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RESUMO

O processo de invasdo do Plasmodium vivax aos reticulocitos ¢ complexo, essencial para o
sucesso da infec¢do e coincide com o aparecimento dos sintomas clinicos da doencga. Portanto,
proteinas envolvidas nesse processo constitui alvos no desenvolvimento de uma vacina contra
P. vivax. Recentemente estudos tém demonstrado que a combinagao de multiplos antigenos tem
efeito protetor contra a doenga em mais de 90%, dos quais incluem a Duffy binding protein 11
(DBPII) e a recém descrita Erythrocyte Binding Protein (EBP2), uma proteina pardloga da
DBPIIL. No entanto, o efeito protetor conferido pela associagdo DBPII/EBP2 foi observado
apenas para variante homologa da DBPII. Para contornar o efeito da diversidade genética de
DBPII sobre o sistema imune, o imunogeno sintético baseado na DBPII, denominado de
DEKnull-2, foi construido para induzir anticorpos capazes de bloquear a interagdo entre
diferentes alelos DBPII e seu receptor cognato em reticuldcitos, o qual, tem mostrado resultados
promissores. Buscando contribuir no desenvolvimento de uma vacina, o conhecimento sobre a
aquisi¢ao e longevidade da resposta imune naturalmente adquirida para DEKnull-2 ¢ EBP2,
bem como o estabelecimento de células B de memoria (MBCs) de longa duracdo sao
necessarios. Com a vantagem de estudar uma populacdo exposta uma Unica vez a um surto de
malaria causado por P. vivax fora da regido endémica brasileira, numa primeira etapa,
avaliamos a aquisi¢do e longevidade da resposta de anticorpos IgM e IgG contra as EBP2,
DBPII e DEKnull-2, e a proteina bem caracterizada e imunogénica MSP1-19. Para isso,
realizamos um acompanhamento de 12 meses dos individuos expostos (16 casos e 22 ndo caso)
em quatro cortes transversais com intervalo de 3 meses. Os nossos resultados mostram que uma
unica exposi¢do ao P. vivax nao foi suficiente para induzir niveis relevantes de IgM ou IgG
contra EBP2, DBPII ou DEKnull-2. No entanto, apds infec¢des de P. vivax recorrentes houve
um aumento expressivo na resposta de IgG contra DBPII e DEKnull-2, sendo essa resposta
estavel para DEKnull-2 ao longo de 12 meses. Polimorfismo no gene ebp2 nao parece explicar
a baixa resposta de anticorpos contra EBP2, uma vez o isolado de P. vivax do surto mostrou
alta identidade com o isolado referéncia (proteina recombinante utilizada nos ensaios
soroldgicos). Embora pouco imunogénica em individuos expostos uma tnica vez ao P. vivax,
a EBP2 foi altamente imunogénica em individuos com longa exposi¢do a maléria, com
frequéncia de respondedores que variaram de 35% a 92%, dependendo do numero de episddios
de malaria. Na segunda etapa, avaliamos a longevidade da resposta de células B de memoria
(MBCs) contra DBPII e DEKnull-2 ap6s 13 anos a ocorréncia do surto de maléria. Apesar dos
anticorpos antigeno-especificos contra P. vivax ndo serem detectados apds 13 anos da unica
exposi¢do, MBCs antigeno-especificas ainda foram detectadas. Especificamente, 44% dos
individuos caso apresentaram MBCs diferenciadas em células secretoras de anticorpos (ASCs)
especificas para DEKnull-2 e 33% para DBPII. Além disso, a resposta de ASCs para DEKnull-
2 teve maior amplitude comparada com a DBPII. Uma andlise de correlacdo dos dados de
sorologia IgM e IgG com o perfil de subpopulacdes de células B mostrou correlagdo positiva
com anticorpos contra DBPII e MBCs atipicas enquanto para DEKnull-2 a correlagdo foi
significativa com as MBCs classicas. Em conjunto, o presente trabalho mostra que a EBP2
apesar de pouco imunogénica ap6s uma breve exposicao ao P. vivax, ¢ altamente imunogénica
em individuos com longa exposicdo a maldria. Além disso, nossos resultados reforcam o
potencial da DEKnull-2 como um importante candidato vacinal contra o P. vivax.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, anticorpos, células B de memoria, EBP2, DEKnull-2



ABSTRACT

Plasmodium vivax blood-stage invasion process into reticulocytes is complex, critical for
parasite development, and associated with clinical disease. Therefore, blood-stage proteins are
targets for vaccine development against P. vivax. Recently, studies have been demonstrated that
combination of multiple P. vivax proteins showed strong protective effect (>90%), including
Duffy binding protein II (DBPII) and novel Erythrocyte Binding Protein (EBP2), a DBPII
paralog. However, the association of DBPII/EBP2 was found only against a homologous DBPII
allele. To overcome the genetic diversity of the DBPII, the engineering vaccine DEKnull-2 was
constructed to induce inhibitory antibodies able to block the interaction between different
DBPII allele and its cognate receptor on DARC positive reticulocytes, that it has showed
promised results. Thus, the understanding of acquisition and longevity of natural immune
response against DEKnull-2 and EBP2, as well as the generation of long-term memory B cells
(MBCs) response are necessary for development of an effective vaccine against P. vivax. Here,
we took advantage of a small outbreak of P. vivax malaria, located in a non-endemic area of
Brazil, firstly, we investigated the acquisition and longevity of IgM/IgG antibodies against
EBP2, DBPII, DEKnull-2, and well-characterized and imumunogenic MSP1-19, among
individuals who had their first and brief exposure to P. vivax. In the outbreak area, the
experimental approach included 4 cross sectional surveys at 3-month interval (12-month
follow-up) including exposed individuals (16 cases, and 22 non-cases). The results
demonstrated that while a brief initial P. vivax infection was not efficient to induce IgM/ IgG
antibodies to EBP2, DBPII or DEKnull-2, IgG antibodies against DBPII and DEKnull-2 (but
not EