopheles infectada, capaz
de inocular de 10 a 100 esporozoitas por refeicdo. ApOs a inoculagéo, os parasitos
permanecem na pele humana por cerca de 30 minutos a partir de onde migram para
pequenos vasos sanguineos ou para o sistema linfatico. Aproximadamente 2 horas
depois, os esporozoitas alcancam o figado onde migram por artérias e arteriolas

hepaticas até a cavidade sinusoidal onde passam por meio das células endoteliais
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ou células de Kupffer, os macrofagos residentes do figado, de onde prosseguem
para obter acesso a hepatécitos subjacentes. Uma vez nos hepatdcitos, os
esporozoitas ainda migram entre algumas destas células até que se estabelecam e
se diferenciem em milhares de parasitos capazes de invadir as células sanguineas,
denominados merozoitas, encerrando assim o ciclo exo-eritrocitico (57, 58).

Na sua regido apical os merozoitas apresentam estruturas como O0S
micronemas e as roptrias que participam da invasdo mediante o contato com o0s
eritrocitos. Os micronemas contem adesinas responsaveis pela ligacdo as células
sanguineas enquanto as roptrias por sua vez, atuam apés essa ligacdo inicial
auxiliando na invasdo e na formacdo do vacuolo parasitéforo, regido onde os
merozoitas se replicardo em células-filhas (59). O processo de invasdo que inicia o
ciclo eritrocitico pode entéo ser dividido em 3 fases: uma interacao inicial que ocorre
com proteinas presentes na superficie do merozoita, auxiliando na sua reorientacao
e levando a deformacédo da membrana do eritrocito. Seguida da interacdo entre a
regido apical do parasito onde roptrias e micronemas vao atuar sobre as células
sanguineas promovendo a invasao e por fim a fase final que corresponde ao
processo de equinocitose, caracterizado pelo encolhimento do eritrécito logo apos a
internalizacdo completa do merozoita e da formacdo do vacuolo parasitéforo (60).
Este vacuolo funcionara como um abrigo para o parasito, permitindo a aquisi¢cao de
nutrientes, a subcompartimentalizacdo e a exportacao de fatores de viruléncia (61).
ApOs a invasao dos eritrocitos 0os merozoitas se diferenciam em trofozoitos jovens
caracterizados por sua forma de disco bicébncavo, que no interior do vacuolo
parasitéforo, comecam a se alimentar de pequenas porcdes de hemoglobina a partir
do citostomo e de outros nutrientes interiorizados que foram transportados pelo
plasma. Junto com o crescimento do parasito, moléculas especificas séo
sintetizadas e exportadas para a superficie das células sanguineas. Posteriormente
os trofozoitos jovens se tornardo trofozoitos maduros, com forma arredondada e
metabolicamente mais ativos que os trofozoitos jovens, sendo capazes de expressar
diversos antigenos de superficie com propriedade citoaderente. Esta etapa é
marcada como a de maior atividade do parasito, com crescimento e nutricao ativos e
modificacdo intensa dos eritrécitos. As moléculas exportadas pelo trofozoito maduro
aumentam consideravelmente a permeabilidade da membrana do eritrocito a
nutrientes, permitindo sua nutricdo continua a partir da hemoglobina, eliminada apos
a digestdo como os subprodutos téxicos da hemoglobina (ferriprotoporfirina-1X, ou

grupo heme da hemoglobina) sob a forma de cristais de hemozoina. Posteriormente,
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o trofozoito maduro aumenta de tamanho e da origem ao esquizonte, caracterizado
pelo processo de esquizogonia, com replicacdo e divisdo celular intensas dando
origem a novos merozoitas (62-64). Com a ruptura das células sanguineas, os
merozoitas sdo liberados na circulagéo e iniciardo novos ciclos de desenvolvimento
nos eritrocitos, repetindo os processos de invasao, replicacdo, egresso e de nova
invasao, resultando assim nas manifestacfes clinicas da doenca, principalmente os
acessos febris caracteristicos da malaria (62).

O proximo estagio do ciclo envolve a transmissdo do Plasmodium do
hospedeiro humano para o mosquito vetor, a partir da diferenciacdo das formas
assexuais provenientes do ciclo eritrocitico em gametécitos femininos e masculinos.
Este processo conhecido como gametogénese ocorre apenas em uma pequena
proporcao de células, dando origem a gametocitos maduros que podem permanecer
na circulagdo do hospedeiro por diversos dias, potencializando as chances de
transmissdo. Durante o repasto sanguineo, a fémea de mosquito Anopheles ingere
as células sanguineas contendo gametdcitos, que uma vez no interior do mosquito
vetor, experienciam queda de temperatura, modificagcbes no pH e exposicdo ao
acido xanturénico iniciando o processo de maturacao (62, 65). Alguns minutos ap6s
alcancar o estbmago do vetor, os gametdcitos feminino e masculino utilizam
proteases para evadir dos eritrécitos e se diferenciam em 8 microgametas e 1
macrogameta, respectivamente, que se fundem e dao origem ao zigoto. O zigoto se
transforma em uma forma mdével denominada oocineto e passa por meio da
membrana epitelial, formando o oocisto. No oocisto, 0 parasito inicia um novo ciclo
de replicacdo assexual, dando origem a esporozoitas, que ap0s o rompimento do
oocisto s&o liberados na hemolinfa e posteriormente alcangam e invadem as
glandulas salivares do mosquito vetor permitindo a sua transmissdo para um novo

hospedeiro humano, dando inicio a um novo ciclo biolégico (62, 65-67).
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Figura 5: Ciclo biol6égico do Plasmodium spp. O circulo tracejado indica a formacéo
de hipnozoitas, formas latentes exclusivas dos ciclos de P. vivax e P. ovale. Adaptado
e traduzido de Garcia-Basteiro et al, 2012 (68).

1.4.2 Particularidades de Plasmodium vivax

Enquanto P. falciparum invade eritrocitos maduros, P. vivax apresenta uma
preferéncia por eritrécitos jovens, os reticulécitos, esse mecanismo ainda nao é bem
elucidado, uma vez que ainda nao existe um sistema de cultivo in vitro estabelecido
para esta espécie plasmodial. No entanto, o papel que a familia das proteinas
ligadoras de reticuldcitos (RBP) apresentam durante o processo de invasao de
reticulocitos jA € bem descrito na literatura cientifica. Esta preferéncia de P. vivax
tem impacto direto em fatores como a dindmica da infeccdo, em potenciais
reservatorios e em mecanismos de morte do parasito (69). Enquanto P. falciparum
modifica intensamente a superficie dos eritrocitos infectados promovendo
citoaderéncia ao endotélio por meio da acédo de proteinas como a proteina 1 de
membrana de eritrécitos (PfEMP1) e causa quadros de maléria grave como a
malaria cerebral, P. vivax raramente estd associado a quadros severos em
comparacdo ao P. falciparum. No entanto, infeccbes causadas por P. vivax

associadas a presenca de fatores de risco como criangas com idade inferior a 5
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anos, ma nutricAo e associacdo a outras doencas infecciosas podem levar a
complicacfes e até mesmo ao Obito.

Tanto P. vivax como P. ovale, sdo capazes de desenvolver formas latentes no
figado conhecidas como hipnozoitas, que podem permanecer dormentes por
semanas ou meses e gerar recaidas. Esta forma do parasito permite que o0s
pacientes que ja eliminaram a infeccdo sanguinea apresentem uma posterior
infeccdo subsequente mesmo sem reinfeccéo (70, 71). No caso da malaria causada
por P. vivax os hipnozoitas se comportam de 2 formas: apresentando laténcia curta
em regides tropicais, com recaidas geralmente obedecendo intervalos de 3 a 6
semanas apos a infeccdo e laténcia longa em regides de clima temperado onde este
intervalo ocorre entre 8 a 10 meses apdés a infeccao inicial (51). Apesar do
mecanismo de ativagcdo dos hipnozoitas ainda ndo estar completamente elucidado, é
essencial que a ativagdo ocorra em um momento oportuno, permitindo assim a
transmissao ao mosquito vetor, a transmissdo a um novo hospedeiro e garantindo a
manutencdo da espécie. Alguns indicativos apontam que episodios de recaidas de
P. vivax ocorrem ap0s o desenvolvimento de doencas febris como: a prépria maléria,
em funcdo de relatos de recaidas apdés infec¢des causadas por P. falciparum e de
doencas bacterianas como a febre das trincheiras, o tifo endémico e a febre de
malta, levando a suposi¢cdo de que componentes especificos inflamatérios de uma
resposta febril aguda podem caracterizar fatores importantes para a ativacdo dos
hipnozoitas de P. vivax (72).

Os episodios de recaidas promovidos pelos hipnozoitas podem levar a
malaria cronica, com sintomas relevantes como anemia severa, desnutricao,
predisposicdo a coinfeccbes e resposta imunoldgica debilitada (73-75). Estudos
provenientes de diferentes paises tropicais como Indonésia, Papua-Nova Guing,
Tailandia e india, apontam o desenvolvimento de malaria grave em uma proporcao
significativa de pacientes acometidos com monoinfeccdo de P. vivax (variando de
20% a 40% dos pacientes), com apresentacdo de quadros severos caracterizados
por anemia, trombocitopenia, sindrome respiratoria aguda, dano renal, entre outros
(76). A capacidade de P. vivax de produzir hipnozoitas somada ao seu elevado
potencial transmissor, garantido por caracteristicas como a produgdo antecipada e
continua de gametécitos com ciclo mais curto no mosquito vetor, quando comparada
com outras espécies como P. falciparum, caracteriza essa espécie plasmodial como

uma das mais dificeis de eliminar (77, 78).
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No tratamento das formas exo-eritrociticas de P. vivax as 8-aminoquinolinas
(8AQ) tém sido amplamente utilizadas por sua eficacia comprovada em associacao
com medicamentos capazes de eliminar as formas sanguineas do parasito a fim de
prevenir recaidas. A primaquina representa o principal medicamento desta classe e
é tipicamente administrada em conjunto com a cloroquina, obedecendo a posologia
de 1 comprimido de primaquina de 15 mg por 14 dias (uma dose total de 210 mg)
(79). No Brasil, além deste esquema tradicional, € utilizado o esquema curto, com
uso de 2 comprimidos de primaquina de 15 mg durante 7 dias, desenvolvido como
uma alternativa para contornar a baixa adesdo ao tratamento (55). Em Julho de
2018, um novo medicamento foi aprovado pelo Food and Drug Administration nos
Estados Unidos, a tafenoquina, uma 8-aminoquinolina de longa duracéo, utilizada
em dose Unica e capaz de atuar por cerca de 20 dias no organismo do paciente,
constituindo uma alternativa promissora capaz de aumentar a adeséo ao tratamento
da malaria vivax (80, 81). No Brasil, o0 medicamento foi aprovado pela Anvisa em
Outubro de 2019, tornando-se assim o primeiro pais com malaria endémica no qual
a tafenoquina seréa disponibilizada & populagdo por meio do Sistema Unico de Salde
(SUS) (82). Apesar deste avanco significativo, esta nova medicacdo assim como a
primaguina, apresenta a desvantagem de causar hemalise grave em pacientes com
deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), considerada a
desordem genética humana mais comumente encontrada, tornando necesséria a
realizacdo de testes capazes de identificar essa condicdo a fim de garantir um
tratamento eficaz que ndo ofereca riscos a populacdo (83, 84). Uma vez que a
deficiéncia da G6PD ¢é atrelada a mutacdes no cromossomo X, algumas das grandes
preocupacdes sdo: a dificuldade de acesso da populacdo aos testes, além da
incapacidade destes testes disponibilizados em identificar a maioria dos casos em
gue a deficiéncia da G6PD ndo é severa e sim intermediaria, 0 que ocorre em
mulheres heterozigotas, reduzindo assim a seguranca das prescricdes e tornando
essencial a revisédo de politicas e regimes com uso de 8AQ (85).

No caso da gametogénese, enquanto P. falciparum é capaz de se diferenciar
relativamente tarde durante o estagio sanguineo, P. vivax € capaz de produzir
gametoécitos maduros significativamente mais cedo, cerca de 8 dias apds a
inoculacdo de esporozoitas pelo mosquito vetor, favorecendo intensamente a sua
transmissao (86, 87). As densidades dos gametdcitos aumentam continuamente
acompanhando a evolucdo da infeccdo sanguinea, em intervalos de

aproximadamente 5 dias, enquanto a infec¢ao evolui para a cronicidade se tornando

32



assintomatica ou levemente sintomatica, favorecendo sua transmissdo ao mosquito
vetor. Essa capacidade de gerar gametocitos antecipadamente e continuamente,
somada as recaidas causadas por hipnozoitas sdo capazes de renovar a infeccéo
sanguinea e favorecer a propagacdo dos gametdcitos, Diferente dos eritrocitos
infectados com gametoécitos de P. falciparum, que no inicio do processo de
maturacdo sdo sequestrados no baco e na medula 6ssea, os reticulécitos infectados
com gametdécitos de P. vivax permanecem altamente flexiveis e capazes de circular
livremente pela circulacdo sem citoaderéncia significativa, aumentando assim as
suas chances de transmissdo (87, 88). Outra vantagem intrinseca sugerida na
literatura € a de que gametdcitos de P. vivax conseguem promover a infeccdo no
vetor com niveis reduzidos de gametdcitos em comparacdo ao P. falciparum, que
somada as caracteristicas anteriores indicam uma transmissdo muito mais eficiente
(88, 89). Um estudo utilizando ferramentas computacionais aliadas a dados
gendmicos, recuperou e reconstruiu os transcriptomas de P. vivax e P. falciparum a
partir do sangue de pacientes infectados, obtido durante os primeiros ciclos da
infecdo sanguinea, demonstrando que em P. vivax a expressdao de genes
especificos de gametécitos esta diretamente correlacionada com a parasitemia e
gue os transcritos mais abundantes de P. vivax incluem genes especificos de
gametocitos, demonstrando um comprometimento elevado desta espécie com a
transmissdo e a importancia do desenvolvimento de politicas de controle especificas
(90).

1.5 Arespostalmune contra o Plasmodium vivax

E evidente a escassez de trabalhos que investiguem a resposta imune contra
o P. vivax quando comparada com a enorme quantidade de pesquisas direcionadas
ao P. falciparum, sendo inclusive muitas vezes os estudos realizados nesta espécie
plasmodial utilizados como base para inferir caracteristicas da resposta imunolégica
desencadeada contra o P. vivax. No entanto, a resposta imune naturalmente
adquirida (NAI) difere entre estas espécies. No caso de P. vivax esta resposta é
obtida mais rapidamente e inclusive existem estudos que sugerem que individuos
provenientes de areas endémicas possuem uma maior capacidade de gerar uma
resposta imunolégica de memoria (91-93). A resposta imune desencadeada na
malaria € bastante complexa, uma vez que se desenvolve contra todos os diferentes

estagios do parasito e precisa reconhecer multiplos antigenos dentro da
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extraordinaria complexidade biolégica do Plasmodium (figura 6) (94). Esta resposta
parece se direcionar primeiramente contra 0s estagios sanguineos, conferindo
reducdo da parasitemia e evitando o agravamento da malaria clinica nas infeccbes
causadas por P. vivax. A presenca desta resposta é observada principalmente em
individuos adultos residentes em &reas holoendémicas, uma vez que depende de
exposicao cumulativa frente a multiplas infeccdes e relapsos ao longo dos anos.
Para a manutencéo da NAI a exposicdo continua e regular a antigenos € necessaria,
a fim de gerar a condi¢do de premunicdo, conferindo um repertorio diversificado e de
magnitude significativa contra o parasito. Com a diminuicdo ou interrupcdo das
infeccbes (em individuos que saem de areas endémicas e ndo estdo mais expostos
a transmissao da maléaria) a NAI € amplamente reduzida (95).

Durante o desenvolvimento da resposta imune inata, uma das principais
caracteristicas € a intensa resposta pro-inflamatoria observada durante a fase aguda
da infeccdo por P. vivax, causada principalmente por padrées moleculares
associados a patdégenos (PAMPSs), derivados do parasito, e padrées moleculares
associados a danos (DAMPs), componentes enddgenos liberados por células do
hospedeiro mediante estresse, dano ou morte celular. Acredita-se que este
mecanismo é primeiramente mediado por interferon (IFN vy), por ativacdo do fator
nuclear kappa B (NFkB) e por citocinas pro-inflamatérias (96). Em pacientes com
malaria aguda, ja foi demonstrada a presenca de células mononucleares periféricas
(PBMCs), de monécitos e de células polimorfonucleares (PMNs) contendo
assinatura genética capaz de ser estimulada por IFN y altamente responsivas aos
PAMPs (97-99). O aumento de mondcitos inflamatérios (CD14*CD16*) ja foi
demonstrado no sangue periférico de individuos infectados por P. vivax, com
expressao de maiores niveis de marcadores de ativacdo quando comparados com
0S outros subtipos de mondcitos circulantes. Além disso, estudos funcionais
indicaram que os mondcitos inflamatérios sdo os mais eficientes na fagocitose de
reticulocitos infectados por P. vivax, a partir da producéao de elevados niveis do fator
de necrose tumoral (TNFa) assim como espécies reativas de oxigénio (ROS) (98,
100). A estimulacdo dos mondcitos ocorre por agonistas dos receptores Toll-like
(TLR) e por imunocomplexos, capazes de induzir niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias, e niveis reduzidos de interleucina 10 (IL-10) em comparacdo aos
monocitos de individuos ndo infectados (97, 99). Assim como 0s mondcitos
inflamatorios, os neutréfilos apresentam marcadores de ativagdo aumentados, com

producdo de ROS e de mieloperoxidase (MPO) na infeccdo por P. vivax. Embora os
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neutrofilos ndo parecam ter uma agédo fundamental para o controle da parasitemia, ja
foi visto que 0s seus niveis, assim como seus marcadores de ativacdo e armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETS) circulantes estdo diretamente correlacionadas
com a biomassa de parasitos em infec¢cdes ndo complicadas causadas por P. vivax
(101, 102). Na infeccédo por P. falciparum as células natural killer (NK) tém papel
essencial, e se encontram amplamente ativadas, mediando a producéo de INFy e o
controle do crescimento parasitario levando as células infectadas a morte (103, 104).
No caso de P. vivax pouco se sabe sobre a atuacdo das células NK durante a
infeccdo, apesar disso, um estudo em particular demonstrou um perfil de
citotoxicidade aumentada das células NK durante a malaria vivax (105).

A resposta pro-inflamatoria e a ativagdo de células da resposta imune inata
Sao essenciais para a promog¢ao da resposta imune adaptativa. Nesta, a geracao de
anticorpos € indispensavel para o controle da replicacdo do parasito, sendo
considerado que em areas endémicas a NAI seja primariamente mediada pela
resposta de anticorpos contra os estagios sanguineos. Além da ativacao de linfécitos
B, durante os episédios agudos de maléaria causada por P. vivax também ocorre a
ativacdo de linfocitos T CD4* e CD8*, além de mecanismos regulatorios ativados
logo no inicio da infeccdo que parecem atuar com o intuito de conter a intensa
resposta inflamatéria, mas que acabam reduzindo a capacidade da resposta imune
de controlar a carga parasitaria. Portanto, a geracdo desta resposta na maioria das
vezes é capaz de conter, mas ndo de esterilizar, o que explica a necessidade de
exposicao continua aos antigenos do parasito para inducdo e manutencdo de
células de memoaria (96). A producdo de imunoglobulinas anti-Plasmodium é um
processo dependente da atuacdo de células T. As células T helper foliculares em
particular contribuem com a geracéo de anticorpos de alta afinidade e se encontram
aumentadas em individuos apos infec¢cdes causadas por P. vivax, sendo 0s seus
niveis no sangue periférico, proporcionais a quantidade de episddios anteriores de
malaria em pacientes observados. Além disso, estas células correspondem a
principal fonte de IL-21, interleucina essencial para o crescimento, diferenciacéo e
mudanca de classe de células B (106). As células T citotdéxicas CD8* (CTLs) sao
amplamente conhecidas por atuar na resposta protetora contra parasitos
intracelulares, por meio do reconhecimento de peptideos apresentados pelo
antigeno humano leucocitario de classe | (HLA-I) nas células do hospedeiro. No
entanto, seu papel contra 0s estagios sanguineos de Plasmodium spp. foi

inicialmente desconsiderado uma vez que as células sanguineas geralmente nao

35



expressam HLA-I. Recentemente, um estudo demonstrou que as CTLs s&o capazes
de reconhecer e eliminar reticuldcitos infectados por P. vivax, uma vez que estas
células sdo capazes de expressar HLA-I, em um mecanismo dependente do
peptideo antimicrobiano granulisina, mediando lise, morte de trofozoitas presentes
no interior dos reticulocitos e impedindo novas invasdes (107). Na literatura
cientifica, sdo inumeros os trabalhos que destacam a importancia dos anticorpos na
resposta imune contra a malaria a partir da investigacédo de diferentes antigenos. Em
populacbes da bacia amazobnica anticorpos IgG contra as proteinas PVCSP,
PvMSP1li9, PYMSP9 e AMAl sdo marcadores de infeccOes recentes ou de
exposicao cumulativa a malaria. No entanto, evidéncias de associacao dos niveis de
anticorpos com protecdo sao muito limitadas, uma vez que 0s ensaios sorologicos
convencionais sao incapazes de distinguir anticorpos protetores e néo protetores
(96, 108). Um dos importantes mecanismos envolvendo anticorpos, ja bem descrito
em P. falciparum e que até entdo se assume que também seja essencial na resposta
contra o P. vivax é 0 mecanismo de inibicdo celular dependente de anticorpos
(ADCI). Este mecanismo é importante para o controle da parasitemia e dos sintomas
da doenca e ja foi correlacionado com risco reduzido de malaria clinica em uma
coorte de criancas ganenses (109). Neste processo, anticorpos citofilicos (IgG1 e
IgG3, especialmente 1gG3) ligados a antigenos do parasito interagem diretamente
com os receptores FcyRIIA e FcyRIIIA presentes em mondcitos, levando a liberacao
de uma série de fatores, como o TNFa, capazes de interromper o desenvolvimento

dos parasitos presentes no interior das células sanguineas (110, 111).
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Figura 6: Resposta Imune contra o Plasmodium spp. Adaptado e traduzido de
Douradinha e Doolan, 2011 (112). (a) Ap6s o repasto sanguineo da fémea de
Anopheles infectada os esporozoitas inoculados invadem pequenos vasos periféricos
e migram para o figado ou sdo drenados por vasos linfaticos (b) Anticorpos
especificos contra os esporozoitas, gerados por exposi¢cdo prévia ou imunizagdo
podem impedir a invasdo dos hepatocitos (c) Alguns parasitos sado degradados nos
vasos linfaticos. Seus antigenos sdo apresentados por células apresentadoras de
antigenos (como as células dendriticas) a células T jovens, induzindo acfes efetoras
de células T CD8* no figado (d) Epitopos de células T sdo apresentados na superficie
dos hepatécitos em associacdo com MHC-I e MHC-Il e reconhecidas por células T
CD8* e CD4", que ao longo do tempo se diferenciam em células de meméria efetora e
central (e) A apoptose de hepatdcitos infectados € uma possivel fonte de antigenos
para uma resposta imune subsequente (f) Durante o estagio sanguineo diferentes
células apresentadoras de antigeno podem apresentar antigenos do parasito para
células T CD4" a fim de auxiliar nos mecanismos de resposta de anticorpos
dependentes de células T (g) Algumas das ac6es de anticorpos séo independentes de
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células T e eventualmente as células B se diferenciam em uma populacdo de meméria
(h) Anticorpos reconhecem antigenos na superficie dos merozoitas, de organelas
apicais liberadas no momento da invasdao ou nos proéprios eritrécitos infectados e
promovem opsonizacdo ou ADCI, onde 0s mond6citos impedem o desenvolvimento do

parasito nas células sanguineas infectadas.

1.6 Vacinas anti-malaricas

As pesquisas iniciais em vacinas contra a malaria comegaram por volta de
1930 e falharam em gerar uma resposta imune protetora a partir da utilizagcdo de
parasitos mortos ou inativados. Posteriormente com a adicdo de adjuvantes,
modelos de vacinas foram capazes de demonstrar imunogenicidade, como nos
trabalhos de Freund e seus colaboradores que demonstraram protecdo parcial em
patos (113). Ensaios subsequentes foram realizados utilizando roedores como
modelo animal e apds anos de intensa pesquisa, resultaram no primeiro ensaio em
humanos com eficacia comprovada, baseado na inoculacdo de esporozoitas
irradiados em individuos participantes do estudo a partir de picadas de Anofelinos
infectados (114). Apesar destes avancos, esta estratégia foi considerada
impraticavel para atender campanhas de vacinagdo em massa, devido a dificuldade
de se cultivar o Plasmodium em larga escala para producdo de vacinas em nimeros
suficientes. A partir disso, com o0s avancos da biologia molecular, novas portas foram
abertas para pesquisas baseadas em regifes especificas presentes em proteinas
imunogénicas de Plasmodium a partir dos anos 1980 (115). Atualmente, diversas
proteinas sdo amplamente investigadas e os estudos mais avancados identificam o
seu potencial vacinal ou de suas subunidades por meio de infec¢des controladas em
humanos (CHMI), uma poderosa ferramenta para o estudo tanto de vacinas como de
medicamentos. Esta estratégia se baseia na infeccdo intencional de individuos com
Plasmodium por meio de mosquitos Anopheles infectados, ou por meio de injecoes
com numero pré-definido de parasitos, o que permite simular o curso natural da
infeccdo. Este tipo de ensaio permite a verificagcdo dos niveis de protecéo induzidos
em ensaios realizados com diferentes candidatos vacinais, além de auxiliar na
investigacdo da eficacia quimioprofilatica de novas drogas. No entanto, é importante
ressaltar que a sua realizagdo depende de um planejamento adequado e de
constante revisdo de comités de ética e de agéncias regulatorias, aléem disso, é

imprescindivel o monitoramento diario dos individuos participantes do estudo a fim
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de identificar o aparecimento de qualquer sintoma tipico da maléaria ou proliferacéo
exponencial dos estagios assexuais do parasito, prosseguindo imediatamente com o
tratamento medicamentoso nestes casos, prevenindo riscos a vida de qualquer um
dos participantes (116, 117). Mesmo com todos os avancos obtidos apds anos de
pesquisa em vacinas contra a maléria, ainda ndo foram descritos correlatos
bioldgicos de protecdo e os esforgcos permanecem continuos e arduos, requerendo
longos periodos de ensaios laboratoriais e clinicos (testes em animais,
posteriormente em adultos e sO entdo em criangas) e sempre exigindo amplo
suporte financeiro (118). Além destas dificuldades, existem inUmeras outras
importantes de se ressaltar, que tiveram e tém impacto direto no desenvolvimento de
uma vacina anti-maldrica eficaz. Dentre estas podem-se citar algumas como: a
imunidade natural incompleta desencadeada no hospedeiro, que requer constante
reestimulacdo pelo parasito, processos imunolégicos que por si sé causam a morte
do Plasmodium mas em contrapartida agravam o0s sintomas no hospedeiro
dependendo de sua intensidade, mecanismos de escape utilizados pelo parasito,
que permitem a evasdao frente ao sistema imunolégico do hospedeiro, a dificuldade
de se expressar genes para proteinas de Plasmodium com alto rendimento e
estrutura adequados, além da necessidade de desenvolvimento de novos
adjuvantes mais eficientes e potentes (119).

O ciclo biolégico do Plasmodium spp. é complexo e rico em diversidade
antigénica o que explica a existéncia de diferentes estratégias vacinais voltadas para
formas e antigenos especificos do parasito em seus diversos estagios de
desenvolvimento. Portanto, atualmente existem 3 estratégias vacinais basicas: as
vacinas destinadas a atuar sobre 0s esporozoitas com o intuito de prevenir o
estabelecimento da infec¢cdo no figado do hospedeiro, conhecidas como vacinas
pré-eritrociticas, as vacinas destinadas a atuar sobre as formas assexuais presentes
na circulacdo, reduzindo assim a parasitemia e a sintomatologia da malaria,
denominadas vacinas eritrociticas ou de estagio sanguineo, e por fim, vacinas
destinadas a atuar sobre as formas sexuais presentes tanto no hospedeiro humano
como no mosquito vetor a fim de interromper a transmissédo, conhecidas como
vacinas bloqueadoras de transmissdo (120). Segundo a iniciativa de
desenvolvimento de vacinas criada pela OMS, atualmente existem
aproximadamente 22 formulacfes vacinais contra a malaria em ensaios clinicos,
dentre as quais 21 se destinam exclusivamente a espécie P. falciparum, enquanto

apenas uma Unica formulacdo vacinal € especifica para P. vivax. Destas, 10
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correspondem a formulagcdes vacinais pré-eritrociticas, 10 correspondem a
formulacdes vacinais de estagio sanguineo e apenas 2 correspondem a formulacdes

vacinais bloqueadoras de transmissao (Figura 7) (121).

Panorama Global de Vacinas Anti-Malaricas

| Projetos Translacionais | Candidatos Vacinais
Phase 1a Phase 2a Phase 1b I Phase 2b Phase 3

Concluidos
Aguardando Relatério

P. faldparum || Pré-eritrocitica | Eritrocitica "7 Bloqueadora de transmissao
P. vivax M Pré-eritrocitica WM Eritrocitica ¥ Bloqueadora de transmissdo

Figura 7: Panorama global de vacinas anti-maléricas atualmente em ensaios clinicos.
Adaptado e traduzido de OMS, 2017 (121).

1.6.1 Principais antigenos candidatos vacinais

Dentre os antigenos candidatos vacinais de estagio pré-eritrocitico destacam-
se alguns como a proteina circunsporozoita (CSP), proteina mais abundante
presente na superficie dos esporozoitas que atua diretamente na interagdo entre o
parasito e as glandulas salivares do mosquito vetor, assim como o polo basolateral
da membrana dos hepatocitos (122, 123). Esta proteina compbe a vacina
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atualmente mais desenvolvida para a malaria conhecida como RTS,S/ASO1
(Mosquirix), que € baseada em um longo seguimento da CSP de P. falciparum
(linhagem NF54) dos aminoacidos 207 ao 395, contendo epitopos B e T previamente
identificados, fusionado com o antigeno de superficie do virus da hepatite B, o
antigeno S (124-126). Esta vacina foi desenvolvida em 1987, em uma parceria entre
a industria farmacéutica GlaxoSmithKline e o Walter Reed Army Institute of
Research e participa atualmente de ensaios clinicos de fase 3, nos quais ja foi
demonstrada eficidcia aproximada de 36% em criancas de 5 a 17 meses que
receberam 4 doses desta vacina. Tais resultados garantiram que a RTS,S/ASO1
além de ser a primeira vacina anti-malarica a passar por ensaios clinicos de fase 3
também foi implementada emergencialmente a partir de 2019 em programas de
vacinacdo de regides endémicas africanas como Gana, Quénia e Malawi, sendo
uma importante ferramenta de salde publica nestas regides de elevada transmissao
e mortalidade principalmente em criancas menores de 5 anos causada por P.
falciparum (127, 128). Outro antigeno amplamente investigado é a proteina adesiva
relacionada a trombospondina (TRAP), proteina necessaria para a motilidade dos
esporozoitas e em conjunto com a CSP, essencial para a invasao das glandulas
salivares do mosquito vetor e dos hepatocitos do hospedeiro vertebrado (129-131).
Esta proteina se encontra atualmente sob ensaios clinicos de fase 2 na forma de
uma vacina vetorial que utiliza como modelo o adenovirus de chimpanzé 63
(ChAd63) e o virus modificado Vaccinia Ankara (MVA) carreando multiplos epitopos
de TRAP (132, 133). Existem ainda ensaios clinicos sendo realizados que combinam
a vacina Chad63/MVA ME-TRAP com a RTS,S/AS01 com o intuito de induzir uma
resposta imune mais abrangente e eficaz (134, 135). A proteina transversal de
oocinetos e esporozoitas (CelTOS), que tem papel na travessia de oocinetos no
epitélio do estbmago de mosquitos e durante a travessia dos hepatdcitos no
hospedeiro humano, principalmente no momento da saida das células, é
caracterizada tanto como um antigeno candidato a uma vacina pré eritrocitica como
uma vacina bloqueadora de transmissao (136-138). A CelTOS de P. falciparum se
encontra atualmente em ensaios clinicos de fase 1, como candidata pré-eritrocitica,
compondo uma formulacdo vacinal baseada nesta proteina recombinante expressa
em E. coli em associa¢éo ao adjuvante FMP012 (121, 139).

Na pesquisa de vacinas de estagio eritrocitico, antigenos como o antigeno 1
de membrana apical (AMA-1) se destacam. Esta proteina atua por meio de um

complexo de receptores, formado por RON2, RON4 e RONS5, secretados e injetados
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nas membranas celulares promovendo a invasdo de hepatécitos e eritrécitos (140,
141). Apesar do seu importante papel na invasdo destas diferentes células, esta
proteina tem sido amplamente explorada principalmente como uma candidata
vacinal de estagio sanquineo (142, 143), participando de diferentes formulacdes
vacinais que se encontram atualmente em ensaios clinicos, tanto na sua forma
recombinante (AMA-1 DiCo), como na forma de vacina vetorial tanto isoladamente
(ChAd63-AMA-1/MVA-AMA-1) como em combinacdo com a CSP e a TRAP
(ChAd63/MVA CSP TRAP AMA) (144, 145). Outro antigeno amplamente estudado é
a proteina homologa de ligagdo a reticulocitos 5 (RH5) de P. falciparum, que faz
parte da familia de proteinas de ligacao a reticulocitos (RBL) e integra um complexo
de proteinas que atua por meio da interacdo com o receptor basigina (BSG)
presente nos eritrocitos, sendo a sua acao descrita como essencial para a invasao
das células sanguineas. Esta proteina também se encontra em ensaios clinicos
utilizando a estratégia vetorial ChAd63/MVA (146-148). A familia das proteinas de
superficie de merozoitas (MSP) composta por 12 proteinas (MSP1 a MSP12) é
caracterizada pelo seu envolvimento no reconhecimento e invasdo dos eritrécitos
(149, 150), dentre as proteinas desta familia amplamente estudadas, MSP1 e MSP3
se destacam por intensa investigacdo na literatura cientifica e por participarem de
ensaios pré-clinicos e clinicos, respectivamente. Sendo a MSP1 estudada como
formulacdo vacinal na sua forma recombinante e MSP3 sob a forma de vacina
peptidica, baseada em epitopos presentes do aminoacido 181 ao 276 (144, 151). A
proteina rica em glutamato (GLURP) também é amplamente investigada e existem
inimeras evidéncias que a apontam como alvo. Esta proteina esta localizada no
complexo proteico Pfs38 na superficie de merozoitas de P. falciparum e se liga aos
eritrocitos do hospedeiro humano diretamente por meio do receptor glicoforina A
(152, 153). Foi proposto que a regido hidrofébica RO de GLURP atue como um
peptideo sinal, sendo inclusive esta regido parte integrante da vacina em estudo
GMZ2, em combinagdo com a proteina MSP3, atualmente em ensaios clinicos de
fase 2 (150, 152). O egresso dos merozoitas do interior dos eritrécitos € uma etapa
essencial para garantir a manutencdo do ciclo biologico do Plasmodium, este
mecanismo € protease dependente, caracterizado por uma agao proteolitica intensa
de proteinas do parasito que incluem a familia de proteinas semelhantes a papaina
denominadas SERA e expressas no vacuolo parasitéforo. Dentre elas destaca-se o
antigeno candidato vacinal SERA5, a proteina mais abundante da familia SERA que

apresenta papel importante durante o estagio sanguineo como um importante
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regulador da cinética de egresso dos eritrdcitos, garantindo a eficiéncia da evaséao
(154-156). O dominio N-terminal desta proteina expresso em E. coli se encontra em
ensaios clinicos de fase 1 sendo denominado como a candidata SE36 (144). Dentre
alguns dos antigenos mais recentes, a proteina 1 exportada de trofozoita (TEX 1) de
P. falciparum corresponde a uma nova candidata a uma vacina peptidica de estagio
sanguineo que contém a porcdo P27A de 104 aminoacidos presente na proteina,
formulada no adjuvante GLA-SE atualmente em ensaios clinicos de fase 1 (157-
159).

No caso dos antigenos candidatos vacinais que séo investigados a fim de
compor vacinas bloqueadoras de transmissao, destacam-se proteinas como a P25,
proteina expressa na superficie de gametas antes da fertilizacdo e posteriormente
em niveis abundantes durante o desenvolvimento de zigotos e oocinetos (160-163).
A P25 recombinante de P. falciparum se encontra atualmente em ensaios clinicos de
fase 1, no caso da formulacdo Pfs25-EPA, a proteina P25 esta presente conjugada
com a exoproteina A de Pseudomonas aeruginosa (EPA), utilizada a fim de
potencializar a imunogenicidade deste antigeno (164). Além dos ensaios clinicos
descritos, outros investigam o uso da P25 por meio da estratégia de construcdo de
particulas semelhantes a virus onde esta proteina estd inserida na proteina de
revestimento do virus do mosaico da alfafa (165). Outra proteina amplamente
investigada é a P48/45, expressa na superficie dos gametas masculinos e femininos,
tendo acdo importante no processo de fertilizacdo. Estudos jA& demonstraram que
gametas masculinos que nao apresentam P48/45 possuem fertilidade severamente
reduzida e sao incapazes de aderir e penetrar nos gametas femininos para a
producdo do zigoto (163, 166, 167). Esta proteina € atualmente investigada em
ensaios pré-clinicos que utilizam o seu fragmento C-terminal na composicdo da
formulacéo vacinal (144, 168). A P48/45 apresenta similaridade superior a 50% entre
as espécies de Plasmodium e inclusive ja foi descrito na literatura cientifica que o
fragmento C-terminal desta proteina é capaz de induzir uma resposta imune cruzada
em ensaios experimentais utilizando camundongos, gerando anticorpos capazes de
reconhecer tanto a P48/45 de P. falciparum como a de P. vivax (169, 170). Em
conjunto com P48/45, a proteina P230 faz parte de um complexo essencial para a
fertilidade dos gametas masculinos de Plasmodium, e parasitos mutantes que nao
apresentam esta proteina também néo séo capazes de reconhecer e de se associar
aos gametas femininos (171-173). Atualmente o dominio 1 da P230 de P. falciparum

(P230D1M) se encontra em ensaios clinicos sob a forma conjugada a EPA (174).
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1.6.2 Vacinas especificas para Plasmodium vivax

Os estudos com vacinas especificas para P. vivax ainda sdo muito escassos
gquando comparados aos estudos voltados para P. falciparum. Atualmente existe
uma unica formulagdo vacinal em ensaios clinicos para P. vivax, a vacina
Chad63/MVA PvDBP (121). Esta formulacédo é composta pelos vetores Chad63/MVA
que codificam a sequéncia PvDPB_RIlI da linhagem de referéncia de P. vivax
Salvador | e foi testada em ensaios clinicos de fase 1 (175, 176). A sequéncia em
questdo esta presente na proteina de ligagdo ao antigeno Duffy de P. vivax
(PvDBP), proteina que interage com o receptor de quimiocinas humano antigeno
Duffy presente nos reticuldcitos permitindo assim a sua invaséao (177). A regiao Il
(PvDPB_RII) da PvDPB foi selecionada para compor esta vacina em funcao de
corresponder a uma regido conservada, extracelular, rica em cisteina e que abriga o
dominio de ligacédo da proteina, que demonstrou em diversos estudos a capacidade
de induzir anticorpos inibitérios em roedores, coelhos e primatas ndo humanos
(NHP) (175, 176, 178).

Além desta, existem 2 formulag6es vacinais ainda em ensaios pré-clinicos: a
vacina VMP002 contendo a CSP recombinante de P. vivax, uma variacdo da
formulacdo anterior VMP0O01, modificada com o intuito de contornar a baixa eficacia
protetora encontrada nos ensaios experimentais previamente realizados (121, 179).
A outra formulacdo vacinal atualmente investigada em ensaios pré-clinicos €
baseada na estratégia de esporozoitas atenuados por radiacdo (RAS) (180-182).
Apesar destes avancgos, ao se analisar os intensos esforcos destinados a
investigacdo de vacinas voltadas para P. falciparum ao longo dos anos, € evidente
que o desenvolvimento de uma vacina especifica para P. vivax consiste em uma
tarefa ardua e que depende diretamente de elevado suporte financeiro. No entanto,
a aceleracdo das descobertas de novos antigenos e de novas ferramentas nos
estudos de P. falciparum, em combinacdo com a longa jornada ja percorrida de
ensaios vacinais baseados em antigenos isolados de Plasmodium com foco em
apenas um estagio do ciclo biolégico, abrem portas previamente inexploradas e
servem como base para direcionar novas pesquisas com propostas de vacinas
capazes de combinar diferentes antigenos de P. vivax e compor vacinas multiestagio

altamente eficazes e especificas para esta espécie plasmodial (183).
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1.7 Proteina CyRPA de Plasmodium vivax

O antigeno protetor rico em cisteina, conhecido como CyRPA foi
primeiramente descrito em P. falciparum e consiste em uma proteina de 42.8 kDa
contendo 362 residuos presente nos micronemas de merozoitas (184). Esta proteina
€ parte integrante de um complexo terciario composto de outras 2 proteinas, a
proteina homologa de ligacao a reticuldcitos 5, conhecida como RH5 e a proteina de
interacdo com RH5, conhecida como Ripr. A partir do contato do parasito com 0s
eritrécitos e um mecanismo de sinalizagdo que ainda ndo foi bem elucidado as
proteinas sao liberadas a partir dos micronemas e formam o complexo terciario na
juncao entre a regido apical do merozoita e a membrana da célula hospedeira. A
partir do complexo, a proteina RH5 interage diretamente com o receptor BSG na
superficie das células sanguineas, levando a um influxo de Ca?*, a subsequente
formacdo de uma juncdo comunicante, seguida da formagdo do vacuolo
parasitéforo, permitindo assim a invasao do eritrécito pelo parasito (Figura 8) (185,
186). Ja foi demonstrado na literatura cientifica em P. falciparum que merozoitas
mutantes que ndo apresentam a proteina CyRPA apesar de ainda conseguirem se
ligar aos eritrocitos, ndo conseguem efetuar essa ligacdo de forma irreversivel e
portanto ndo sdo capazes de invadir as células hospedeiras. Além disso, anticorpos
monoclonais anti CyRPA foram capazes de inibir a invasdo de células sanguineas
tanto in vitro como in vivo em ensaios de camundongos modificados contendo
eritrécitos humanos (185, 187, 188). Estudos recentes demonstraram que ao ser
utilizada como imundégeno aliada ao seu complexo terciario, CyRPA apresentou
titulos de anticorpos 7.5 vezes inferiores em comparacdo a imunizacdo de forma
isolada, sugerindo que seus epitopos inibitérios estejam mascarados pelas regides
que estdo em contato direto com as proteinas Ripr e RH5 (186).
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Figura 8: Mecanismo de invasdo de eritrécitos mediado pelo complexo
Rh5/Ripr/CyRPA. Adaptado e traduzido de Volz et al, 2016 (185).

A PfCyRPA compartiiha 42% de homologia com as sua oOrtologas,
identificadas apenas em P. vivax e nas espécies que infectam NHP P. knowlesi, P.
cynomolgi e P. reichenowi (184). Porém, divergéncias no complexo CyRPA, RH5 e
Ripr ja foram demonstradas entre diferentes espécies plasmodiais. Enquanto a
CyRPA e a Ripr estdo presentes na maioria das espécies de Plasmodium, a RH5
esta restrita ao pequeno subgénero Laverania. Ensaios de CRISPR/Cas9 e de
inibicdo da expressao de CyRPA e Ripr em P. knowlesi, demonstraram que estas
proteinas ainda assim sdo essencias para a invasdo de eritrOcitos e que nesta

espécie plasmodial ndo formam um complexo entre si, atuando de forma
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independente durante este processo (Figura 9). Além disso, pesquisadores também
demonstraram em ensaios utilizando anticorpos que diferente de P. falciparum, tanto
P. vivax quanto P. knowlesi ndo necessitam exclusivamente do receptor de
eritrécitos BSG para invadir as células sendo capazes de utilizar receptores
alternativos para prosseguir com o mecanismo de invasao (189). Baseado nesse
estudo € possivel inferir que devido a maior proximidade filogenética entre P.
knowlesi e P. vivax, que o papel independente e ainda essencial de CyRPA para a
invasdo de merozoitas seja semelhante entre estas espécies plasmodiais. Além
deste estudo elucidando a necessidade do receptor BSG para a invasao, existe
apenas outro estudo em toda a literatura cientifica abordando a PvCyRPA, que
consiste em uma investigacdo de 38 antigenos de P. vivax a partir de ensaios de
luminex realizados com plasmas de uma coorte de criancas da Papua Nova Guiné.
Apés a aplicacdo de um algoritmo desenvolvido especialmente para identificar o
potencial protetor dos anticorpos das amostras coletadas, PvCyRPA foi identificada
como um dos antigenos mais promissores, sendo associada com 50% de reducédo
de infeccbes sintométicas mesmo em individuos que apresentaram baixos niveis de
anticorpos, tendo performance superior a classicos antigenos candidatos vacinais
(190).
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Figura 9: Invaséo de eritrocitos por merozoitas de (A) P. knowlesi e (B) P. falciparum.
Adaptado e traduzido de Knuepfer et al, 2019 (189).

1.8 Vacinologia Reversa como aliada no desenvolvimento de uma vacina
utilizando a PvCyRPA

A vacinologia classica tradicionalmente se desenvolveu de forma empirica a
partir do isolamento, inativacdo e inoculagdo de microrganismos inteiros ou de suas
porcbes (191). Apesar de extremamente bem sucedido, este modelo de

desenvolvimento de vacinas apresenta certas desvantagens como: o tempo elevado
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para a realizacdo das técnicas, a necessidade de cultivar os microrganismos em
laboratorio e a dificuldade de isolar e purificar antigenos, limitando os estudos aos
antigenos mais abundantes presentes nos microrganismos para a realizacdo dos
ensaios vacinais. Com o avango de tecnologias como o0 sequenciamento de
genomas e a bioinformética, a vacinologia reversa surgiu como uma proposta onde
alvos vacinais podem ser identificados a partir do uso de algoritmos capazes de
prever regides promissoras para compor uma vacina, baseados na sequéncia génica
dos microrganismos desejados (192). Portanto, pode-se definir a vacinologia reversa
como uma combinagdo de métodos e ferramentas computacionais que permitem a
identificacdo de candidatos vacinais, por meio da antecipacdo da selecao precisa de
possiveis regides antigénicas e de epitopos, para a posterior realizacdo de ensaios
experimentais e de refinamento a fim de confirmar seu potencial vacinal (Figura 10)
(193). Esta proposta abre novas portas no que diz respeito a pesquisas de vacinas
com microrganismos de dificil cultivo ou ndo cultivaveis, correspondendo assim a
uma proposta bastante promissora no caso de organismos como o P. vivax, uma vez
que o seu cultivo in vitro continuo ainda néo € estabelecido (194).

A vacinologia reversa foi utilizada pela primeira vez na predicdo de potenciais
antigenos para compor uma Vvacina contra Neisseria meningitidis, bactéria
responsavel por causar a meningite meningococica nos anos 90. O genoma
completo de um isolado de Neisseria meningitidis do sorogrupo B foi utilizado e os
pesquisadores foram capazes de identificar centenas de genes codificando
potenciais antigenos de superficie. A partir destes resultados, foi efetuada a
clonagem, amplificacdo e expressdo das sequéncias preditas permitindo a
realizacdo posterior de inUmeros ensaios imunolégicos que por fim resultaram em
uma vacina multivalente contendo 3 antigenos recombinantes (antigeno de
Neisseria de ligacdo a heparina, proteina de ligacdo com o fator H e adesina A de
Neisseria) aprovada apds ensaios clinicos para uso na Europa em 2013 (195). No
caso da maléaria esta estratégia ja foi amplamente abordada em diferentes trabalhos
para a identificacdo de potenciais epitopos de células B e T de P. falciparum em
proteinas como: AMA-1, CSP, MSP8, MSP10, Pf12, Pfs 48/45, GLURP entre outras
(196-201) e para P. vivax em proteinas como: MSP9, Pvs25, CelTOS e TRAP (131,
162, 202, 203). Juntos estes trabalhos demonstram como a vacinologia reversa
auxilia no desenvolvimento de vacinas aprimorando 0s ensaios experimentais e
acelerando os anos de pesquisa. Nesse contexto, a identificacdo de epitopos em

proteinas de estagio sanguineo como a PVCyRPA representa um passo promissor
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para o desenvolvimento de vacinas contra o P. vivax, uma vez que antigenos
presentes nesta proteina podem no futuro vir a compor uma vacina eritrocitica
isoladamente a fim de fornecer protecéo clinica e reduzir tanto a carga parasitaria no
sangue dos individuos infectados como a transmissdo da doenca ou em combinacéo
com outros antigenos provenientes de diferentes estdgios do ciclo bioldgico a fim de
compor uma vacina multiestagio que permita a inducdo de uma resposta imune

muito mais abrangente (56).
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Figura 10: Comparacdo entre as etapas envolvidas na vacinologia convencional e na

vacinologia reversa. Adaptado e traduzido de Soria-Guerra, 2015.
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2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de vacinas candidatas contra o P. vivax tem sido dificil
principalmente por questbes como a falta de um sistema in vitro para o cultivo
continuo deste parasito e pelo equivoco generalizado de que a malaria causada pelo
P. vivax € branda reduzindo assim o impacto global da malaria vivax. Contudo, as
elevadas disperséo e prevaléncia do P. vivax no mundo, a formag&o de hipnozoitas
que causam episodios de recaidas, a geracdo antecipada de gametdcitos em seu
ciclo biolégico, o significativo nUmero de relatos de maléaria grave causada por esta
espécie plasmodial, somados ao surgimento e dispersdo de cepas resistentes ao
tratamento na Asia, no Brasil e na Africa, sdo algumas das muitas caracteristicas
que reforcam a importancia epidemiolégica do P. vivax e a urgéncia do
desenvolvimento de vacinas especificas para esta espécie, um passo fundamental
para o controle da malaria no Brasil e no mundo.

Apesar da existéncia de pesquisas com P. vivax em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil, a busca de vacinas contra esta espécie plasmodial ainda é pouco
explorada e o numero de proteinas antigenicamente relevantes ainda é muito
restrito. Em meio a este cenario, a vacinologia reversa surge como uma alternativa
promissora para identificacdo de alvos vacinais contra o P. vivax. Atualmente, o
mapeamento por predi¢do in silico e a posterior confirmagéo imuno-molecular dos
epitopos de células B e T de proteinas candidatas vacinais vem sendo utilizada em
diversos patdgenos como o HIV e o Influenza (204), fornecendo constantemente
subsidios para o desenvolvimento de vacinas e novos testes de diagnéstico
eficazes. Na maléria, apesar da existéncia de um nimero consideravel de proteinas
candidatas vacinais, como as citadas anteriormente, estudos que utilizem
ferramentas de bioinformatica aliados a confirmacao experimental com antigenos de
Plasmodium ainda sao escassos.

Neste contexto, a identificacdo de epitopos de células B e T em promissoras
candidatas vacinais, como no caso da PvCyRPA, bem como sua utilizacdo em
ensaios de antigenicidade, pode representar uma importante contribuigdo no campo
das pesquisas em vacinas contra o P. vivax, uma vez que fornecera informagdes
relevantes sobre a validacdo e a identificacdo de novos candidatos vacinais

aplicaveis em populacdes de areas endémicas brasileiras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Descrever as respostas imunes celular e humoral desencadeadas frente a
PVvCyRPA em individuos naturalmente expostos a infeccdo e avaliar a eventual

relacdo dessas respostas especificas com indicativos de exposi¢cao e protecao.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a reatividade de anticorpos IgM e IgG de individuos naturalmente
expostos a malaria frente a proteina recombinante representando a
PVCyRPA,

e Determinar a frequéncia e magnitude das subclasses de IgG (IgG1, 19gG2,
IgG3 e 1gG4) especificas para PvCyRPA nos individuos respondedores;

e Avaliar a relacdo entre a resposta humoral observada e os fatores de
exposicao/protecdo nos individuos participantes do estudo;

e Realizar a predicao in silico dos possiveis epitopos de células B e T presentes
na proteina PvCyRPA,;

e Avaliar a reatividade de anticorpos IgG frente aos peptideos sintéticos
representando os epitopos de célula B selecionados na PVCyRPA,;

e Identificar a resposta imune celular de individuos naturalmente expostos a
infeccdo frente aos peptideos sintéticos representando os epitopos de células
T CD4 com maior score na predicéo in silico;

e Avaliar a relacdo entre a resposta epitopo-especifica e os fatores de

exposicao/protecdo nos individuos participantes do estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areae populagio de estudo

4.1.1 Areade estudo

A incidéncia da malaria no Brasil esta majoritariamente concentrada nos
estados da Bacia Amazobnica, com mais de 99% dos casos de malaria. O Estado do
Acre é o segundo estado brasileiro em namero de casos, registrando em 2019 um
total de 12.784 casos da doenca, de acordo com os dados do Ministério da Saude.
Assim como outros estados brasileiros, o estado do Acre apresenta um quadro
preocupante, onde ao longo dos anos ocorrem flutuagbes com reducdo e
subsequente aumento do nimero de casos de malaria. Nesta regido, a maléria ndo
estd homogeneamente distribuida, incidindo prioritariamente em populagcdes vivendo
em condi¢Bes insatisfatérias de habitacdo e trabalho. Estas populacbes estdo
relacionadas a ocupacdo desordenada de terras, a projetos de assentamento e a
intensa migracao. Para este estudo escolhemos trés areas endémicas pertencentes

ao sudoeste da Amazoénia e com alto indice parasitario anual nos altimos 5 anos.

4.1.2 Populacdo de estudo

Ao todo foram coletadas 90 amostras de sangue, PBMC e plasma de
individuos naturalmente expostos a maléria, residentes nos municipios de Cruzeiro
do Sul (AC), Mancio Lima (AC) e Guajara (AM), mediante a realizacdo de trabalho
de campo realizado entre junho e agosto de 2018 (Figura 11). Destas, 30 amostras
correspondem a individuos infectados por P. vivax durante a coleta, 30 amostras
correspondem a individuos naturalmente expostos a malaria que apresentem
infec¢Bes anteriores nos ultimos 10 anos e 30 amostras de individuos expostos mas
sem infecgbes anteriores nos ultimos 10 anos. Além destes, 10 amostras de
individuos provenientes de area ndo endémica (Rio de Janeiro), sem historico
pregresso de exposicao a malaria foram utilizados como grupo controle. Embora ndo

tenha sido possivel calcular e coletar um N amostral representativo de toda a
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populacdo dos municipios estudados, as amostras coletadas (N=100) por
conveniéncia sdo compativeis com os demais trabalhos soroepidemioldgicos e de

resposta celular realizados em areas endémicas de malaria.

4.1.3 Critério de inclusdo de pacientes

Individuos com ou sem malaria, residentes nas localidades acima descritas,

que apresentaram ou ndo sintomas.

4.1.4 Critério de exclusédo de pacientes

Foram excluidos do nosso estudo individuos provenientes de populacdes que
precisam de solicitacdes especificas para a realizacdo de estudos experimentais,
como: indigenas, grupos religiosos, militares, presidiarios, individuos que possuem
psicopatologias, parturientes e gestantes, independente da idade e criangcas com

idade inferior aos 10 anos.

* Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Fundagéo
Oswaldo Cruz, CEP-FIOCRUZ): CEP-FIOCRUZ CAAE 46084015.1.0000.5248
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Figura 11: Localizacdo dos municipios nos quais foram realizadas as coletas e

entrevistas da populacéo de estudo.

4.2 Obtencdo de amostras e de dados epidemioldgicos

4.2.1 Coleta de sangue

Os voluntarios foram informados sobre o projeto de pesquisa e apos
aceitarem participar do estudo, assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido. Em seguida, responderam oralmente a um questionario que visava a
coleta de dados pessoais e epidemioldgicos que foram depositados em um banco de
dados. As informacdes fornecidas pelos participantes do estudo foram utilizadas em
conjunto com os resultados experimentais obtidos a fim de identificar caracteristicas
epidemioldgicas estatisticamente significativas desta populacéo. A coleta de sangue
(15 mL) foi realizada por puncgéo venosa utilizando-se o sistema vacutainer. Ao todo
foram utilizados dois tubos, o primeiro (10 mL) com heparina, utilizado para
investigacdo da resposta imune celular e humoral (determinada por ensaios de
ELISPOT e ELISA, respectivamente) e o segundo (5 mL) com EDTA, utilizado para a
genotipagem do parasito e para o diagnostico molecular por meio da técnica de

PCR.
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4.2.2 Coleta de dados epidemiolégicos e demogréficos

Todos os voluntarios participaram de uma cuidadosa entrevista com o
objetivo de preencher um questionario de investigacdo para a coleta de dados
pessoais (nome, idade, sexo, profissao) e epidemiolégicos (tempo de residéncia em
area endémica, numero de infec¢bes anteriores de maléaria, espécies previamente
contraidas, tempo desde o ultimo episédio de malaria, entre outras) que foram

utilizados nos estudos de correlacdo com os dados experimentais.

4.2.3 Extragdo de DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo do kit comercial QlAamp® DNA
Blood Midi/Maxi (QIAgen, Valencia, CA, USA), utilizando apenas 1 mL de papa de
hemacias de cada amostra.

4.2.4 Diagndstico parasitologico e molecular de malaria

O exame parasitologico foi realizado por distensdo sanguinea e/ou gota
espessa corada pelo Giemsa durante o trabalho de campo realizado em 2018 e as
amostras também foram submetidas a amplificacdo por PCR para identificacdo da
espécie plasmodial, por fim foi realizado o cruzamento entre os resultados do
exame de gota espessa e o0s resultados moleculares obtidos com as amostras de

cada participante (205).

4.3 Sintese do gene, clonagem e expressado da PvCyRPA recombinante

O gene sintético de aproximadamente 1500 pb foi adquirido comercialmente
(Geneart, Thermo Fisher, Regensburg, Alemanha) utilizando a plataforma de
tecnologia da propria empresa. A otimizacdo de cédons para expressado de genes
em E. coli foi realizado usando o algoritmo GeneOptimizer com objetivo de obter

altas taxas de expressédo. A expressao da proteina quimérica PvCyRPA foi realizada
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em colaboracdo com o Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz-PR) pelo grupo de

pesquisa da Dra. Letusa Albretch (Anexo ).

4.4 Avaliacao da reatividade de anticorpos IgM, IgG e Subclasses PvCyRPA

especificos

A presenca de anticorpos especificos para a proteina recombinante
PvCyRPA foi avaliada nas amostras de soro por meio da técnica de ELISA. Placas
de 96 pocos foram sensibilizadas durante 24 h com 200 ng de antigeno. Apoés a
sensibilizagao, foram lavadas 4X com PBS 0.05% tween 20 e blogueadas com 200
pl de PBS tween 5% BSA filtrado durante 2h a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas uma vez apos o blogueio e incubadas durante 1h a temperatura
ambiente com soro diluido 1:100 em PBS tween 2,5% BSA, sendo cada soro
testado em duplicata. Depois de lavar 4X, as placas foram incubadas durante mais
1h a temperatura ambiente com os anticorpos monoclonais anti-IgG e anti-IgM
conjugado a peroxidase diluido em PBS tween 2,5% BSA. A revelacao foi realizada
apos a lavagem das placas por 4X, com a incubagcdo dos substratos (OPD) e
peréxido de hidrogénio por 30 minutos a temperatura ambiente, de acordo com as
instrucdes do fabricante. As densidades oticas (DOs) foram lidas a 490nm, e todos
os valores acima da média somados a trés vezes o desvio padrdo (cut off) dos
soros dos individuos sem histérico pregresso de malaria foram considerados
positivos (indice de reatividade > 1). Apds a realizacdo dos ensaios, 0s individuos
respondedores para IgG anti-PvCyRPA tiveram o soro testado para as diferentes
subclasses de IgG, utilizando o mesmo protocolo descrito com a substituicdo da
anti-lgG humana por anticorpos monoclonais produzidos em camundongos
especificos para as subclasses de IgG; anti-IgG1 (Sigma, clone HP6001), Anti-lgG2
(6002), Anti-IgG3 (6050) e Anti-lIgG4 humana (6023) e anticorpo anticamundongo

conjugado a peroxidase diluido 1:1000.
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4.5 Predicdo e obtencédo de epitopos de CélulasBe T

4.5.1 Predicéo in silico e andlise dos possiveis epitopos de células B

A sequéncia completa da proteina PvCyRPA foi analisada utilizando o
algoritmo BepiPred presente no Immuno Epitope Database (IEDB) para a predigéo
de propenséao antigénica de potenciais epitopos lineares presentes nesta proteina, a
partir dos diferentes scores fornecidos pelo software foram selecionados os

epitopos mais promissores (206).

4.5.2 Predicéo in silico e andlise dos possiveis epitopos de células T CD4

A sequéncia completa da proteina PvCyRPA foi analisada utilizando o IEDB,
como ferramenta de andlise (207) somado ao ANN aka NetMHC (3.4) (208, 209),
SMM (210) e Comblib (211). Foram selecionados 10 peptideos com os maiores
scores de antigenicidade e ligacdo de HLA (foi utilizada como referéncia a lista de

HLAs fornecida na propria ferramenta de predicao).

4.5.3 Sintese quimica dos peptideos

As sequéncias peptidicas baseadas nos epitopos de células B e T
identificadas pelas estratégias utilizadas na predicéo, foram sintetizadas com pureza
de 90-98% utilizando a metodologia de sintese em fase soélida (212) e adquiridas
comercialmente (Genone Biotech). Andlises de HPLC e espectrometria de massa

foram realizadas em todos os peptideos (Anexo II).

58



4.6 Confirmacao dos epitopos preditos

4.6.1 Confirmacao de epitopos de células B por ELISA

Os peptideos sintetizados e liofilizados correspondendo as sequéncias de
epitopos de células B preditas foram adquiridos comercialmente (WatsonBio) e a
deteccdo dos anticorpos especificos sera feita seguindo as instru¢cdes do ELISA
fornecidas pelo fabricante. Portanto, a sobreposicdo dos resultados de predicéo
com os resultados do ELISA de peptideos nos confirmard as regibes mais
promissoras da proteina PvCyRPA.

4.6.2 Confirmacdo de epitopos de células T e avaliacdo da resposta imune

celular

O numero relativo de células T especificas secretoras de IFN-y foi
quantificado por meio da técnica de ELISPOT. As placas de nitrocelulose foram
sensibilizadas com anticorpo de captura anti-IFN-y, apés a sensibilizacao, as placas
foram lavadas e bloqueadas com 100 ul de meio RPMI contendo 10% de soro fetal
bovino (meio completo). A partir do bloqueio, foram adicionados aos po¢os em
duplicata, 100 pl dos peptideos sintéticos na concentracdo de 10 pg/ml em meio
RPMI completo; 100 pl contendo 2x10° células mononucleares em meio RPMI
completo, previamente isoladas por Ficoll. As placas foram incubadas em estufa a
37°C e 5% de CO2 durante 24h. Apos esse periodo, foram adicionados 50 ul por
poco do anticorpo de deteccao biotinilado anti IFN-y nas placas que foram incubadas
durante 4h a 37°C. Por fim, foram adicionados 50 pl/poco de estreptavidina-ALP em
PBS 1% SFB e para a revelacdo com NBT/BCIP. A aquisicdo das imagens das
placas e a contagem do numero de spots obtidos foi realizada no leitor de ELISPOT
(ImmunoSpot®, modelo S6UV-ultra) da Plataforma de ELISPOT/PDTIS da Fiocruz.
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4.7 Analises de dados

Os dados foram armazenados no banco de dados Epi-info (CDC, Atlanta)
versdo 3.2. e foi feita a analise estatistica das diferencas entre os indices de
reatividade e as frequéncias de respostas observadas. As correlagdes univariadas
entre dados epidemidlogicos e a resposta humoral foi feita pelo Programa Graph
Pad. Prism 5.0, onde foram utilizados os seguintes testes estatisticos: Teste de
Mann Whitney, utilizado na comparacdo das medianas entre duas variaveis nao
pareadas; Teste de Spearman, utilizado na avaliagdo das correlagbes entre duas
variaveis mensuradas ordinais, continuas e do mesmo tamanho; Teste do qui-
guadrado (X?), para avaliar se as propor¢cées observadas entre dois grupos sdo
estatisticamente distintas. Por fim, analises multiparamétricas e multivariadas foram
aplicadas para identificar as potencias associa¢gdes entre indicativos de protecao e
exposicdo da populacdo estudada com a resposta imune humoral e celular

especificas contra a PvCyRPA.

Voluntario
I
I T T 1
Questionario Plasma Células Sangue total
Elisa Elispot
(PvCyRPA recombinante e (Peptideos)
peptideos)
Resposta humoral Resposta celular . .
Dados spost esposta ce € Diagnostico
. S e mapeamento de mapeamento de lecul
epidemioldgicos , , molecular
epitopos epitopos

Banco de dados Epi-info

l

Avaliagdo do potencial da PvCyRPA como
candidata vacinal

Figura 12: Desenho experimental do estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil clinico e epidemiolégico da populacdo naturalmente exposta a

malaria residente nas areas de estudo

A populacdo de estudo é composta por 100 individuos, dentre eles: 10
individuos de area nédo endémica provenientes da cidade do Rio de Janeiro e 90
individuos provenientes de area endémica, dos municipios de Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara. Desses 90 individuos, 30 individuos estavam infectados por
P. vivax no momento da coleta - confirmados por gota espessa e PCR, 30 individuos
foram classificados como expostos que relataram infeccbes anteriores de maléaria
nos ultimos 10 anos (Ex10) e 30 individuos expostos sem infec¢gBes nos dltimos 10
anos (ExN10). A partir dos dados epidemiologicos coletados dos individuos
provenientes de area endémica (N=90) observou-se que 41 sdo do sexo masculino
(45,6%) e 49 do sexo feminino (54,4%) com mediana de 28 anos (intervalo
interquartil — 1Q 20-37.8) e mediana de 29 anos residindo em area endémica (1Q 20-
38). Os individuos com histérico pregresso da doenca (N=60) apresentaram
mediana de 2 episodios anteriores de malaria (IQ 0-5) e destes 52 (86,7%) relataram

infeccbes anteriores por P. vivax (Quadro 1).
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Quadro 1:

Dados epidemioldgicos da populacédo proveniente de area endémica.

Dados Epidemiolégicos (N=90)
Género N (%)
Masculino 41 (45,6%)
Feminino 49 (54,4%)
Fatores de exposi¢cao a Malaria Mediana (1Q)
I.P.A 61,4
Idade (anos) 28 (20-37,8)
Tempo de residéncia em area endémica 29 (20-38)
Tempo de residéncia no presente endereco 20 (12-34)
Meses desde a ultima maléaria 0 (0-17)
Numero de episddios de malaria no ultimo ano 0 (0-1)
Numero de episddios anteriores de malaria 2 (0-5)
Espécies previamente contraidas N (%)
P. vivax 14 (15,6%)
P. falciparum 4 (4,4%)

P. vivax and P. falciparum
Sem infec¢Bes nos dltimos 10 anos

38 (42,2%)
30 (33,3%)

N&o reportado 4 (4,4%)
Diagndstico (gota espessa e PCR) N (%)
P. vivax 30 (33,3%)
P. falciparum 0 (0%)
Misto 0 (0%)
Negativo 60 (66,7%)

IPA = indice Parasitario Anual. Neste quadro n&do foram incluidos os individuos

controle provenientes de area ndo endémica (N=10).

5.2 Reatividade de anticorpos IgM e IgG de individuos naturalmente

expostos a malaria frente a PvCyRPA recombinante

As amostras de soro dos 100 individuos foram testadas frente a PvCyRPA
recombinante. As densidades Opticas (DO’s) obtidas no grupo controle proveniente
de area ndo endémica (N=10) apresentaram mediana de 0,079, variando de 0,062 a
0,126 para anticorpos IgM anti-PvCyRPA e DO’s com mediana de 0,215 variando de
0,090 a 0,298 para anticorpos IgG anti-PvCyRPA. A partir da média das DO’s
somada a 3 desvios padrao dos individuos do grupo controle foram calculados os

indices de reatividade (IR’s) dos individuos provenientes de area endémica (N=90).
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Individuos que apresentaram IR’s com valores superiores a 1 para anticorpos IgM ou
IgG anti-PvCyRPA foram considerados respondedores. Nas 90 amostras
provenientes de area endémica foram observadas frequéncias semelhantes de
individuos respondedores para os anticorpos IgM anti-PvCyRPA (n=42; 46.7% de
respondedores) e IgG anti-PvCyRPA (n=45; 50% de respondedores) (figura 13a).
N&o houve diferenca significativa entre os indices de reatividade (IR’s) desses
anticorpos (IgM - IR com mediana de 0.958, variando de 0.393 a 7.353; IgG - IR com
mediana de 0.959, variando de 0.229 a 5.089) (figura 13b). Ao todo, desses 90
individuos provenientes de area endémica, 23 foram respondedores tanto para
anticorpos IgM anti-PvCyRPA como para anticorpos IgG anti-PvCyRPA (17
infectados, 5 Ex10 e 1 ExN10) e 26 individuos ndo foram respondedores para

nenhum desses anticorpos (3 infectados, 13 Ex10 e 10 ExN10).
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Figura 13: Resposta de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA. (a) Frequéncia de
individuos respondedores para anticorpos IgM e IgG. (b) indices de reatividade de
anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA. A linha tracejada em vermelho corresponde a 1,
individuos que apresentem IR’s superiores a este valor sdo considerados
respondedores.

Em seguida, foram comparados os individuos respondedores para anticorpos
IgM anti-PvCyRPA dos individuos nédo respondedores para anticorpos IgM anti-
PvCyRPA. Um maior numero de episddios de maléaria no ultimo ano (mediana 0, 1Q
0-2) foi observado nos respondedores em relacao aos nao respondedores (mediana
0, IQ 0-0) (p=0.0112), além disso, respondedores para anticorpos IgM anti-PvCyRPA

também apresentaram namero inferior de meses desde a uUltima malaria (mediana O,
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IQ 0-0) em relacdo aos néo respondedores (mediana 12, 1Q 6-25) (p<0.0001) . Entre
individuos respondedores e 0s nao respondedores para anticorpos IgG anti-

PvCyRPA nao houve diferencas estatisticas.

Analisando 0s grupos provenientes de area endémica separadamente
(infectados, Ex10 e ExN10), foi observada uma frequéncia superior de individuos
respondedores para IgM no grupo dos individuos infectados (N=30), onde 26
individuos (86.7%) foram respondedores para a PvCyRPA em comparacao a apenas
8 individuos respondedores (26.7%) em cada um dos outros grupos de individuos
expostos (Ex10 N=30 e ExN10 N=30) (p<0,0001) e ao grupo controle de individuos
nao expostos (N=10) (p<0,0001) que n&o apresentou respondedores para tais
anticorpos. No caso dos anticorpos IgG anti-PvCyRPA as frequéncias
permaneceram semelhantes entre os grupos investigados, com 18 individuos
respondedores (60%) no grupo de infectados (N=30), 14 individuos respondedores
(46,7%) no grupo Ex10 (N=30) e 13 individuos respondedores (43,3%) no grupo
ExN10 (N=30). Todos estes grupos apresentaram frequéncias superiores ao grupo
controle ndo exposto (N=10) onde nenhum individuo foi respondedor para anticorpos
IgG anti-PvCyRPA (p=0,0008, p=0,0075 e p=0,0164, respectivamente). Ao comparar
as frequéncias de respondedores para anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA em cada
grupo, observou-se uma maior frequéncia de respondedores para anticorpos IgM
anti-PvCyRPA no grupo dos infectados (N=30) em comparacdao a frequéncia de
respondedores para anticorpos IgG anti-PvCyRPA deste mesmo grupo (p=0,0391).
Ao compararmos os IR’s de anticorpos IgM anti-PvCyRPA em cada grupo, verificou-
se que os IR’s do grupo de infectados (N=30) foi superior aos IR’s dos 2 grupos
expostos (Ex10 N=30 e ExN10 N=30) (P<0,0001). No caso dos anticorpos IgG anti-
PvCyRPA néo foram observadas tais diferencas. Para ambos os anticorpos, IgM e
IgG anti-PvCyRPA, tanto o grupo de individuos infectados como os grupos expostos
Ex10 e ExN10 apresentaram IR’s superiores aos IR’s encontrados no grupo dos
individuos controle ndo expostos (N=10) (P<0,0001) (figuras 14a e 14b).
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Figura 14: Resposta de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA divididos por grupo. (a)
Frequéncia de individuos respondedores para anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA por
grupo. (b) indices de reatividade de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA induzidos por
grupo. A linha tracejada em vermelho corresponde a 1, individuos que apresentem
IR’s superiores a este valor sdo considerados respondedores. Os asteriscos indicam
os valores de p: (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p <0.0005. As cerquilhas sé&o
equivalentes, porém indicam diferenca estatistica em comparacao a todos 0s grupos

analisados.

5.3 Frequéncia e magnitude das subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4)
especificas para PvCyRPA nos individuos respondedores

Em seguida, investigamos as subclasses de anticorpos IgG anti-PvCyRPA
produzidas nos individuos respondedores para anticorpos IgG anti-PvCyRPA
(N=45). O perfil de subclasses de anticorpos IgG anti-PvCyRPA observado
demonstrou que: As frequéncias encontradas foram de 62,2% (N=28) para
anticorpos 1gG1, de 44,4% (N=20) para anticorpos 1gG2, de 55,6% (N=25) para
anticorpos 1gG3 e de 2,2% para anticorpos 1gG4 (N=1). Nao houve diferencas
estatisticas entre as frequéncias das 3 primeiras subclasses de anticorpos descritas,
porém, todas estas apresentaram frequéncias de individuos respondedores
superiores em relacdo a subclasse 1gG4 (p<0,0001) (figura 15a). Em relacdo aos

IR’s, individuos que apresentaram anticorpos IgGl anti-PvCyRPA apresentaram
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mediana de 1,480 (IQ 0,905-2,892), enquanto aqueles que apresentaram anticorpos
IgG2 anti-PvCyRPA tiveram mediana de 1,217 (IQ 0,833-2,083) e o0s que
apresentaram IgG3 anti-PvCyRPA uma mediana de 1,244 (IQ 0,793-1,985). Os IR’s
destas subclasses foram superiores quando comparados aos IR’s de anticorpos
IgG4 anti-PvCyRPA que apresentaram mediana de 0,341 (IQ 0,287-0,443) (figura
15b).
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Figura 15: Perfil de subclasses de IgG anti-PvCyRPA. (a) Frequéncia de individuos
respondedores para as subclasses 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4. (b) indices de reatividade
de anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 frente a proteina PvCyRPA recombinante. A
linha tracejada em vermelho corresponde a 1, individuos que apresentem IR’s
superiores a este valor sdo considerados respondedores. Os asteriscos indicam os
valores de p: (*) p<0.05; (**) p<0.005; (***) p <0.0005.

5.4 Relacdo entre a resposta humoral observada e os fatores de

exposicao/protecdo nos individuos participantes do estudo

A fim de correlacionar a resposta de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA
observada com fatores de exposicdo/protecdo foram realizadas analises
combinando os IR’s dos anticorpos observados e os dados epidemioldgicos obtidos
dos individuos provenientes de area endémica (N=90). Nesse contexto, foi
identificada uma correlagéo inversa entre os IR’s de anticorpos IgM anti-PvCyRPA
e 0 numero de meses desde a ultima maléaria (p<0.0001 e r=-0.6066) (figura 16a)
assim como uma correlacdo direta com o numero de episoddios de malaria no ultimo
ano (p=0.0226 e r=0.2457) (figura 16b).
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Figura 16: Correlacéo de indices de reatividade de anticorpos IgM anti-PvCyRPA com

fatores de exposicéo/protecéao.

Combinando os IR’s de anticorpos IgG anti-PvCyRPA e os dados
epidemioldgicos desta mesma populacdo ndo foram identificadas correlacdes
estatisticamente significativas. No entanto, no caso das subclasses de anticorpos
IgG anti-PvCyRPA, observou-se que anticorpos IgG3 anti-PvCyRPA apresentaram
correlacao direta tanto com o tempo de residéncia no presente endereco (p=0,0500
e r=0,3739), como com o numero de episodios anteriores de malaria (p=0,0381 e
r=0,3743) (figuras 17a e 17b). Interessantemente, os IR’s de anticorpos IgG1 anti-
PVCyRPA apresentaram tendéncia de correlacdo com o nimero de meses desde a
dltima maléria (p=0,0673 e r=-0,3573) (figura 17c).
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Figura 17: Correlacdo dos indices de reatividade de anticorpos citofilicos anti-
PvCyRPA com fatores de exposigcao/protecéo.

5.5 Predicédo in silico dos possiveis epitopos de células B e T presentes na
proteina PvCyRPA

Para a realizacdo da predicéo foi utilizada uma combinacdo dos resultados
obtidos a partir de diferentes ferramentas de predicdo. Na identificacdo de epitopos
lineares de células B, foram selecionadas sete sequéncias capazes de ser preditas
por pelo menos trés destas cinco ferramentas. As sequéncias variaram de 9 a 19
aminoacidos e a maioria dessas sequéncias (N=5) se encontra inserida em epitopos
conformacionais continuos, com excec¢ao das sequéncias PVCyRPA B2 e PvCyRPA
B3 (tabela 1). A partir da predicéo, as sequéncias correspondendo aos epitopos de

células B foram sintetizadas e obtidas comercialmente sob a forma de peptideos.
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Predigdo sobreposta
Sequéncia Nome Inicio Fim Tamanho
Ellipro Bcpred BepiPred | ABCpred | EMINI

INSTWETQTTL Bl 58 68 11 X X X X
YKQRSKREGTI B2 96 106 11 X - X X
NSVTGTIYQKEDVQIDKE B3 111 128 18 X X X X
SYEYKTANKDNF B4 158 169 12 X - X -
RISTNNTAR B5 218 226 9 X X -
TLDVTNEGKKEYKFKC B6 234 249 16 X - -
TEQNATIVVKPKVQONDDLNG B7 289 307 19 X - X

Tabela 1: Caracteristicas dos epitopos de células B selecionados e dos algoritmos

utilizados capazes de prever cada uma das sequéncias.

Na predicdo de epitopos de células T CD4, foram selecionadas dez
sequéncias na PvCyRPA, sendo todas essas sequéncias capazes de reconhecer
pelo menos 60% dos mais comuns HLASs circulantes no mundo (tabela 2). A partir
do resultado desta predicdo, os peptideos foram sintetizados e obtidos
comercialmente e organizados em pools para a realizacao dos ensaios de ELISPOT.
Ao todo foram criados cinco pools, onde cada um desses pools continha quatro das
sequéncias identificadas na predicdo. Os pools do um ao pool quatro foram
construidos obedecendo a sequéncia e organizacao original da proteina, com quatro
peptideos cada, e sobreposicdo de dois peptideos correspondendo as duas ultimas
sequéncias do pool anterior, a fim de cobrir toda a extensdo da PvCyRPA. J& o pool
cinco foi construido baseado nas quatro sequéncias com maior frequéncia de
reconhecimento de alelos de HLA (PvCyRPA T1, PvCyRPA T3, PVCyRPA T5 e
PvCyRPA T9). Foi criado ainda um pool extra, denominado megapool, contendo
todos os dez peptideos identificados como demonstrado na tabela 3.
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Numero de Mediana
Sequéncia Inicio Fm alelos de HLA classificacao
ligantes percentil
Tl 49 63 20 (74%) 4,2
T2 54 68 17 (63%) 10,7
T3 102 116 20 (74%) 7,1
T4 167 181 18 (67%) 7,5
T5 216 230 20 (74%) 6,5
T6 221 235 18 (67%) 81
T7 232 246 17 (63%) 4,6
T8 287 301 18 (67%) 11,5
T9 306 320 21 (78%) 7
T10 340 354 17 (63%) 8,6

Tabela 2: Caracteristicas dos epitopos de células T selecionados na predicdo para

realizacdo de ensaios de ELISPOT.

Pooll | Pool2 Pool 5 Megapool
Tl T3 T1
T2 T4 T3
Todos os peptideos!
T3 T5 T5
T4 T6 T9

Tabela 3: Organizacdo dos peptideos correspondentes aos epitopos de células T nos
pools utilizados nos ensaios de ELISPOT.

Organizando toda a sequéncia da proteina PvCyRPA foram destacadas as
regides identificadas nas duas predicfes previamente realizadas e verificou-se uma
importante sobreposicdo de epitopos de células B e T ao longo de sua estrutura
(figura 18).
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Figura 18: Representacdo da localizacédo dos epitopos B e T indentificados na proteina
PvCyRPA.

5.6 Resposta imune celular de individuos naturalmente expostos a infeccao

frente aos peptideos sintéticos representando epitopos de células T

Utilizando os peptideos sintéticos correspondentes as sequéncias de epitopos
de células T CD4 preditas foram realizados ensaios de ELISPOT. No grupo dos
individuos infectados (N=30), 15 individuos (50%) apresentaram unidades
formadoras de spots (UFS) para pelo menos um dos pools testados (os resultados
variaram de 20,5 a 370 UFS). Dos 15 individuos capazes de produzir INFy frente
aos diferentes peptideos investigados, 60% (n=9) produziram INFy quando em
contato com o0s peptideos presentes no pool 2 (mediana de 37.5 spots), em
comparacao com 26,7% (n=4) para o pool 1 (mediana de 28.25 spots), 20% (n=3)
para o pool 3 (mediana de 48.5 spots), 30% (n=5) para o pool 4 (mediana de 31.5
spots), 26,7% (n=4) para o pool 5 (mediana de 40.5 spots) e 46,7% (n=7) para o
megapool (mediana de 34.5 spots). No entanto, ndo houve diferencas estatisticas
entre as frequéncias e os numeros de UFS encontrados para cada um dos pools
testados (figura 19a e 19hb).
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Figura 19: Resposta imune celular observada frente aos pools contendo os epitopos T
preditos. (a) Frequéncia de respondedores para os diferentes pools contendo
combinacfes de epitopos T (b) Quantidades de unidades formadoras de spots (UFS)
induzidas frente aos diferentes pools testados. A linha tracejada em vermelho indica o
valor de 20 UFS, individuos produtores de UFS superiores a esta marca foram
considerados produtores de INFy.
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6 DISCUSSAO

A populacdo utilizada no estudo consistiu em 90 individuos naturalmente
expostos a malaria, majoritariamente a malaria causada por P. vivax, com mediana
de 2 episddios anteriores da doenca e que residiram ao longo de toda a sua vida em
area endémica. Considerando estas amostras, observou-se que 47,5% desta
populacdo apresenta anticorpos IgM anti-PvCyRPA e que 50% apresenta anticorpos
IgG anti-PvCyRPA, ndo havendo diferenca estatistica entre estas frequéncias. Até o
momento, ndo existe na literatura cientifica trabalhos que investiguem a resposta
imune natural desencadeada por PvCyRPA. No entanto, existem poucas pesquisas
destinadas a P. falciparum que indicaram que a proteina € pouco imunogénica. De
acordo com estudos desenvolvidos utilizando amostras de pacientes provenientes
de regibes do Gana com elevada transmissdo de malaria as frequéncias de
anticorpos IgG anti-PfCyRPA variaram de 0 a 11,5% (187, 213), em comparacao a
estes estudos as frequéncias de anticorpos IgG anti-PvCyRPA obtidas neste
trabalho foram relativamente superiores.

N&o foram observadas diferencas estatisticas em relacdo as caracteristicas
epidemioldgicas da populacdo quando comparados os individuos respondedores
dos ndo respondedores para anticorpos IgG anti-PvCyrRPA. No entanto, no caso
dos anticorpos IgM anti-PvCyRPA, os individuos respondedores apresentaram um
namero superior de episddios de maléria no ultimo ano (NEMUA) assim como um
namero inferior de meses desde a ultima malaria (MDUM). Além disso, os resultados
indicaram uma correlacdo direta entre os IR’'s de IgM anti-PvCyRPA e NEMUA
(p=0.0226 e r=0.2457), assim como uma correlagao inversa com MDUM (p<0.0001 e
r=-0.6066), que podem ser importantes levando em consideragdo o N amostral
reduzido desse trabalho. Juntos, tais dados sugerem que a presenca de anticorpos
IgM anti-PvCyRPA é um possivel indicativo de infec¢des recentes. Até o momento,
nao existem estudos na literatura cientifica que investiguem a resposta de anticorpos
IgM anti-CyRPA no caso de P. vivax ou de P. falciparum. Apesar disso, anticorpos
IgM ja foram destacados em um importante mecanismo de inibicdo da invaséo de
eritrocitos a partir da ativacdo e fixacdo de complemento na superficie de
merozoitas. Ensaios utilizando CHMI com P. falciparum em individuos nunca
infectados, demonstraram que a inducdo de anticorpos IgM contra as proteinas de

merozoitas MSP-2, AMA-1 e EBA175 ocorre entre os dias 14 e 30 apos a inoculagéo
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dos parasitos. Nesse mesmo trabalho também foi demonstrado que em individuos
provenientes de areas endémicas de malaria os niveis de IgM induzidos contra
proteinas de merozoitas permanecem detectaveis até 12 meses apoés infeccdes
causadas por P. falciparum (214).

Quando os resultados obtidos foram separados de acordo com 0s grupos
estudados (infectados, Ex10 e ExN10), verificou-se tanto frequéncias como IR’s
superiores de anticorpos IgM anti-PvCyRPA no grupo dos pacientes infectados
gquando comparados aos outros 2 grupos contendo 0s pacientes expostos. Este
resultado em combinagdo com os resultados anteriormente descritos da diferenga
das medianas de NEMUA e MDUM entre respondedores e ndo respondedores para
IgM anti-PvCyRPA, reforcam a possibilidade de que IR’s elevados de IgM anti-
PvCyRPA atuem como indicadores tanto de infecgcbes em curso como de infec¢des
recentes.

Apos a determinacdo do perfil das subclasses de anticorpos IgG anti-
PVCyRPA induzido, verificaram-se frequéncias e IR’s semelhantes entre as
subclasses de anticorpos IgG1, 1gG2 e IgG3. Apesar disso, € interessante destacar
a elevada frequéncia de anticorpos IgGl e IgG3 encontradas (62,2% e 55,6%
respectivamente), sendo tais anticorpos citofilicos as principais subclasses
identificadas em um estudo com a PfCyRPA (213) além de serem amplamente
descritos na literatura cientifica como protetores para a maléaria (215-219). Além
disso, os resultados indicaram uma tendéncia de correlagdo entre os IR’s de
anticorpos IgG3 anti-PvCyRPA com o tempo de residéncia no presente endereco
(TRPE) (p=0.0500 e r=0.3739), assim como uma correlacdo direta com o numero de
episédios anteriores de malaria (NEM) (p=0.0381 e r=0.3743). Tais dados estédo de
acordo com o que é amplamente descrito na resposta imune identificada como
protetora contra a maléaria, de que é necessdaria uma exposicao continua ao longo de
anos e sucessivas infeccdes a fim de induzir anticorpos protetores (218, 220-222).

Utilizando diferentes ferramentas de predicdo combinadas a fim de refinar os
resultados da predicéo, foram selecionadas sete sequéncias de epitopos lineares de
células B presentes na PVCyRPA e dez sequéncias correspondentes a epitopos de
células T CD4. AplGs a analise da estrutura da proteina e das diferentes regides
onde estas sequéncias estdo inseridas, € interessante destacar a sobreposicédo que
ocorre de diferentes epitopos de células B e T CD4, especialmente em dois blocos
da proteina. O primeiro bloco parte do aminoacido 49 ao 181 e o segundo do

aminoacido 218 ao 320, demonstrando que a PvCyRPA apresenta regides capazes
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de induzir tanto uma resposta imune humoral quanto uma resposta imune celular.
Tal caracteristica desta proteina é extremamente favoravel para a inducdo de uma
resposta imunolégica complexa (envolvendo tanto a producdo de anticorpos como
acOes mediadas por células T CD4), sendo esta uma condi¢gdo promissora para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a maléaria (223-226).

Por fim, as diferentes sequéncias de epitopos de células T preditas foram
organizadas em pools e testadas em ensaios de ELISPOT a fim de quantificar a
producéo de INF-y no grupo dos individuos infectados por P. vivax (N=30). Todos os
pools testados nos ensaios de ELISPOT foram capazes de induzir a producao de
INF-y em diferentes niveis. No entanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas na quantidade de unidades formadoras de spots (UFS) nos 15
individuos (50%) capazes de produzir INF-y frente as diferentes combinacdes de
epitopos de células T CD4 utilizadas. Apesar disso, é interessante destacar que nos
ensaios de ELISPOT, os pools 2, 3 e 5, apresentaram as maiores medianas
observadas e compartilham entre si uma Unica sequéncia em comum que
corresponde ao epitopo T5, sequéncia inserida no bloco mais proximo a porcéo C-
terminal da proteina. Esses resultados sugerem que o bloco dos aminoacidos 218
ao 320, ja destacado como uma regido rica em epitopos B e T, no qual o epitopo T5
esta inserido, consiste em uma promissora por¢cao da PvCyRPA para compor uma

vacina isoladamente ou em combinacdo com outros antigenos contra P. vivax.
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7/ PERSPECTIVAS

Como perspectivas, pretendemos durante o doutorado finalizar os ensaios de
ELISPOT ja iniciados nos grupos de individuos expostos (Ex10 N=30 e ExN10
N=30). Além disso, sera realizada a investigacao dos peptideos de maneira isolada
a partir da selecdo dos pools mais promissores. Iniciaremos também os ensaios de
ELISA utilizando os peptideos sintéticos correspondentes aos epitopos de células B
em toda populacdo proveniente de area endémica (N=90). Tais ensaios nao
puderam ser concluidos em funcdo do isolamento social determinado frente a
pandemia do Covid-19. A partir desses dados poderemos confirmar a antigenicidade
e imunogenicidade dos epitopos identificados na predicdo de epitopos de células B
e T CD4 realizada, assim como as regiées mais promissoras da proteina PvCyRPA.
Os resultados dos ensaios utilizando a proteina PvCyRPA recombinante e seus
epitopos de células B e T obtidos no mestrado serdo finalizados e utilizados ao
longo do doutorado na construcdo de uma vacina hibrida de estagio eritrocitico em
conjunto com as proteinas PVEBP e PvRipr.

76



8 CONCLUSOES

A partir da deteccdo da producéo de anticorpos anti-PvCyRPA (IgM, IgG e
subclasses) mediante ensaios de ELISA com a proteina recombinante constatou-se
gue a PvCyRPA é naturalmente imunogénica na populacéo de estudo. Os niveis de
anticorpos IgM produzidos contra esta proteina parecem representar um indicativo
de infeccbes recentes nessa populacdo. A proteina PVCyRPA apresenta regides
com importante sobreposicéo de epitopos B e T. Nos ensaios iniciais de ELISPOT,
todos os peptideos correspondentes aos epitopos de células T CD4 presentes na
PvCyRPA foram capazes de induzir a producao de INF-y. Dentre eles, destaca-se o
epitopo T5 presente na regido C-terminal da proteina. Por fim, os dados obtidos
neste trabalho correspondem aos primeiros relatos da resposta imune contra a
PVCyRPA em populacbes brasileiras e reforcam o potencial desta proteina para

compor uma vacina contra o P. vivax.
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10 ANEXOS

Anexo | — Resultados da expresséao da proteina recombinante PvCyRPA

Teste expressdo PvCyrpa em E. coli BL21 STAR
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PvCyrpa 46kDa

Teste expressdo E. coli BL21 STAR
Diferentes temperaturas e tempo de inducéo

Indugdo 15°C- overnight
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Anexo Il — Resultados de HPLC dos peptideos sintéticos (WatsonBio)

HPLC Report

Structure: EK-15

Sequence: [H]-ECYLYYTEQNATVVK-[OH]
Order ID/Name: 104321-1/Item-1

Lot No.: WB176872-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 82% 18%

25min 57%  43%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

mv

1100

000

100

00

00

Peak No. RetTime Height Area Conc.

1 9.249 3601 28119 0.2233

2 9.416 5297 40885 0.3247

3 9.565 5960 66170 0.5255

4 10.009 886228 12053730 95.73

5 10.468 23570 282588 2.244

6 10.806 10213 120449 0.9565
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-1

Sequence: [H-ECYLYYTEQNATIVVK-[OH]
Data Acquired: 2/15/2019 Probe: ESI Probe bias: 4.5 kV
Acquired by: SHAO Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min Detector: 1.5 kV
Injection Volume: 1 CDL: 20.0 V T.Flow: 0.2 mL/min
Sample Name: 104321-1 CDL Temp: 250 °C B.conc: 50% H>0/50% ACN
MW: 1836.1 Block Temp: 200 °C

Lot No.: WB176872-P190124

ien (ci,000)
17H N5%

175

15K

4815

] (i) m 1] m L] 1w 5] 130 ] B 0 1 180 190 me
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HPLC Report

Structure: SI-15

Sequence: [H]-SVFNFIHNDEIIIVI-[OH]
Order ID/Name: 104321-2/Item-2

Lot No.: WB176873-P190124
Column:  4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

95

100% acetonitrile Gradient: A B
0.01min 85% 15%
25min 60% 40%
25.1min 0%  100%
30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl
mv
1300
Kl
100
-000
00
100
+00
-~ I I =+
ron
| | | | | | |
Peak No. RetTime Height Area Conc.
1 6.958 6937 65083 0.3601
2 9.479 1120992 17518294 96.91
3 9.998 24713 357017 1.975
4 19.007 7973 93024 0.5146
5 19.246 5018 42641 0.2359
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-2

Sequence: [H]-SVFNFIHNDEIIIVI-[OH]

Data Acquired: 2/23/2019
Acquired by: YU

Injection Volume: 1

Sample Name: 1043212
MW: 1773.08

Lot No.: WB176873-P190124

Probe: ESI

Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min
CDL: 20.0 V

CDL Temp: 250 °C

Block Temp: 200 °C

Probe bias: 4.5 kV
Detector: 1.5 kV

T.Flow: 0.2 mL/min
B.conc: 50% H>0/50% ACN
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Structure: DI-15

HPLC Report

Sequence: [H]-DIYFLFRNELYKTCI-[OH]
Order ID/Name: 104321-3/Item-3

Lot No.: WB176874-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 2% 28%

25min 47%  53%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

I

80

0

60

0

Peak No. RetTime Height Area Conc.

1 11.698 3749 62004 0.9837

2 12.073 7087 87802 1.393

3 13.178 11299 115894 1.839

4 14.282 479680 6037962 95.78
Total 100.0000
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Order ID:
Sequence:

nkzn (00 000)

Mass Spectrum Report

104321-3

Data Acquired: 2/15/2019
Acquired by: SHAO

Injection Volume: 1

Sample Name: 104321-3
MW: 1938.29

Lot No.: WB176874-P190124

[H-DIYFLFRNELYKTCI-[OH]

Probe: ESI

Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min
CDL: 20.0 V

CDL Temp: 250 °C

Block Temp: 200 °C

Probe bias: 4.5 kV
Detector: 1.5 kV
T.Flow: 0.2 mL/min

B.conc: 50% H,0/50% ACN

13H
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Structure: LF-15

HPLC Report

Sequence: [H]-LQKGVPYFYLRPIIF-[OH]
Order ID/Name: 104321-4/1tem-4

Lot No.: WB176875-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 2% 28%

25min 47%  53%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

mv
900

0

0

L00

00

Peak No Ret Time Height Area Conc.

1 12.642 5669 159612 0.8337

2 14.213 741154 18522805 96.75

3 14.673 36866 462278 2.415
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-4

Sequence: [H-LQKGVPYFYLRPIIF-[OH]
Data Acquired: 2/15/2019 Probe: ESI Probe bias: 4.5 kV
Acquired by: SHAO Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min Detector: 1.5 kV
Injection Volume: 1 CDL: 20.0 V T.Flow: 0.2 mL/min
Sample Name: 1043214 CDL Temp: 250 °C B.conc: 50% H,0/50% ACN
MW: 1854.29 Block Temp: 200 °C

Lot No.: WB176875-P190124
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HPLC Report

Structure: TS-15

Sequence: [H]-TVKNKKFLLICGILS-[OH]
Order ID/Name: 104321-5/Item-5

Lot No.: WB176876-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 75%  25%

25min 50% 50%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

mv
-360

20

80

)

Peak No. RetTime Height Area Conc.
1 7.597 5226 43405 1.441
2 9.028 4593 38071 1.264
3 9.601 247311 2872115 95.34
4 21.482 2637 58756 1.951
Total 100.0000
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Order ID:
Sequence:

Data Acquired: 2/15/2019

Acquired by: YU
Injection Volume:

Mass Spectrum Report

104321-5
[H]-TVKNKKFLLICGILS-[OH]

1

Sample Name: 104321-5

MW: 1677.13

Lot No.: WB176876-P190124

Probe: ESI

Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min
CDL: 20.0 V

CDL Temp: 250 °C

Block Temp: 200 °C

Probe bias: 4.5 kV

Detector: 1.5 kV

T.Flow: 0.2 mL/min
B.conc: 50% H,0/50% ACN

''''''
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Structure: PG-15

Sequence: [H]-PYFYLRPIIFGDEFG-[OH]

Order ID/Name: 104321-6/Item-6
Lot No.: WB176877-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston
Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in
100% acetonitrile Gradient:

0.01min 70%
25min 45%
25.1min 0%
30min

Volume: 10 pl

100%
STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm

HPLC Report

mv
H1100

L
00
0

0

Peak No. RetTime Height Area Conc.

1 6.518 12471 122451 1.402

2 8.103 10595 114487 1.311

3 11.898 4244 49731 0.5694

4 12.924 4346 89509 1.025

5 13.103 883811 8322575 95.28

6 15.457 4902 35866 0.4106
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-6

Sequence: [H-PYFYLRPIIFGDEFG-[OH]
Data Acquired: 2/15/2019 Probe: ESI Probe bias: 4.5 kV
Acquired by: SHAO Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min Detector: 1.5 kV
Injection Volume: 1 CDL: 20.0 V T.Flow: 0.2 mL/min
Sample Name: 104321-6 CDL Temp: 250 °C B.conc: 50% H,0/50% ACN
MW: 1834.12 Block Temp: 200 °C

Lot No.: WB176877-P190124

nizn ix0,000)
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Structure: VK-15

HPLC Report

Sequence: [H]-VTKLNGYYITSYVKK-[OH]
Order ID/Name: 104321-7/Item-7

Lot No.: WB176878-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B
0.01min 85% 15%
25min 60%  40%
25.1min 0%  100%
30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl
v
100
000
00
[0
w A | \L ~ —A

Peak No Ret Time Height Area Conc.
1 13.346 963996 13268206 97.44
2 13.825 5530 48741 0.358
3 19.755 34890 29970 2.201
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-7

Sequence: [H-VTKLNGYYITSYVKK-[OH]
Data Acquired: 2/15/2019 Probe: ESI Probe bias: 4.5 kV
Acquired by: SHAO Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min Detector: 1.5 kV
Injection Volume: 1 CDL: 20.0 V T.Flow: 0.2 mL/min
Sample Name: 1043217 CDL Temp: 250 °C B.conc: 50% H,0/50% ACN
MW: 1777.11 Block Temp: 200 °C

Lot No.: WB176878-P190124
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Structure: DV-15

HPLC Report

Sequence: [H]-DESKALFIYSTGYGV-[OH]
Order ID/Name: 104321-8/Item-8

Lot No.: WB176879-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 80% 20%

25min 55%  45%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

mvV
-1400

200

000

00

Peak No. RetTime Height Area Conc.

1 7.951 64440 490241 3.281

2 8.630 10318 76691 0.5132

3 10.662 1147772 14217869 95.16

4 11.176 15994 156839 1.05
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-8

Sequence: [H-DESKALFIYSTGYGV-[OH]
Data Acquired: 2/15/2019 Probe: ESI Probe bias: 4.5 kV
Acquired by: SHAO Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min Detector: 1.5 kV
Injection Volume: 1 CDL: 20.0 V T.Flow: 0.2 mL/min
Sample Name: 104321-8 CDL Temp: 250 °C B.conc: 50% H,0/50% ACN
MW: 1649.83 Block Temp: 200 °C

Lot No.: WB176879-P190124
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Structure: DN-15

HPLC Report

Sequence: [H]-DEFGFYFYSRISTNN-[OH]
Order ID/Name: 104321-9/Item-9

Lot No.: WB176880-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 75%  25%

25min 50% 50%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

I

E

80

0

Peak No. RetTime Height Area Conc.

1 11.538 7356 108340 1.234

2 12.319 11003 196907 2.243

3 12.659 612535 8386622 95.53

4 13.120 5146 86790 0.9887
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-9

Sequence:

Data Acquired: 2/15/2019

Acquired by: SHAO
Injection Volume: 1
Sample Name: 1043219
MW: 1859.99

Lot No.: WB176880-P190124

[H-DEFGFYFYSRISTNN-[OH]

Probe: ESI

Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min
CDL: 20.0 V

CDL Temp: 250 °C

Block Temp: 200 °C

Probe bias: 4.5 kV
Detector: 1.5 kV

T.Flow: 0.2 mL/min
B.conc: 50% H>0/50% ACN
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Structure: FK-15

HPLC Report

Sequence: [H]-FRNELYKTCIQHVIK-[OH]
Order ID/Name: 104321-10/ltem-10

Lot No.: WB176881-P190124
Column: 4.6x250 mm, Boston

Green ODS-AQ Solvent A: 0.1%
trifluoroacetic in 100% water

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in

100% acetonitrile Gradient: A B

0.01min 82% 18%

25min 57%  43%

25.1min 0%  100%

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm
Volume: 10 pl

0

| | | | | | | | | |
Peak No Ret Time Height Area Conc.
1 16.404 7456 79929 0.3833
2 16.773 1309441 20612480 98.85
3 18.054 14457 160640 0.7703
Total 100.0000
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Mass Spectrum Report

Order ID: 104321-10

Sequence: [H-FRNELYKTCIQHVIK-[OH]
Data Acquired: 2/15/2019 Probe: ESI Probe bias: 4.5 kV
Acquired by: SHAO Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min Detector: 1.5 kV
Injection Volume: 1 CDL: 20.0 V T.Flow: 0.2 mL/min
Sample Name: 104321-10 CDL Temp: 250 °C B.conc: 50% H,0/50% ACN
MW: 1892.26 Block Temp: 200 °C

Lot No.: WB176881-P190124
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Antibody Responses Against
Plasmodium vivax TRAP
Recombinant and Synthetic Antigens
in Naturally Exposed Individuals
From the Brazilian Amazon
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Barbara de Oliveira Baptista®, Rodrigo Medeiros de Souza*, Lana Bitencourt-Chaves’,
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Thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) is essential for sporozoite motility
and the invasion of mosquitoes’ salivary gland and vertebrate’s hepatocyte and s,
thus, considered a promising pre-erythrocytic vaccine candidate. Despite the existence
of a few reports on naturally acquired immune response against Plasmodium vivax
TRAP (PVvTRAP), it has never been explored so far in the Amazon region, so
results are conflicting. Here, we characterized the (IgG and IgG subclass) antibody
reactivity against recombinant PVvTRAP in a cross-sectional study of 299 individuals
exposed to malaria infection in three municipalities (Cruzeiro do Sul, Méancio Lima
and Guajara) from the Acre state of the Brazilian Amazon. In addition, the full
PVTRAP sequence was screened for B-cell epitopes using in silico and in vitro
approaches. Firstly, we confirmed that PVvTRAP is naturally immunogenic in the cohort
population since 49% of the individuals were IgG-responders to it. The observed
immune responses were mainly driven by cytophilic IgG1 over all other sublcasses
and the IgG levels that was corelated with age and time of residence in the
studied area (p < 0.05). Interestingly, only the levels of specific anti-TRAP IgG3
seemed to be associated with protection, as IgG3 responders presented a significantly
higher time elapse since the last malaria episode than those recorded for IgG3
non-responders. Regarding the B-cell epitope mapping, among the 148 responders
to PVTRAP, four predicted epitopes were confirmed by recognition of antibodies
(PVTRAPR197_H227; PVTRAPg237_T258; PVTRAPP344_ga74; and PVTRAPEs39-k4s4).
Nevertheless, the frequency of responders against these peptides were low and did not
show a clear correlation with the antibody response against the corresponding antigen.
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Immune Response to PVTRAP in BRAZIL

Moreover, none of the linear confirmed epitopes were located in the binding regions of
PVTRAP in respect to the host cell ligand. Collectively, our data confirm the PVvTRAP
immunogenicity among Amazon inhabitants, while suggesting that the main important

B-cell epitopes are not linear.

Keywords: malaria, Plasmodium vivax, PvTRAP, humoral immune response, epitope mapping

INTRODUCTION

Malaria is caused by parasites belonging to the Plasmodium
genus. Two species are considered the main etiological agents:
Plasmodium falciparum and P. vivax (1). P. falciparum is more
prevalent in Africa and is responsible for most cases of death
around the world, and P. vivax is prevalent in the Americas (2).
Despite several pre-clinical and a few clinical trials aiming for
a global P. vivax vaccine development, there is still no licensed
vaccine available.

The leading vaccine candidates against P. vivax are designed to
tackle the pre-erythrocytic stage of lifecycle, and the sporozoite
protein TRAP (thrombospondin-related adhesive protein) has
been considered a promising candidate antigen. TRAP is a
highly conserved transmembrane Plasmodium protein belonging
to the TRAP/Micronemal protein 2 family (TRAP / MIC2).
It is required for sporozoite motility and, in conjunction
with the circumsporozoite (CS) protein, is essential for
sporozoite invasion in the salivary gland of the mosquito and
vertebrate hepatocytes (3, 4). Structurally, TRAP contains an N-
terminal hydrophobic sequence (domain I), an integrin A-type
magnesium binding Domain (domain II), a thrombospondin
type I replications (domain III), an acid proline/asparagine
domain region (IV), a hydrophobic transmembrane domain
(V domain), and a cytoplasmic tail region (5). Sporozoite
locomotion is mediated by the subpellicular actomyosin system
that binds to the cytoplasmic tail of TRAP (6). Despite the
functional importance of TRAP in parasite survival, analysis of
P. falciparum TRAP (PfTRAP) and P. vivax (PvTRAP) loci of
clinical isolates revealed a small sequence heterogeneity (7).

The potential of TRAP as vaccine antigen is currently
supported by several reports of immunogenicity and protection
in mice, non-human primates and humans. For instance,
in a murine model, co-immunization of CSP with TRAP
provided complete protection against a parasite challenge,
whereas vaccination using only CSP provided only partial
protection (8). In monkeys, immunization with synthetic
peptides representing domain II of PYTRAP was able to protect
2/3 of the challenged animals with P. vivax sporozoites (9).
In humans, Phase Ila clinical trials with PfTRAP showed
complete sterile protection in more than 20% of vaccinated
individuals and delayed patency in 58% (10). In fact, TRAP-
specific CD8+ T lymphocytes seem to be key mediators
in the protection against sporozoite challenge in mouse
vaccination assays (11) and in clinical trials with PfTRAP-
vaccinated human individuals (10). However, antibodies
are also important players in protection due to its activity
on sporozoite motility/invasion blocking (12, 13) and, in
this context, recent sero-epidemiological studies showed

that anti-PfTRAP antibodies were negatively correlated with
parasite density among infected individuals in malaria endemic
areas (14, 15).

However, there is still little knowledge about TRAP natural
antigenicity in P. vivax-exposed populations. Epidemiological,
genetic, and environmental factors can influence the
development of immunity against malaria parasites, and the
understanding of humoral immune responses is relevant because
the knowledge of the specific patterns of antibodies response
across different endemic areas worldwide can improve the
vaccine development process (16). Moreover, since antibodies
recognize antigens through their binding to B-cells epitopes,
the prediction of epitopes recognized by the immune humoral
response can allow the development of epitope-based vaccines
(17-19). Our present study provides, for the first time, an
evaluation of the antibody response to PvTRAP in individuals
of the Brazilian Amazon, by characterizing the specific profile
of PVTRAP IgG subclasses antibodies and identifying linear
B-cell epitopes that participate in the natural immune acquired
response. Results are discussed along with data on individual
exposure and protection.

MATERIALS AND METHODS

Study Area and Volunteers

A cross-sectional cohort study was conducted involving 352
individuals from three different endemic areas of Acre (Figure 1):
Cruzeiro do Sul (n = 124), Guajard (n = 87), and Mancio
Lima (n = 88). Fifty-three samples from individuals living
in non-endemic areas from Rio de Janeiro were considered
the control group. Samples and survey data were collected
from June 2016 to August 2016. Written informed consent
was obtained from all donors and the study was reviewed and
approved by the Oswaldo Cruz Foundation Ethical Committee
and the National Ethical Committee of Brazil (CEP-FIOCRUZ
CAAE 46084015.1.0000.5248).

Epidemiological Survey

In order to evaluate the possible influence of epidemiological
factors on humoral immunity against PvTRAP, all donors
were interviewed. The survey included questions related to
personal exposure to malaria, such as years of residence in the
endemic area, recorded individual and family previous malaria
episodes, use of malaria preventive measures, presence/absence
of symptoms, and personal knowledge on malaria transmission.
The volunteers answered the questions and all epidemiological
data were stored in Epi-Info (Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, USA) for subsequent analysis.
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FIGURE 1 | Areas of samples collection. The three areas of sample collection in the north of Brazil (state of Acre) are approximately fifty kilometers apart from each
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Malaria Diagnosis and Blood Sampling
Peripheral blood samples were collected by venipuncture
in heparin tubes. After centrifugation (350 x g, 10min),
the plasma was collected and stored at —20°C and
transported to our laboratory. Thin and thick blood
smears of all donors were examined for malaria parasites.
Parasitological evaluation was done by examination of
200 fields at 1,000x magnification under oil-immersion
and a research expert in malaria diagnosis examined all
slides. All donors found positive for P. vivax and/or P.
falciparum at blood smears were subsequently treated using
the chemotherapeutic regimen recommended by the Brazilian
Ministry of Health.

Recombinant PvTRAP

For the expression and purification of PVIRAP protein,
the codon-optimized gene of P. vivax TRAP (UniProt
A5K806, residues Asp25 to Lys493) was cloned into the
pHLsec vector (20), which is flanked by the chicken
P-actin/rabbit B-globin hybrid promoter with a signal
secretion sequence and a Lys-His6 tag. Endogenous PvTRAP
secretion signal (a.a. 1-24) was replaced by a signal sequence
contained in the PHLsec mammalian expression plasmid
(MGILPSPGMPALLSLVSLLSVLLMGCVA). In order to improve
secretion of the PVIRAP protein, the C-terminal region of
PvTRAP (a.a. 494-556) was deleted. The pHLsec PvIRAP
plasmid (500 pg) was transfected in HEK-293T cells using
polyethyleneimine (PEI) in roller bottles (surface area of
2,125 cm?) under standard cell culture conditions. Five days
after transfection cells were discarded and media was filtered
through 0.22 uM disposable filters. The secreted protein was
purified from the supernatant by Nickuel Sepharose affinity
chromatography (HisTRAP™, GE Healthcare), using the Akta
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Start chromatography system and eluted with Imidazole 500 mM.
Finally, eluted protein was dylazed using Slide-A-Lyzer™
cassette (Fisher Scientific) against 1X PBS.

ELISA

Antibody binding to PvIRAP was evaluated on plasma
samples by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Briefly, MaxiSorp 96-well-plates (Nunc, Rochester, NY, USA)
were coated with PBS containing 1.5pug/ml of recombinant
PvTRAP. After overnight incubation at 4°C, the plates were
washed with PBS-Tween and blocked for 1h at 37°C. Plasma
samples diluted 1:100 in PBS-Tween containing 5% non-fat dry
milk (PBS-Tween-M) were added in duplicate wells for each
individual. After 1h at 37°C and three washings procedures,
specific antibodies were detected by peroxidase-conjugated anti-
human IgG (Sigma, St. Louis) and followed by the addition
of o-phenylenediamine and hydrogen peroxide. Optical density
was accessed at 490 nm using a SpectraMax 250 ELISA reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Results for total IgG
were expressed as reactivity indexes (RIs), which represent the
mean optical density of each tested sample divided by the mean
optical density of 10 non-exposed control individuals’ samples
plus 3 standard deviations. Subjects were scored as responders
to PvTRAP if the RI of IgG against the recombinant protein
was higher than 1. Additionally, IgG subclasses were evaluated
on responders by the same method, using peroxidase-conjugated
goat anti-human IgGl1, IgG2, IgG3, and 1gG4 (clone HP-6001 for
IgG1, HP-6002 for 1gG2, HP-6050 for IgG3, HP-6023 for IgG
-Sigma, St. Louis).

B-Cell Epitope Prediction

To predict linear B-cell epitopes on entire sequences of
PvTRAP (U64901.1; Salvador 1), we used a combination
of three prediction algorithms: BCpreds (http://ailab.ist.psu.
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edu/bepred/predict.html), BepiPred1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/BepiPred-1.0/), and ABCpred (http://crdd.osdd.net/
raghava/abcpred). BepiPred 1.0 (21) is based on hidden Markov
model profiles of known antigens, and also incorporates
hydrophobicity and secondary structure prediction. We used the
recommended cutoff of 0.90 to determine potential B-cell linear
epitopes. Furthermore, ABCpred and BCpreds are both based
learning methods of the machine. In this study, we considered
threshold values of 0.3, 0.51, and 75% to BepiPred, ABCpred, and
BCpreds, respectively. All sequences with more than 10 amino
acids and predicted for at least two of prediction algorithms were
considered as a linear B-cell epitope and evaluated by antigenicity
using the Vaxijen algorithm (http://www.ddg-pharmfac.net/
vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html). VaxiJen is the first server for
alignment-independent prediction of protective antigens. It
was developed to allow antigen classification solely based on
the physicochemical properties of proteins without recourse
to sequence alignment. Bacterial, viral and tumor protein
datasets were used to derive models for the prediction of whole
protein antigenicity, showing prediction accuracy from 70 to
89% (22). To evaluate the antigenicity of predicted epitopes
we used the threshold of 0.6. All predicted epitopes with a
Vaxijen score higher than threshold value (0.6) were selected to
experimental validation.

Peptide Synthesis

After a consensual analysis of the in silico prediction tools,
four peptide sequences appeared as relevant epitopes within
PvTRAP. Therefore, the sequences were synthesized by
fluorenylmethoxycarbonyl (F-moc) solid-phase chemistry (23)
(GenOne Biotechnologies, Brazil). Analytical chromatography
of the peptides demonstrated a purity of >95% and the mass
spectrometric analysis also indicated the estimated masses for
each of them: 3395.78 g/mol (peptide PvTRAPR197—-H227),
2332.61 g/mol  (peptide  PVTRAPg37-7258), 3487.59
g/mol (peptide PVTRAPp3ss_G3zs), and 2333.55 g/mol
(peptide PvTRAPE439_1460)-

Confirmation of B-Cell Epitopes (Peptide
ELISA)

To confirm the overlapping epitopes detected with the prediction
programs, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was
performed. MaxiSorp 96-well-plates (Nunc, Rochester, NY, USA)
were coated with PBS containing 0.5 g/ml of each peptide,
followed by overnight incubation at 37°C. The plates were
washed and blocked with BSA 4% for 1h and 30 min at 37°C in
the humid incubator. After this, the individual plasma samples
were diluted 1:100 in PBS-Tween containing BSA 2% in duplicate
wells. After 2h at 37°C in the humid incubator, and three
washings with PBS-Tween, bound antibodies were detected
with peroxidase-conjugated goat anti-human IgG (Sigma, St.
Louis) and followed by the addition of o-phenylenediamine and
hydrogen peroxide. Optical density was identified at 490 nm
using a SpectraMax 250 ELISA reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). As made for recombinant protein, the
results for each peptide were expressed as reactivity indexes
(RIs), which were calculated by the mean optical density of
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an individual’s tested sample divided by the mean optical
density of 10 non-exposed control individuals’ samples plus 3
standard deviations.

Statistical Analysis

All statistical analyses were carried out using Prism 5.0
for Windows (GraphPad Software, Inc.). The one-sample
Kolmogorov-Smirnoff test was used to determine whether a
variable was normally distributed. The Mann-Whitney test was
used to compare RIs of IgG against recombinant PvTRAP
between studied groups. Differences in proportions of the RI of
IgG subclasses and epidemiological parameters were evaluated by
Fisher’s exact test and associations between antibody responses
and epidemiological data were determined by Spearman rank
test. A two-sided p < 0.05 was considered significant.

We used a principal component analysis (PCA) to detect
the variation pattern of Anti-PvTRAP total IgG, age, time of
residence in endemic area, time since last infection response,
and number of previous malaria infections. Our objective was to
reduce dimensionality of multivariate data to detect the variables
that explained the variance structure of the data. Each axis of
PCA, hereafter named Principal Component (PC) represents the
amount of variation associated to this axis. Each variable studied
in the PCA has a loading value indicating its contribution to
each PC. In the graph, individuals are represented as points
located between principal component 1 (PC1) and principal
component 2 (PC2). Variables are represented as arrows and
its longitude represent its contribution to the variation of data.
Additionally, closer angles between variables (arrows), represents
more correlated variables, and angles closer to 90° represent
independence between variables (orthogonality).

To evaluate total IgG responses to PVTRAP peptides and
compare with PvTRAP recombinant protein, we constructed
a two-dimensional heatmap with hierarchical clustering
grouping individuals with similar responses and the responses
for peptides and recombinant PvIRAP. We calculated
Z-scores from transformed total IgG values for PvIRAP
peptides and recombinant protein: Z-score = [(PvTRAP
peptides/recombinant protein total IgG values - population
PvITRAP peptides/recombinant protein total IgG mean
value)/population PvIRAP peptides/recombinant protein
total IgG standard deviation]. Clustering was performed from
Z-scores using Euclidean distance metrics and Ward as the
linkage algorithm. PCA was constructed using vegan package
(24) and a two-dimensional heatmap was build using gplots
package (25) in R statistical environment (26).

RESULTS

Epidemiological Profile of Studied

Individuals

The studied population is composed of 299 individuals living in
three close municipalities of the Brazilian Amazon. The majority
was composed by adults and all individuals were naturally
exposed to malaria infection (Table 1). The age range was 12—
88 years with an average of 35 years, and the cohort presented
a similar prevalence in gender (male = 48.3%; female = 51.7%).

September 2019 | Volume 10 | Article 2230

116



Matos et al.

TABLE 1 | Summary of the epidemiological characteristics of studied individuals
enrolled in the survey.

Epidemiological features Total

(N =299)
Gender N (%)
Male 48.3%
Female 51.7%
Malaria exposure Mean (+SD)
Age 35 (£15.97)
Time of residence in the endemic area 34 (£16.10)
Time of residence in the present address 24 (+19.35)
Months since the last malaria episode 33 (£57.07)
Number of malaria episodes on the last year 0.82 (£1.13)
Number of previous malaria episodes 10 (+£12.41)
Previous species contracted N (%)
P, vivax 56 (19%)
P, falciparum 16 (5%)
P, vivax and R, falciparum 186 (62%)
Never infected 7 (2%)
Not reported 34 (11%)
Diagnosis N (%)
P, vivax 73 (24.4%)
P, falciparum 41 (13.7%)
Mixed 4 (1.3%)
Negative 181 (60.5%)
Species of the last infection N (%)
P, vivax 173 (48%)
P, falciparum 62 (17%)

Values of age, time of residence in endemic areas (TREA) and time of residence in
the present address (TRPA), months since the last malaria episode (MSLM), number
of malaria episodes on the last year, and number of previous malaria episodes (NPME)
are represented by mean (with standard variation values). The frequency of individuals
regarding to malaria diagnosis, previous infections and species of the last infection was
compared by Fisher's test, and other epidemiological parameters were compared by
Mann-Whitney test. We can observe that the prevalence of P. vivax cases is significantly
higher than that of P, falciparum cases (p < 0.0001).

The time of residence in malaria endemic area (TREA) ranged
from 3 to 88 years, which indicated different degrees of exposure
among the studied individuals. With regards to prior history
of malaria infections, 11% of all studied individuals did not
remember having had previous malaria episodes (PME) and
2% did not report any malaria episode during their entire
life. Sixty-two percent informed us of previous episodes of P.
falciparum and P. vivax malaria during their entire life, which
are the two prevalent species in Brazil. The number of past
infections reported by individuals also varied greatly, ranging
from 0 to 48 (mean = 8.62 =+ 10.24) and the time elapsed since
the last infection (TLI) varied from 0 to 240 months (mean
= 33.5 £ 57.1). Finally, at the time of blood collection, 118
(39.5%) individuals were naturally infected with Plasmodium sp.
The frequency of P. vivax infections (24.4%) was significantly
higher than that of P. falciparum infections (13.7%; p = 0.0016).
Collectively, the parameters evaluated indicated that the studied
population are naturally exposed to malaria, but have different
degrees of exposure and/or immunity.

Immune Response to PVvTRAP in BRAZIL

Frequency and Magnitude of IgG Immune

Response Against Recombinant PvTRAP

To verify if PVTRAP is a target of naturally acquired humoral
response against P. vivax in Brazilian amazon individuals, we
assessed the IgG reactivity against the recombinant antigen.
Firstly, we confirmed that PVTRAP is immunogenic in naturally
exposed individuals from the Brazilian Amazon, as 148 (49%)
individuals presented specific antibodies against the recombinant
PvITRAP (Figure 2A) with no significant difference among P.
vivax or P. falciparum infected individuals and exposed but
non-infected individuals (Figure S1). Among responders, the
reactivity indexes (RI) values ranged from 1.01 to 4.29 (mean =
1.55 + 0.48). We also assessed the overall distribution of the IgG
antibody subclass responses to PYTRAP protein using different
comparative analyses. Secondly, we determined subclass-specific
prevalence in total IgG positive responders, in which IgGl
was the most prevalent subclass present in 68% of responders
(Figure 2B), followed by IgG3 (49%) and IgG2 (45%). The
subclass with the lower frequency was IgG4 (16%). The frequency
of IgG1 responders was significantly higher when compared to
IgG2 (p = 0.0002), IgG3 (p = 0.0021), and IgG4 (p < 0.0001).
Thirdly, in relation to magnitude of antigen-specific IgG subclass
responses, a wide distribution of RIs was observed, which ranged
from 0.28 observed in IgG2 to 18.33 in IgGl. However, the
overall mean of specific subclass RIs indicate that IgG1 cytophilic
antibodies against PVTRAP (mean = 1.53 + 1.91) was also
significantly higher (p < 0.0001) than all other subclasses (IgG2 =
1.17 +£0.93,1gG3 = 1.08 £ 0.47), and IgG4 (mean = 0.76 =+ 0.60).

Influence of Malaria Exposure on Naturally
Acquired IgG Against PvTRAP

In order to identify the contribuition of epidemiological data
on the variation observed in humoral response to PYTRAP, data
was matched with the magnitude and frequency of responses to
PvTRAP. Firstly, we noted that the distribution of individuals
into ordination space was homogeneous, without evident groups
into it. Age and TREA were highly correlated, and previous
malaria infections as well as time since last malaria infection
were negatively correlated between them. However, only age
and TREA was related to RIs against PvTRAP IgG to data
variation. The nature of variables relationship was confirmed
by calculating the correlation between the anti-PvTRAP IgG
reactivity index and age (r = 0.190; p = 0.001) and TREA
(r = 0.194; p = 0.001). Antibody levels and the number of
previous infections were orthogonal variables and we also did
not observe correlation (r = 0.013; p = 0.832). A similar
result was observed in the PCA for anti-PvTRAP IgG reactivity
index and time elapsed since the last malaria episode (r =
—0.051; p = 0.398) (Figure 3). Regarding the IgG subclass and
malaria exposure and/or indicatives of protection, there was
no significant difference between subclass responders and non-
responders in relation to TREA or PME. However, interestingly,
the time elapsed since the last malaria episode was significantly
higher in TRAP-specific IG3 responders than non-responders
(Figure 4). This finding was corroborated by the observed
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FIGURE 2 | (A) Frequency of responders and reactivity indices of specific IgG antibodies. The red line represents the cutoff reactivity index (RI) value that was
considered to classify individuals as positive (>1) and negative (<1) for PvTRAP. (B) Profile of IgG subclasses in responder individuals for PvTRAP. ***p < 0.0001.
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FIGURE 3 | Principal Component analysis of IgG Anti-PvTRAP and
epidemiological variables. Representation of principal components 1 (PC1 =
40.96% and 2 PC2 = 25.43%). Each point in the graphs represents a single
individual along multidimensional space. The length of the arrows represents
the strengh in variability explaining for each principal component. (TREA, time
of residence in the endemic area; PMI, past malaria infections; TSLI, time since
the last malaria infection/episode).

correlation between IgG3 RIs against PVTRAP and the time
elapsed since the last malaria episode (r = 0.184; p = 0.0032).

In silico Prediction of B-Cell Linear
Epitopes of PvTRAP

Firstly, five sequences were predicted as potential linear B-cell
epitopes on PVvIRAP (PVTRAPR197_H227, PVTRAPE237_T253,
PvTRAPpy60-K279, PVTRAPp344—G374, and PVTRAPE439_Ka54)
(Figure 5A). Among these sequences, four (PYTRAPR197-H227
PVIRAPE237-T258, PVIRAPp344—G374, and PVIRAPE439-K454)
presented Vaxijen score higher than threshold value
(0.6) and were considered antigenic epitopes selected to
experimental validation. Regarding the localization of predicted
antigenic linear B-cell epitopes, epitopes PVIRAPE237_T258;
PvTRAPp344—G374, and PVTRAPg430-xass4 were localized
in repeat region of TRAP, while epitope PVTRAPRi97—H227
was inserted in thrombospondin type I repeat (TSR)
domain (Figure 5B).

Experimental Validation of Predicted Linear
B-Cell Epitopes

To validate predicted antigenic epitopes of PVTRAP, we tested by
ELISA the plasma from responders to the recombinant protein,
against selected epitopes (PVTRAPR197-H227, PYTRAPE237-T258,
PVTRAPp344_G374, and PYTRAPE439_K454).

Among the 148 responders to PYTRAP recombinant protein,
as showed in Figure 6, all predicted epitopes (PVTRAPR197-H227,
PvTRAPE237-T258, PVIRAPp344-—G374, and PVIRAPg439-_k454)
presented low frequencies of responders (26, 25, 32, and
29%, respectively). Beside, peptide Rjg7-Hzy; presented the
lowest magnitude of response (median = 1.25 interquartile

range = 1.13-1.47) when compared to PvTRAPE237-T258,
PvTRAPp344—G374, or PVIRAPg439_xa54 (median = 1.60
interquartile range = 1.22-2.65, p = 0.003; median = 1.87

interquartile range = 1.12-2.61, p < 0.0001; median = 1.44
interquartile range = 1.16-2.08, p = 0.035; respectively).

In order to investigate the protective role of antibodies against
linear epitopes of PVTRAP, we compared epidemiological data
from individuals who recognized at least one of the linear
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epitopes with data from those who did not recognize linear
epitopes. Interestingly, individuals who were responders to linear
epitopes presented a lower mean of the time elapsed since the last
malaria episode (mean = 23.97 £ 49.78) and a higher number
of previous malaria episodes (mean = 13.35 + 14.10) when
compared to non-responders (mean = 40.20 + 63.91, p = 0.0175;
mean = 8.35 % 9.60, p = 0.005, respectively).

In order to understand the profile of IgG directed to peptides
and its relationship to IgG response detected agains recombinant
PvTRAP, we used a clustered bidimensional heatmap (Figure 7).
In the vertical cluster localized in the left side of the heatmap,
we noted that those peptides grouped in the first level of the
cluster. PVTRAPE237_T258 and PVTRAPE439_a60 presented more
similarity followed by PvTRAPR;97—H227 and PVTRAPp344—G374.
The IgG responses were heterogeneous. IgG values for peptides
were more similar between them compared to recombinant
PvTRAP. Nevertheless, responses for recombinant PvTRAP
were heterogeneous and not matched with high RI values for
peptides. We also observed a mixed profile of responses including
individuals that responded to recombinant PvTRAP but not to
peptides, other non-responders to peptides and recombinant
PvTRAP, and individuals that responded to peptides and
recombinant PvTRAP.

DISCUSSION

Despite numerous advances in the understanding of the biology
of Plasmodium vivax, there is still no vaccine against this parasite.
Recently, PVTRAP has emerged as a leading vaccine candidate
(27). Sero-epidemiological studies have played a significant role
in the identification of leading vaccine candidates (28), which
underlies the importance of assessing the immune response
against PVTRAP and its role in immunity in exposed individuals
from endemic regions, such as within the Brazilian Amazon.
Here, we have assessed the naturally acquired humoral immune
response against a recombinant PvTRAP and have investigated
the associations between TRAP-specific immune responses with
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the epidemiological profile of inhabitants of three municipalities
in the southwestern Brazilian Amazon. We additionally searched
for linear B-cell epitopes in the entire PVIRAP sequence
and associated the immune response against epitopes and the
recombinant protein.

The profile of studied individuals indicates that our
population is composed of rainforest region natives and
migrants from non-endemic areas of Brazil who had lived in the
area for more than 10 years (92%). The majority of individuals
reported a prior exposure to P. vivax and P. falciparum malaria
parasites. The highly variable range of numbers of previous
infections, the time of residence in endemic area, and the time
elapsed since the last infection, suggest that there are differences
in exposure and immunity. It is well-known that the acquisition
of clinical immunity is mediated by antibodies and depends
on continued exposure to the parasite (29, 30). Selection of
individuals in this cohort from the Amazon was ideal to assess
presence of antibodies against the PvTRAP and distinguish
whether their relationship to malaria exposure and/or indicatives
of protection.

Firstly, we confirmed that PYTRAP is naturally immunogenic
in individuals from the Amazon, since almost half of volunteers
studied presented TRAP-specific IgG antibodies with a wide
range in magnitude of IgG response. Our results were similar
to TRAP reactivity in South East Asia, where Kosuwin et al.
found an overall 51% reactivity against PVTRAP Domain II
in Thailand in exposed individuals (31), and in middle-east
endemic areas, where Nazeri et al. found an immune response
with related frequencies in Iran (42%), Afghanistan (38%), and
Pakistan (44%) (16). The frequency of responders to PvTRAP
in Brazilian endemic areas herein reported was also comparable
to other P. vivax vaccine candidates, such as AMA-1 (32),
MSP-9 (33), MSP-1 (34), and DBP (35) in Amazon regions,
as well as to PfTRAP in unstable transmission endemic areas
of Africa (36) and Iran (37). Despite the naturally acquired
immune response against PVTRAP being confirmed in studied
areas, we did not find differences in reactivity index of IgG
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antibodies among exposed individuals with P. falciparum, P.  receiving infectious stimuli by sporozoites that could not develop
vivax and negatives. As expected, such differences are most the disease but still stimulate the immune system and the
noticeable in serology against erythrocyte phase antigens, since  production of specific antibodies. It is important to mention that
individuals residing in the transmission areas may be constantly  recently a frequency of uninfected responders against PfCSP and
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FIGURE 7 | Clustered heatmap. Each cell represents the IgG value for the studied PvTRAP peptides and recombinant protein. The vertical cluster shows the grouping
hierarchy of PvTRAP peptides and recombinant protein. Along horizontal axis, individuals with similar responses are grouped. The red color in the cells indicates high
IgG values and the blue color indicates low ones. The white color represents no changes in the IgG values for PvTRAP peptides and recombinant protein.
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PvCSP derived antigens was also reported in Brazilian endemic
areas (38).

Studies on the humoral immune responses to P. falciparum
antigens have constantly shown that immunity to blood-stage
antigens is dependent on a specific pattern of immunoglobulin
subclass response. Pattern of IgG subclasses responses of IgG1
and/or IgG3 antibodies to several blood-stage antigens are
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effective mediators of antibody-dependent cellular inhibition
(ADCI) of malaria parasites growth in vitro, associated with
the acquisition of clinical immunity to malaria (39-42) and
with fixation and complement activation (43). In fact, the
subclass-specific antibodies to P. vivax in the development of
protective immunity is still unclear and the effect of each
IgG subclass is still controversial. In our cohort, the IgG
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subclass profile among responders revealed an IgGl biased
humoral response with a considerable frequency of IgG3 and
IgG2 antibodies. The prevalence of cytophilic antibodies against
TRAP was also observed in individuals from the Middle East.
However, the high frequency of IgG2 found in our work was not
observed in individuals from those studies (16). In fact, we can
hypothesize that host genetics factors, such HLA polymorphisms,
can affect the development of specific immune response against
PvIRAP as it does against other P. vivax antigens (44). In
addition, epidemiological and environmental factors certainly
affect the immune repertoire activation, potential of recognition
and magnitude of TRAP-specific antibodies in such different
regions. Therefore, the parameters of exposure and/or protection
available in our epidemiological survey were matched with
the magnitude of IgG specific antibodies in order to allow
the study of potential associations. Regarding exposure, age,
and time of residence in endemic areas were correlated with
magnitude of anti-PvTRAP IgG antibodies. However, since in
our study the majority of individuals were born in endemic
areas, age related changes in antibody responses could reflect,
in fact, only the time of exposure in an endemic region. This
phenomenon has been frequently reported for various antigens
(45-48) and most likely could reflect exposure to the malaria
parasite and possibly maturation of the immune system over
time, which can culminate in protection against subsequent
infections. Unfortunately, the cross-sectional design of our
study limited the investigation to retrospective malaria histories
reported by the volunteers, and the best approximation of an
individual’s protection was the time elapsed since their last
recalled malaria episode. Using this approach, we observed that
IgG3 responders presented a significantly longer time since the
last malaria episode than IgG3 non-responders. These results
could suggest a possible role of PVTRAP cythophilic antibodies
in protective immunity against P. vivax infection. However, more
prospective studies on humoral immune responses with a follow
up of participants and/or biologic studies addressing the ability
of these antibodies to inhibit sporozoite motility or invasion will
provide more direct evidence in protective efficacy of specific
PvTRAP antibodies.

Whilst there is strong evidence showing that specific
antibodies are associated with cumulative exposure and
protection against vivax malaria (28, 30, 49-51), the relative
contribution of different regions to the molecule inducing
protective antibodies is another important point to be addressed.
Therefore, we also map the linear epitopes in PvIRAP using in
silico tools and confirmed the antigenicity by ELISA in PvTRAP
responders. The four linear epitopes in PVTRAP sequence were
identified in different regions of protein (PVTRAPR197_H227 in
the TSR domain; PVTRAPE)37_T258 in a region between the
repeat region and TSR domain; PvTRAPp344-G374 fully in the
repeat region; and PVTRAPg439_1460 in the repeat region near
to the transmembrane domain). It is important to mention that
two extracellular portions of PVTRAP (Domain II and repetitive
region) are crucial for initial host cell adherence and stabilization
of adhesion/deadhesion during gliding mobility of sporozoites
(52) and are associated with protective immunity against P.
falciparum (50). In our work, no linear epitope was confirmed in
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Domain II and the epitopes located at repetitive region presented
low frequency of reactivity among responders to full-length
recombinant PVTRAP. The frequencies and magnitude of
antibodies against PvTRAP-derived peptides were also lower
than other linear epitopes identified in sporozoite surface of
P. vivax, such CelTOS (53) and CSP (54, 55), and merozoites
(MSP9 and AMA-1) (19, 56). Indeed, despite the observation
of a discrete immunodominance of PVTRAPp344—G374 fragment
over the other peptide epitopes, the heatmap analysis and the
correlation of reactivity index against recombinant protein
did not show a possible relationship with epidemiological
parameters related to exposure or protection. The Domain II
folded region probably presents conformational epitopes, which
seem to be more related with blocking activity and protective
immunity, making it a more suitable candidate for vaccine
development. Therefore, the functional roles of these specific
antibodies need to be further investigated. Lastly, although
we have found a high response against PYTRAP, we do not
believe that there is a cross response between PfTRAP and
PvTRAP as the amino acid sequence of these proteins has low
homology and prediction of epitopes for both proteins revealed
no potentially antigenic sequence shared (data not shown). In
addition, the B cell epitopes confirmed in our study are not
preserved following PfTRAP.

In conclusion, this study describes the naturally acquired
antibody response against PVIRAP in three endemic
municipalities of the Brazilian Amazon. The IgG immune
response was associated with exposure and mainly mediated
by cytophilic IgG1 antibodies. A significant proportion of
IgG3 responders presented a higher time elapsed since the
last malaria episode, which could indicate the participation
of anti-PvTRAP specific antibodies in protective immune
response. Lastly, beyond the validation of four linear B-cell
epitopes within PYTRAP full-length sequence, the low response
observed against the peptide epitopes could suggest that the
functional Domain II of PvIRAP present conformational
epitopes. Therefore, more studies need to be addressed to this
unexplored target.
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Circumsporozoite protein (CSP) variants of P. vivax, besides having variations in the protein
repetitive portion, can differ from each other in aspects such as geographical distribution, intensity

of transmission, vectorial competence and immune response. Such aspects must be considered to

P. vivax vaccine development. Therefore, we evaluated the immunogenicity of novel recombinant
proteins corresponding to each of the three P. vivax allelic variants (VK210, VK247 and P. vivax-like)
and of the C-terminal region (shared by all PvCSP variants) in naturally malaria-exposed populations
of Brazilian Amazon. Our results demonstrated that PvCSP-VK210 was the major target of humoral
immune response in studied population, presenting higher frequency and magnitude of IgG response.
The IgG subclass profile showed a prevalence of cytophilic antibodies (IgG1 and IgG3), that seem to
have an essential role in protective immune response. Differently of PvCSP allelic variants, antibodies
elicited against C-terminal region of protein did not correlate with epidemiological parameters,
bringing additional evidence that humoral response against this protein region is not essential to
protective immunity. Taken together, these findings increase the knowledge on serological response
to distinct PvCSP allelic variants and may contribute to the development of a global and effective P.
vivax vaccine.

Plasmodium, a complex multi-stage organism, has specialized proteins that promote the parasite’s survival in both
vertebrate and invertebrate hosts and support the invasion of multiple cell types. Vaccines targeting sporozoites
correspond to an attractive strategy widely explored since fewer than 100 sporozoites are inoculated in human

Laboratério de Imunoparasitologia, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, (Fiocruz), Rio de Janeiro,
RJ, Brazil. Nuffield Department of Medicine, The Jenner Institute, The Henry Wellcome Building for Molecular
Physiology, University of Oxford, Oxford, UK. 3Laboratério de Tecnologia em Anticorpos Monoclonais, Instituto
de Tecnologia de Imunobioldgicos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil. “Laboratério de Pesquisa em Malaria, Instituto
Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil. °Centro de Pesquisa em Doengas Infecciosas,
Centro Multidisciplinar, Campus Floresta, Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Brazil. °Centro de Pesquisa,
Diagnéstico e Treinamento em Malaria, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. "These authors contributed equally:
Isabela Ferreira Soares, César Lopez-Camacho and Rodrigo Nunes Rodrigues-da-Silva. “email: josue@
ioc.fiocruz.br

SCIENTIFICREPORTS|  (2020)10:14020 | https://doi.org/10.1038/541598-020-70893-3

125



www.nature.com/scientificreports/

host during the blood meal of infected female Anopheles mosquito'. Moreover, it was already demonstrated
that in mice?, non-human primates'? and humans’, the immunization using irradiated sporozoites is capable
to elicit protective immunity.

Despite the broad investigation of various proteins as vaccine candidates, the circumsporozoite surface protein
(CSP) remains in the lead because it was described as sporozoites’ major surface protein and it has a crucial role
in sporozoite’s motility and hepatocyte invasion*®. It has been reported that the CSP play a vital role in invading
to the mosquito’s salivary glands, binding sporozoite to liver cells, and inactivating the host cell protein synthesis
machinery®. It has already been demonstrated that speciijc antibodies against the P. falciparum circumsporozoite
protein (PfCSP), present in the serum of vaccinated mice, rhesus macaques and humans, have the ability to block
sporozoite invasion of hepatocytes’. Structurally, CSP contains approximately 400 amino acids and is organized
into three domains: ff e N-terminal, which contain the conserved pentapeptide (region I); a highly repetitive
species-speciijc central domain (repetitive region) and a conserved C-terminal domain (region II).

Currently, the most advanced malaria vaccine is the RTS,S, manufactured by GlaxoSmithKline (GSK). RTS,S,
produced in Saccharomyces cerevisiae, consists in a recombinant vaccine comprising PfCSP’s C-terminal and
repeat regions in combination with hepatitis B virus’ surface antigen (S)*. ff is already licensed vaccine is being
implemented since 2018 in selected areas of Ghana, Kenya and Malawi”'’. On the other hand, such as almost
all vaccine candidates currently tested, this vaccine targets only P. falciparum. ff e priority given to falciparum
malaria results from the ability of this plasmodial species in producing elevated parasite loads and to invade
red blood cells in all stages, causing extensive morbidity and mortality''. Nevertheless, some particularities of
P vivax, such as the increasing numbers of reports of severe vivax malaria'>"'* and the appearance of strains
resistant to treatment'®~'%, highlight the importance of the development of a speciijc vaccine against P. vivax.

In contrast to PfCSP, P. vivax CSP (PvCSP) is polymorphic and has three allelic variants. Analyses in PvCSP
genotypes demonstrated the existence of sequence repeats of this protein belonging to one of two types of
nonapeptide repeat units known as VK210 (GDRA(A/D)GQPA) and VK247 (ANGA(G/D)(N/D)QPG)"**. In
addition, a third variant, identiijed by Qary et/al.”’ as P. vivax-like, is diffkrent from both nonapeptide variants,
and it is composed by a repeat sequence of 11-mer-APGANQ(E/G)GGAA-. Phylogenetic and serological study
conducted by Souza-Neiras et/al.”?, has demonstrated that diffkrences in these three variants are strictly present
in the central repeats of the protein, but present several nucleotide variations with important serological impact.
ff erefore, it should be considered for PvCSP vaccine trials once they represent important intra-speciijc biologi-
cal signatures. In Brazil, the prevalence of PvCSP allelic variants was previously studied and is known in several
states such as Acre, Amazonas, Belém, Macapd, Mato Grosso, Pard, Porto Velho and Rondénia**?%,

Although less investigated than PfCSP, P. vivax CSP began to receive more attention in recent years and
strategies were developed to overcome the variations in central domain. An example is the Escherichia coli
expressed vaccine VMPO001, which encodes a chimeric CSP and contains sequences with repetitions of alleles
VK210 and VK247. ff is vaccine went into clinical testing and was capable of inducing recognition, agglutination
and virulence loss of live sporozoites, due to the high levels of antibodies induced®. Salman et/al. also reported
the deployment of a highly protective P. vivax vaccine, composed by Salvador I sequences of CSP, including its
C-terminal region and central repeats of VK210 and VK247, on the surface of a virus-like particle (VLP) based
on the Hepatitis B surface antigen, overall known as Rv21. ff is vaccine was used in rodent model challenges
with transgenic sporozoites, where it was capable to achieve 100% sterile protection®. In the present study, the
naturally acquired humoral immune response to PvCSP repeat variants was evaluated in exposed populations
of three regions in the Brazilian Amazon, using recombinant proteins for each one of the three alleles already
described. We have also determined the antibody subclass proijle induced by diffkrent PvCSP variants and veri-
ijed the associations between the speciijc IgG and its subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 ad IgG4) with epidemiological
characteristics that can suggest exposition and/or protection indicatives in exposed populations.

Results

Epidemiological profile of the studied population. 299 individuals living in three diffkrent endemic
areas of Brazilian Amazon composed our study population (Cruzeiro do Sul, Guajara and Mancio Lima). ff e
population age ranged from 12 to 88/years old (median 32/years) and presented similar frequencies of female
and male individuals. Studied individuals have been naturally exposed to malaria infection, have been living
in endemic areas for 31/years (ranging from 3 to 88/years), most frequently in the same address (0 to 88/years,
median 20/years) and reporting, for 86% of the population, at least one previous malaria episode. P. vivax was
the most prevalent species, together this species mono-infections and mixed infections corresponded to 65.2%
of cases diagnosed during the period of study (p <0.0001), and to the leading cause of previous malaria episodes
in 81% of studied individuals. ff e control group composed by 53 individuals from the non-endemic area of
Rio de Janeiro, who never reported malaria episodes, was composed by 69.8% female and 30.2% male, ranging
from 17 to 43/years old (median 20/years). ff e analysis of individual populations based on localities studied
(Table/1) reveals a similar proijle in relation to time of exposure, number of past malaria infections and diagnosis
at the time of blood collection. However, volunteers residing in Guajara (GJ) presented longer time since the
last malaria episode (median 12/months) than those of Cruzeiro do Sul (median 2.5%months) and Méncio Lima
(median 3.%months; p=0.0044 and 0.0001, respectively).

Design of the vCSP proteins and assessment of protein secretion for purification.  Serological
analysis of the immune response to malarial antigens is paramount to establish the immunogenicity of poten-
tial vaccine candidates and the immune competence or even the effkct of parasite genetic polymorphisms in
the immunity of residing populations in a given geographical location. However, most of the studies conduct
ELISAS against the full-length protein of interest. Here we sought to dissect the serological immune responses
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Gender—N (%)

Male 65 (52.4%) 45 (51.7%) 44 (50%) 154 (51.5%)
Female 59 (47.6%) 42 (48.3%) 44 (50%) 145 (48.5%)
Malaria exposure—median (IR)

API 55,5 42,5 107,2 61,4

Age (years) 29.5 (20-45) 33 (22-50) 33.5(23-42.5) 32 (22-47)
Years of residence on endemic area 29 (19.5-44) 33.5(23-50) 32.5(21-43) 31(21-47)
Years of residence in the present address 20 (6-36) 18 (3-29) 27.5 (12.5-38.5)" | 20 (5-36)
Months since the last malaria episode 2.5 (0-60)"** 12 (4-48)**/exx* | 3.5 (0-22)b*+* 5(0-36)
Number of malaria episodes on the last year 1(0-1) 0(0-1) 1(0-1.5) 0.5 (0-1)
Number of previous malaria episodes 6(2-12) 5(2-10) 10 (5-20) 7 (3-15)
Speci ing previous episodes—N (%)

P. vivax 23 (19%) 16 (18%) 17 (19%) 56 (19%)

P. falciparum 10 (8%) 6(7%) 0(0%) 16 (5%)

P vivax and P. falciparum 68 (55%) 51 (59%) 67 (76%) 186 (62%)
Never infected 1(0.8%) 6(7%) 0(0%) 7 (2%)

Not reported 21 (17%) 8(9%) 5(6%) 34 (11%)
Diagnosis—N (%)

P, vivax 39 (31.5%) 10 (11.5%) 24 (27.3%) 73 (24.4%)
P, falciparum 25 (20.2%) 6(6.9%) 10 (11.4%) 41 (13.7%)
Mixed 0 (0%) 1(1.1%) 3 (3.4%) 4(1.3%)
Negative 60 (48.4%)™** | 70 (80.5%)***/** | 51 (58%)>** 181 (60.5%)

Table 1. Epidemiological features of the study population. Values of A.PI. (annual parasitic index), Age,
Years of residence in endemic areas, Years of residence in the present address, Months since the last malaria,
Number of malaria episodes on the last year and number of previous malaria episodes represent the median
(interquartile range). Frequencies were compared by Fisher’s test, and other epidemiological parameters
were compared by Mann-Whitney test. Upper scripted letters (**<) indicate the studied populations

(CZS =Cruzeiro do Sul; ML = GJ = Guajara and Mancio Lima, respectively) and statistical diffkrences were
represented by * (*)p <0.05; (**)p <0.005; ***p <0.0005.

against vivax CSP malaria by constructing expression plasmids encoding the sole central repeats of each of the
allelic variants of VK247, VK210 and V-Like, respectively, and the C-terminal region of CSP (Fig/1). ff e design
of these sub-domain regions is based in the antigenic conformation of the chimeric CSP 210/247 from the Rv21
vaccine?® which also contains the highly conserved C-Terminal region of vCSP. For the case of the Vivax-Like
repeats we used a sequence previously reported®. Figure/la shows a diagrammatic representation of vCSP and
the four subunits that were synthesized and enzyme-digested to ligate (Fig/1b) into the expression plasmid
PhLSec. After ligation with the PhLsec backbone, bacterial transformants were double-digested to verify the
right size of the transgenes (Fig/lc). ff e red and black asterisks denote the speciijc size of each transgene and
the PhLSec backbone, respectively. Upon conijrmation of the right clones by enzymatic digestion, plasmids were
further veriijed by Sanger-sequencing. PhLsec plasmids were then transfected into HEK293 cells and superna-
tant was recovered to assess the secretion capabilities of our c-tagged vCSP subunits. Supernatants were sub-
jected to western blot analysis using a camelid anti-C-Tag antibody (Fig/1d). Speciijc bands were detected for
the C-term, VK247 and Vivax-Like as well as in the unrelated NS1 beta ladder protein fused to EPEA (c-tag).
No bands were detected in the negative untransfected cells or in the unrelated PhLsec plasmid fused to His-tag.
However, the anti-C-Tag antibody failed to recognize the VK210 repeats, suggesting a masking effkct inflicted
by the protein-resolving conditions. To further investigate this masking effkct, we used speciijc monoclonal anti-
bodies (mAb) targeting the VK210 (Fig/le) and the VK247 (Fig/1f) repeats, respectively. By using the anti-210
mADb, we detected a strong signal in the sample that was negative in the C-tag western blot, and not in the other
transfectant supernatants, thus conijrming the secretion capabilities of VK210 repeats (Fig/le). On the other
hand, when using the anti-247 antibody, we detected abundant signal in the lane corresponding to the VK247
supernatants, thus conijrming the secretion of the VK247 repeats (Fig/1f). A non-speciijc band of 35 Kda was
detected in all samples. ff erefore, the design of the expression plasmids allows the expression and the secretion
of the vCSP subunits for a subsequent protein-column puriijcation, to be used as coating agents in the ELISA
assays.

Frequency and magnitude of IgG antibodies to recombinant proteins derived from PvCSP.  We
assessed the naturally acquired IgG response against PvCSP recombinant central repeats of PvCSP-VK210,
PvCSP-VK247, and PvCSP-P. vivax-like, as well as the PvCSP-C terminal region, in 299 exposed individuals.
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Figure/l. Expression of vCSP malarial antigens for protein production. (a) Schematic representation of the vivax

CSP protein. ff e C-term portion (yellow) without its transmembrane domain, as well as the 3 diffkrent allelic
variants/from the central repeat region (VK217, VK247 and V-like) were fused to the c-tag epitope (EPEA) to allow
puriijcation using a c-tag athnity column (red). Black color represents the exogenous signal sequence contained in
the expression plasmid construct. (b) Synthetic DNA sequences carrying such malarial antigens were extracted by
double enzymatic digestion (Agel and KpnlI), red asterisk represents the speciijc size for each construct that were
cut from the agarose gel, followed by ligation to the backbone plasmid pHLsec. (c) Enzymatic restriction from the
PhLsec plasmids after ligation with the malarial antigens. Red asterisk represents the speciijc size/of the coding
regions and black asterisk represents the PhLSec backbone/PhLSec plasmid were transfected into HEK293 cells and
supernatant was recovered 4/days afler transfection. 10/ml of each of the supernatants was subjected to SDS-PAGE
and western blot against the anti-C-Tag (d), the anti-210 (e), and the anti-247 (f) antibodies.
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Figure2. Humoral response against PvCSP recombinant proteins. Frequencies of IgG responders in each
studied locality (a); reactivity indexes of responders in the three studied localities (b); overall frequencies of
IgG responders (c) and overall reactivity indexes of IgG antibodies of responders (d) to each recombinant
protein derived from PvCSP. In (a) and (c), each bar represents the frequency of responders to one of the
recombinant proteins (PyCSP-VK210: orange bar; PvCSP-VK247: green bar; PvCSP-Pvivax-like: gray bar and
PvCSP-Ct: purple bar). Figure/1b,d, each point represents an individual RI against PvCSP recombinant proteins
(PvCSP-VK210: orange points; PvCSP-VK247: green points; PvCSP-Pvivax-like: gray points and PvCSP-CT:
purple points). Black bars on (b) and (d) represent values of median and interquartile range. Rls higher than 1
are considered responders to the recombinant protein. Frequencies of responders were compared by Fisher s
exact test and RIs were compared by Mann-Whitney test. Signiijcant diffkrences were indicated by *. (*) p<0.05;
(**) p<0.005; **p <0.0005.

Firstly, we evaluated the frequency of responders to recombinant PvCSPs in each studied community (Fig/2a).
In Cruzeiro do Sul (CZS), the frequencies of responders to PvCSP allelic variants (PvCSP-VK210, PvCSP-
VK247, PvCSP-P. vivax-like) were quite similar (52%, 42% and 40%, respectively), while in Guajara (GJ) we
observed higher frequencies of responders to PvCSP-VK210 (63%) and PvCSP-P. vivax-like (57%) than fre-
quencies of responders to PvCSP-VK247 (24%) (p<0.0001 and p <0.0001, respectively) and to PvCSP-Ct (31%)
(p<0.0001 and p=0.0007, respectively). Moreover, in Mancio Lima community (ML), we observed a preva-
lence of responders to PvCSP-VK210 (65%) when compared to frequency of responders to PvCSP-VK247 (33%,
p<0.0001), PvCSP-Pvivax-like (48%, p=0.0331) and to PvCSP-Ct (34%, p<0.0001). In relation to the magni-
tude of response to diffkrent recombinant PvCSP among responders, despite diffkrences in epidemiological data
and frequencies of responders in each studied location, similar IgG reactivity indexes against PvCSP variants
and PvCSP-Ct were observed in all studied populations (Fig/2b). Based on the absence of statistical diffkrences
among IgG reactivity indexes against recombinant proteins in these three studied places, we decided to analyze
them as a single population. Responders to PvCSP-VK210 (n = 177; 59%) were more prevalent when compared to
responders to PvCSP-VK247 (n=102, 34%; p<0.0001), to PvCSP-P. vivax-like (n= 141, 47%; p=0.0041) and to
PvCSP-Ct (n=101, 34%; p <0.0001), followed by responders to PvCSP-P. vivax-like, which were more prevalent
than those responding to PvCSP-VK247 (p=0.0015) and to PvCSP-Ct (p=0.0011) (Fig/2c). Despite diffkrences
observed in frequencies of IgG responders, the magnitude of IgG responses was similar among responders to
PvCSP recombinant proteins. ff e average RI of responders against PvCSP-VK210 (1.84+0.72), PvCSP-VK247
(1.86+0.77), PVCSP-P. vivax-like (1.96 +0.95) and PvCSP-Ct (1.74+0.65) did not diffkr statistically (p>0.05)
(Fig/2d). All samples from healthy Control group were negative to all four recombinant proteins.

Two hundred and seven of individuals (69%) presented IgG antibodies against at least one of recombinant
proteins, from these 92% (190) have reported previous P. vivax infections, including ongoing infections 23,7%
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Figure/3. Venn diagram of responders to at least one of the recombinant proteins. In this diagram, values of
N and the percentage of responders are demonstrated. Values marked with colors represent individuals that
respond exclusively to the indicated protein (orange PvCSP-VK210, green PvCSP-VK247 and gray PvCSP-P.
vivax-like). Values in black represent individuals that respond to two or three of the recombinant proteins
according to the circles in which values are inserted.

(49). Only 17 individuals never reported previous P. vivax episodes and 4 of these (2%) were infected with P
falciparum. Among responders, 16.9% of individuals presented antibodies against all four recombinant proteins,
37.7% against three recombinant proteins, 25.6% to two of the recombinant proteins and 19.8% to only one
antigen. Inside the group of responders to only one recombinant protein (n=41), PvCSP-VK210 represented
56.1%. Moreover, focusing on humoral immune response to PvCSP variants, 28.5% of responders to at least one of
recombinant proteins, responds to the three PvCSP-variants, 14.5% to PvCSP-VK210 and PvCSP-VK247, 28.5%
to PvCSP-VK210 and PvCSP-P. vivax-like, 3.4% to PvCSP-VK247 and PvCSP-P. vivax-like, 14% responds only
to PvCSP-VK210, 2.9% only to PvCSP-VK247 and 7.7% only to PvCSP-P. vivax-like, as demonstrated in Fig/3.

In order to evaluate if the infection status could change the antibody proijle of recognition, we also assessed
the frequency and magnitude of antibodies against the recombinants by the presence/absence of P. vivax at the
time of blood collection. Among individuals living in endemic areas, 31% (n=92) did not present antibodies
to any of the recombinant proteins, these individuals include 28 infected P. vivax individuals. We have also
selected P. vivax infected and non-infected individuals inside the group of 207 recombinant protein responders
and compared their frequencies and IgG reactivity indexes. We found out higher frequencies of IgG responders
to PvCSP-VK210 and PvCSP-Ct in non-infected individuals (p=0.0086 and p=0.0117, respectively). However,
IgG magnitude was similar between these two groups (supplementary ijgure/S1).

Evaluation of IgG subclass profile against PvCSP variants. We assessed the overall subclass distri-
bution of the IgG antibody (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) responses among responders to each recombinant protein.
Among 177 responders to PvCSP-VK210, 149 individuals (84.2%) presented IgG1 antibodies. ff is is higher
than the frequencies of IgG2 (67.8%, p=0.0005), IgG3 (43.5%, p <0.0001) and IgG4 (5.6%, p <0.0001). Similarly,
responders to PvCSP-VK247 (n=102), also had a prevalence of IgG1 (70.6%) over the other IgG subclasses
(p<0.0001), followed by IgG2 (33.3%) and similar frequencies of IgG3 (13.7%) and IgG4 (17.6%) (p=0.0015 and
p=0.0155, respectively, when compared to IgG2) responders. In contrast, among responders to PvCSP-P. vivax-
like (n=141), IgG3 was the most frequent subclass, representing 76.6% of responders (p <0.0001 as compared to
other subclasses), while 33.3%, 19% (p=0.0063) and 25.5% of this group presented IgG1, IgG2 and IgG4 speciijc
antibodies respectively. Lastly, among responders to the C-terminal region of PvCSP (PvCSP-Ct, n=101), we
observed a minor frequency of responders to IgG4 (7.9%) than to all other subclasses (p <0.0001). Moreover,
similar frequencies of responders to IgG3 (58.4%) and IgG2 (47.5%) were observed, both of them, higher than
the observed frequency of responders to IgG1 (25.7%) (p <0.0001 and p=0.0021, respectively) (Fig/4a).
Concerning the magnitude of response of each IgG subclass against PvCSP, the Rls ranged from 0.15 to 34.32.
Focusing on subclasses proijle against PvCSP-VK210, IgG1 responders presented higher RIs (median =2.97;
interquartile range = 1.86-4.83) than IgG2 (median = 1.86; interquartile range =1.39-2.93, p<0.0001), IgG3
(median = 1.2; interquartile range =1.1-1.6, p<0.0001) and IgG4 responders (median = 1.39; interquartile
range=1.07-1.79, p=0.0002), while responders to IgG3 and to IgG4 presented similar RT and both subclasses had
lower RIs than IgG2 (p <0.0001 and 0.018, respectively). Moreover, despite the high prevalence of IgG1 respond-
ers against PvCSP-VK247, the Rls of IgG1 responders (median = 1.43; interquartile range = 1.2-2.28) were only
higher than IgG2 (median = 1.28; interquartile range = 1.07-1.66; p = 0.0359) and IgG4 (median = 1.23; interquar-
tile range = 1.08-1.69; p=0.0436), although RIs of IgG3 responders (median = 1.2; interquartile range = 1.07-2.34)
were similar to other IgG subclasses. Besides, concerning the reactivity to PvCSP-P. vivax-like, the Rls of IgG3
responders (median = 1.76; interquartile range = 1.31-2.38) were higher than that of IgG1 (median=1.15; inter-
quartile range =1.09-1.3, p<0.0001), of IgG2 (median = 1.04; interquartile range=1.02-1.15, p<0.0001) and
of IgG4 (median = 1.23; interquartile range = 1.05-1.54, p <0.0002). Finally, considering the responsiveness to
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PvCSP-C-terminal region, we observed no diffkrences among the RIs of responders to IgG1 (median=1.16;
interquartile range = 1.08-1.39); IgG2 (median = 1.29; interquartile range = 1.12-1.82); IgG3 (median=1.15;
interquartile range = 1.06-1.25) and IgG4 (median = 1.18; interquartile range = 1.06-1.73).

Furthermore, a higher IgG1 RI response against PvCSP-VK210 was observed when compared to RI of IgG1
against PvCSP-VK247 (p <0.0001) and to PvCSP-Pvivax-like (p <0.0001), and a higher IgG3 reactivity to PvCSP-
Pvivax-like than to PvCSP-VK210 (p <0.0001) (Fig/4b). When we selected and compared infected and non-
infected responders to each subclass per recombinant protein we did not ijnd diffkrences in frequencies and
reactivity indexes (supplementary ijgure/S1).

Evaluation of associations between exposition/protection factors and humoral immune
response to PvCSP. In order to investigate the in{luence of epidemiological parameters on the responsive-
ness to PvCSP, we compared the epidemiological data of responders and non-responders to each one of the
PvCSP recombinant proteins. Responders to PvCSP-VK210, VK247 and P. vivax-like presented higher median
of age (p=0.007; p=0.003; p=0.007, respectively) and time of residence in endemic area (p=0.005; p=0.005
and p=0.015, respectively) than non-responders to each protein. No statistical diffkrence was found between
responders and non-responders to PvCSP-Ct (Fig/5a-d).

To identify factors associated with the magnitude of response to each antigen, we investigated the existence of
correlations between Rls against recombinant proteins and epidemiological data. Firstly, we observed a tendency
of correlation between age and time of residence on endemic area with Rls of IgG antibodies against PvCSP-
VK210 (p=0.007, r=0.159 and p=0.005, r=0.165; respectively) and against PvCSP-P. vivax-like (p = 0.026,
r=0.131 and p=0.037, r=0.124; respectively). In addition, RIs of IgG antibodies against PvCSP-VK247 presented
a tendency of correlation with the number of previous malaria episodes (NPME) (p=0.024, r=0.135).

Besides, searching for associations between subclass proijle against PvCSP-variants and epidemiological data,
we identiijed that the number of previous malaria episodes positively correlated with the IgG1 levels to PvCSP-
VK210 (p=0.008, r=0.204) and IgG3 levels to PvCSP-VK247 (p=0.0007, r=0.278). For PvCSP-Pvivax-like
responders, the RIs of IgG2 were directly correlated with both, age (p=0.002, r=0.266) and time of residence
in endemic area (p=0,001, r=0.294). No signiijcant correlations were observed between epidemiological data
and humoral response to PvCSP-Ct.

Characteristics of responders to the three major PvCSP variants. In order to investigate the effkct
of responsiveness against all PvCSP variants on protection against malaria, we compared the epidemiological
data of responders to all three PvCSP variants (VK210, VK247 and P. vivax-like; N=59) with those of indi-
viduals who did not respond to at least one of these variants (N =240). Samples of responders to three variants
have a signiijcantly longer time of residence in endemic area (TREA) (median =38; interquartile range=24.5-
52.5), on average ¢/years more than individuals that did not respond (median = 30; interquartile range =21-44)
(p=0.017). Moreover, the RIs of cytophilic antibodies of responders to three PvCSP variants inversely corre-
lated with months since the last malaria (MSLM). Reactivity indexes of IgG1 against PvCSP-VK210 (p=0.047;
r=-/0.276), IgG1 (p=0.041; r=-/0.285) and IgG3 (p=0.029; r=-/0.303) against PvCSP-P. vivax-like inversely
correlated with MSLM (Fig/6a,c,d). However, as it is shown in Fig/6b, Rls of IgG1 against PvCSPVK247 directly
correlated with this same parameter (p=0.041; r=0.285).

Discussion

Previous works have proposed that CSP variants of P. vivax, besides having variations in the repetitive portion
of the protein, can diffkr from each other in aspects such as geographical distribution, intensity of transmission,
vectorial competence, immune response, response to treatment and drug resistance**-*°. Such aspects must be
considered to P. vivax vaccine development®. ff erefore, multidisciplinary studies characterizing PvCSP variants
epidemiology may advance in the development of an effkctive vaccine against P. vivax.

In our study, we evaluated and characterized the humoral IgG response to the PvCSP variant repeats (VK210,
VK247 and P. vivax-like) and the C-terminal region, in a population consisting of 299 individuals naturally
exposed to P. vivax malaria, living in Acre, a state of the malaria endemic Brazilian Amazon. From 207 respond-
ers to at least one of recombinant proteins, 190 described previous P. vivax infections and just 49 were infected
with this species. ff is result suggests that production of antibodies against PvCSP extends for past infections.
ff is feature was previously demonstrated in a study conducted by Longley et/al. at a low transmission region
in ff ailand, where the majority of study population was not infected with P. vivax but still presented detectable
IgG levels™. Other study of a yearlong cohort also demonstrated IgG positivity and magnitude persistence over
Vyear period in absence of qPCR-detectable blood stage P. vivax infections®'. Our results demonstrated that,
PvCSP-VK210 presented the highest prevalence of responders, followed by PvCSP-P. vivax-like and PvCSP-
VK247. Frequency proijles were already described in diffkrent Amazon regions and they are consistent with our
results. Oliveira-Ferreira et/al. have observed the same proijle of IgG responders to these PvCSP variants (More
responders to PvCSP-VK210, followed by PvCSP-P. vivax-like and PvCSP-VK247) in Candeias do Jamari in
Rondénia state, in 2004*%. However, the mentioned paper found lower frequencies in comparison to our study,
which could be related to the use of synthetic peptides as antigens in their ELISA assays. In 2000, Machado
and Pévoa evaluated the distribution of PvCSP variants of P. vivax from three endemic areas (Belém, Macapd
and Porto Velho), and again found a dominance of prevalence similar to ours®. Years later, Storti-Melo et/al.
assessed the frequency of PvCSP variants using PCR/RFLP samples from ijve states of the Brazilian Amazon,
Acre, Amapa, Mato Grosso, Pard and Rondonia. Again the proijle of distribution of the variants was similar to
ours™. Among facts that may explain observed prevalences, we highlight the distinct susceptibility of Anopheles
mosquitoes to diffkrent PvCSP variants, which depends on the recognition of speciijc ligands of the peritrophic
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Figure/4. Frequency of IgG subclass responders (a) and their reactivity indexes (b) against the recombinant
PvCSP proteins in the studied population. Points represent an individual RI against PvCSP recombinant
proteins (PvCSP-VK210: orange points; PvCSP-VK247: green points; PvCSP-P. vivax-like: gray points and
PvCSP-CT: purple points). ff e red traced line represents the cutoffkRIs higher than 1 are considered responders
to the recombinant protein. Frequencies of responders were compared by Fisher s exact test and RIs were
compared by Mann-Whitney test. Signiijcant diffkrences among subclasses were indicated by * and signiijcant
diffkrences among responsiveness to each protein were indicated by +; (*) p<0.05; (**) p<0.01; (***;+ ++)
p<0.001. In this ijgure # means that the subclass is diffkrent from all the others against the same protein.

matrix by ookinete surface proteins, triggering migration or entrapment of the parasite®. A study that used
dissected blood fed infected mosquitoes and ELISA assays, demonstrated a preferential development of PvCSP-
VK210, as compared to that of PvCSP-VK247, in An. aquasalis and An. darlingi, in the state of Pard””. Moreover,
frequencies of IgG responders to PvCSP recombinant proteins corroborate the co-circulation of all three P
vivax variants in Amazon region®***%, Besides, the higher frequency of antibodies to VK210 are in according
to studies that described this variant as the most common in Amazon, while VK247 was rarely reported as sin-
gle infection®*?** In our study we found 28 P. vivax infected patients that are non-responders to recombinant
proteins and this was already described in literature. In 2018, Oliveira-Ferreira performed a study to evaluate
seroprevalence to CSP and demonstrated that not only Brazilian naturally exposed individuals but also P. vivax
infected ones, were unresponsive to peptides of this protein. In this same study, two speciijc allelic groups were
associated with absence of antibodies against PvCSP (HLA-DRB1*01 and HLA-DQB1*05)%. In this scenario,
we believe our ijndings can be explained by well documented associations of the immune response with speciijc
HLA alleles against malaria antigens®**.

Concerning the functionality of the IgG subclasses, we did observe a predominance of cytophilic antibodies to
PvCSP variants, once that IgG1 was the prevailing subclass against VK210 and VK247, and IgG3 was the principal
IgG subclass of antibodies to P. vivax-like. Interestingly, this preponderance of cytophilic antibodies was previ-
ously described to PvCSP and PvTRAP, suggesting that this proijle could be associated to the adaptive immune
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Figure/5. Comparison of epidemiological parameters between responders and non-responders to each PvCSP
recombinant protein. TREA = Time of residence in endemic area (years), NPME = Number of previous malaria
episodes, MSLM = Months since last malaria and TRPA = Time of residence in the present address (years).
Epidemiological data of responders and non-responders to each one of the recombinant proteins were compared
by Mann-Whitney test.

response against preerythrocyte stage proteins*’. Moreover, in places where malaria is endemic and the local
population has had several malaria episodes through the years, there are evidences that the premonition (immune
condition characterizing clinical protection as reftected by the absence of fever and presence of infection at low
densities of parasitemia) is reached afler repeated infections, due to the presence of both cytophilic antibodies
(IgG1 and IgG3) and memory cells''~**. In this context, despite that we not found any signiijcant association
between cytophilic antibodies and protection in this study, we believe that these antibodies could act in synergy
with other antibodies against preerythrocytic targets, promoting a protective effkct. However, it is important to
highlight that previous works have already demonstrated heterologous reactivity occurring in antibodies elicited
against CSP antigens of P. vivax and P. falciparum™, so, despite the fact that the majority of our recombinant
protein responders got in touch with P. vivax, we can’t afhrm that these antibodies are exclusively to P. vivax.
For the purpose of elucidating the influence of epidemiological factors in humoral response to PvCSP vari-
ants and C-terminal region, we correlated induced RI’s of IgG and its’ subclasses with the studied population
parameters. We found out that IgG reactivity indexes of PvCSP-VK210 and PvCSP-P. vivax-like presented a
trend to increase with time of exposition to infection. ff is tendency could be explained by both, the prefer-
ential development of PvCSP-VK210 in predominant species of anopheles mosquitoes in Amazon and the
widely geographical distribution of these variants when compared to PvCSP-VK247 (suggested to have a lower
geographic adaptation in Brazil)””*. ff ese data may explain why people living longer in these endemic regions
tend to have higher IgG reactivity indexes against PvCSP-VK210 and PvCSP-P. vivax-like, since they get in
touch more frequently with these two variants. On the other hand, IgG reactivity indexes of PvCSP-VK247
presented a tendency of correlation with the number of previous malaria episodes, which is also coherent with
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Figure/6. Correlation of Rls of cytophilic IgG subclasses with months since the last malaria (MSLM). (a)
Correlation of IgG1 RIs against PvCSP-VK210 with MSLM. (b) Correlation of IgG1 RIs against PvCSP-VK247
with MSLM. (c) Correlation of IgG1 Rls against PvCSP-P. vivax-like with MSLM. (d) Correlation of IgG3 Rls
against PvCSP-P. vivax-like with MSLM.

the aforementioned condition, since individuals that have more infections will probably have more chances to
get in touch with this less geographically distributed variant. In our results we have considered three areas as a
single one. However, looking separately to these areas, Mancio Lima and Cruzeiro do Sul demonstrate a similar/
higher prevalence of the variant PvCSP-VK247 on PvCSP-P. vivax-like as a previous work has demonstrated in
other Brazilian endemic areas™.

We have then checked possible correlations between subclass reactivity indexes and epidemiological param-
eters. Our ijndings suggest a cumulative effkct on IgG1 reactivity indexes against PvCSP-VK210 as a result of
previous malaria episodes. On the other hand, PvCSP-VK247 IgG3 RI’s presented a direct correlation with the
NPME. Diffkrently of the PvCSP variants, the RI’s of IgG and its’ subclasses able to recognize the C-terminal
region of the protein were not able to correlate with any of the epidemiological parameters described. ff ese ijnd-
ings are consistent with those reported by Arévalo-Herrera describing high levels of cytophilic antibodies capable
to recognize fragments from both PvCSP N-terminal and repeated regions, based on immunizations with long
synthetic peptides in phase I clinical assays, while the C-terminal region was not immunogenic in humans*. In
addition, despite immunogenic in mice, N or C terminals only (i.e. lacking either VK210 or 247 repeat sequences)
also failed to induce protective immunity?. Since Kurtovic et/al. pointed complement activation/by antibodies
as an important mechanism of anti-sporozoite human immunity, one of the possible mechanisms that might
explain the non-immunogenic proijle of PvCSP-Ct is by means of the complement fragment C3d, capable to limit
the anti-CSP C-terminal {tanking sequence-speciijc antibody response by masking epitopes in this region of the
molecule. ff us, C3d binding to CSP C-terminal region may represent a mechanism based on the exploitation
of the innate immune response by the parasite in order to suppress the development of an acquired immune
response against a conserved region of the protein*®.

In agreement with the previous discussed results, comparison of epidemiological parameters of responders
and non-responders to each one of the recombinant proteins presented statistical diffkrences of age and TREA
for the three PvCSP allelic variants. Again, only PvCSP-Ct did not present such a diffkrence and induced low
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responses in natural exposure conditions. ff is ijnding could suggest that the production of speciijc antibodies
against the C-terminal region is not conditioned by the TREA or parasite exposure. In fact, the production of
antibodies to PvCSP-Ct may be related to the ability of each individual’s immune system to circumvent a possible
mechanism of parasite-mediated evasion, like we previously suggested.

From all of the studied population (299) individuals, 59 presented speciijc IgG antibodies to all of PvCSP
variants. When compared to individuals that did not respond to at least one of the variants, these individuals
presented signiijcantly longer TREA (mean of 6/years). Furthermore, this same group presents inverse correla-
tions between cytophilic RI’s (IgG1 against PvCSP-VK210; IgG1 and IgG3 against PvCSP-P. vivax-like) and
MSLM, suggesting that these speciijc antibodies could, somehow, represent markers of recent infection. On the
other hand, only IgG1 RI's of PvCSP-VK247 were directly correlated with MSLM, implying that these speciijc
antibodies may be important for a protective immune response.

In conclusion, despite the limitations in sample size and study design, our work indicates that IgG positivity
and magnitude against PvCSP variants can persist from past infections in the studied population, even in the
absence of an ongoing malaria episode. ff e proijle of responders to PvCSP allelic variants and its geographi-
cal distribution are still compatible with scientiijc literature, with dominance of PvCSP-VK210, followed by
PvCSP-P. vivax-like and PvCSP-VK247. ff e immune response raised against the recombinant proteins studied
here, were mediated, predominantly, by cytophilic antibodies, which have a relevant role to trigger a protective
immune response. Conversely, C-terminal region, does not seem to be the best option in vaccine design due
its low-immunogenic properties and absence of correlation with epidemiological parameters and protection
indicatives. Lastly, taking into account the limitations of the number of individuals enrolled in our study and the
unique features of studied population, which is historically exposed to P. vivax and P. falciparum simultaneously,
we can not exclude the possibility of heterologous reactivity of antibodies against P. vivax CSP variants. ff erefore,
other epidemiological studies regarding P. vivax allelic variants in other areas are encouraged and essential to
address this question and increase the knowledge about the serological landscapes in endemic regions, which is
fundamental to develop a global P. vivax vaccine.

Methods

Study area and volunteers. ff e cross-sectional cohort study included 299 individuals from three diffkr-
ent communities with malaria transmission in Acre state: Cruzeiro do Sul (n=124), Guajaré (n =87) and Mancio
Lima (n=88). Samples of 53 individuals living in non aendemic areas of Rio de Janeiro and never exposed to
malaria were the control group. Samples and survey data were collected from June to August of 2016. Informed
consent was obtained from all donors by written declaration. ff e study was reviewed and approved by the
Fundagao Oswaldo Cruz Ethical Committee and the National Ethical Committee of Brazil.

Epidemiological survey. To evaluate the potential influence of clinical and exposure features on immunity
response against PvCSP variants, the donors were interviewed prior the blood sampling. Questions related to
personal exposure to malaria, such as time of residence in transmission areas, previous maldria episodes, use
of prophylactic measures, symptoms and personal knowledge of malaria transmission were done with all study
participants. ff e answers were stored in Epi-Info databank for subsequent analysis (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA, USA). Written informed consent/was obtained from all adult donors or from par-
ents of donors in the case of minors.

Malaria diagnosis and blood sampling.  Blood samples were collected by venipuncture in heparin tubes
and centrifuged (350xg, 10/min) to plasma separation and storage at —/20/°C to ship to Laboratério de Imu-
noparasitologia, Fiocruz—R]. ff in and thick blood smears were stained and analyzed for malaria parasites.
ff e diagnosis were done by examination of 200 ijelds at 1,000x magniijcations under oil-immersion and two
research experts in malaria diagnosis examined all slides. Individuals positive for P. vivax and/or P. falciparum
at the time of blood collection were treated using the chemotherapeutic regimen recommended by the Brazilian
Ministry of Health.

Recombinant PvCSP variants expression in HEK-293 T cells.  As previously described by Longley
et/al.’!, the P, vivax sequences used were PvCSPVK210 of Belem strain (GenBank accession number P08677),
PvCSPVK247 of Papua New Guinea (GenBank accession number/M69059), PvCSPVivax-like of Papua New
Guinea (GenBank accession number L13724.1) and PvCSP C-terminal region from Salvador I strain (NCBI
Reference Sequence XP_001613068.1). Each one of the domains contained in the multi-variant chimeric recom-
binant protein used in the Rv21 vaccine described by Salman et/al.” was synthesized and codon-optimized using
the Geneart service (ff ermoFisher), as follows;

C-terminal: NNEGANAPNEKSVKEYLDKVRATVGTEWTPCSVTCGVGVRVRRRVNAANKKPEDLTLND-
LETDVCTMDK.

VK210: (5x(GDRAAGQPA), 4x(GDRADGQPA), 1x(GNGAGGQAA)); VK247: (2x(ANGAGNQPG/
ANGAGGQAA), IX(ANGAGDQPG/ANGAGDQPG), 1X(ANGADDQPG/ANGAGDQPG), Ix(EDGAGNQPG/
ANGAGDQPG)).

Finally, Vivax-like repeats, with a sequence 3x(APGANQEGGAA), 3x(APGANQGGGAA), was obtained
from the genebank accession number: AAA18616.

DNA fragments encoding each of the vCSP regions were cloned in the expression vector pHLsec, which is
{tanked by the chicken n-actin/rabbit n-globin hybrid promoter with a signal secretion sequence and with a
modiijcation of a C-tag instead of a His-tag tail.
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For expression and puriijcation of vCSP malarial antigens, the codon-optimized coding regions were cloned
into the pHLsec vector, as previously described*, which is {tanked by the chicken n-actin/rabbit n-globin hybrid
promoter with a signal secretion sequence and a C-tag (EPEA). ff e pHLsec plasmids (500/0g) were transfected
in HEK-293 cells using polyethyleneimine (PEI) in roller bottles (surface area of 2,125 cm?) under standard cell
culture conditions. Five days afler transfection, cells were discarded and media was ijltered through 0.22/cM
disposable ijlters. ff e secreted protein was puriijed from the supernatant by afhnity chromatography (C-tag
column), using the Akta Start chromatography system and eluted with 2.0/M MgCl, and 20/mM Tris, pH 7.0.
Finally, the eluted protein was dialysed using Slide-A-LyzerTM cassette (Fisher Scientiijc) against 1x PBS.

Western Blot.  Supernatants from transfected HEK293 cells were boiled at 100°C for 5 min in laemli buffkr.
Equal amounts cell supernatants were resolved by SDS/PAGE and transferred to PVDF membranes. Blots were
blocked with 1x PBS-Tween- 5% milk and incubated with an anti-C-Tag antibody (CaptureSelect™ Biotin Anti-
C-tag Conjugate at 1:2,000 dilution, supernatants from a MRA-185 hybridoma cell line (2E10.E9) that recognize
the VK247 repeats, and supernatants from a MRA-184 hybridoma cell line (2F2) that recognize the VK210
repeats. followed by incubation with HRP-conjugated secondary antibody (1:5,000). Chemiluminescence (Per-
kin-Elmer Life Sciences, Boston, MA) was visualized using the BioRad ChemiDoc SRS device.

Antibody assays. Anti-PvCSP speciijc antibodies against recombinant VK210, VK247, Vivax-like and C
terminal region (CT), were evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as previously described
by Matos et/al.”®. Briefty, MaxiSorp 96-well plates (Nunc, Rochester, NY, USA) were coated overnight with 1.04ug/
ml of each recombinant protein. Plates were washed and blocked for I/h at 37°C. After blocking, plasma samples
(1:100 in PBS-Tween-BSA 5%) were incubated in duplicate wells during V/h. After three washing steps, bound
antibodies were detected with anti-human IgG-PE (Sigma, St. Louis) and followed by addition of o-phenylene-
diamine and hydrogen peroxide. Plates were read at 492/nm using a SpectraMax 250 ELISA reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA). ff e results for total IgG were expressed as reactivity indexes (RIs), which were
calculated by the mean optical density (O.D.) of an each tested sample divided by the cut-offknumber expressed
by the mean optical density of 10 non-exposed control individuals’ samples plus 3 standard deviation (cut-oftk
values: VK210=0.208, Vivax-like=0.268, VK247=0.260 and Ct=0.245). ff ese 10 non-exposed control indi-
viduals’ corresponded to 10 higher DO’ found in 53 control individuals tested (VK210=0.126; 0.131; 0.137;
0.143; 0.146; 0.146; 0.149; 0.153; 0.183; 0.184; Vivax-like =0.147; 0.175; 0.185; 0.189; 0.191; 0.202; 0.210; 0.210;
0.220; 0.230; VK247 =0.139; 0.146; 0.149; 0.168; 0.172; 0.178; 0.188; 0.193; 0.215; 0.220; Ct=0.129; 0.131; 0.137;
0.148; 0.156; 0.182; 0.183; 0.189; 0.192; 0.196). Subjects were scored as responders to PvCSP variants if the RI
of IgG against each one of the recombinant proteins was higher than 1. Additionally, the RIs of IgG subclasses
for each one of the proteins, were evaluated on responders of each PvCSP variant. ff e same method was done,
using peroxidase-conjugated goat anti-human IgG1, IgG2, IgG3, and IgG4 (Sigma, St. Louis) (cut-oftk—VK210
IgG1=0.158, I[gG2=0.168 , IgG3=0.194 and IgG4=0.315, Vivax-like IgG1=0.060, IgG2=0.053, IgG3=0.110
and IgG4=0.065, VK247 IgG1=0.234, 1gG2=0.337, 1gG3=0.288 and IgG4=0.439 and Ct IgG1=0.161,
1gG2=0.308, IgG3=0.191 and IgG4=0.284).

Statistical analysis. Statistical analyzes were done in GraphPad Prism 5.0 for Windows (GraphPad Sofh
ware, Inc.). Normality test were done in all variables using the one-sample Kolmogorov-Smirnoftktest. ff e
Dunn’s test was used to compare Rls of IgG against recombinant PvCSP variants in studied groups. Uncor-
rected Fisher’s plus LSD was done to access the diffkrences in proportions of IgG, IgG subclass. Correlations
between immune response and epidemiological parameters were evaluated by Spearman rank test. A two-sided
p value <0.05 was considered signiijcant.

Ethics approval and consent to participate. Written consent for use of plasma samples and survey data
were obtained in accordance to the revised Declaration of Helsinki. Both collection and consent protocols were
under approval of Fundagao Oswaldo Cruz Ethical Committee and the National Ethical Committee of Brazil
(CEP-FIOCRUZ CAAE 46084015.1.0000.5248).

Data availability

ff e present manuscript includes all datasets generated for this study.
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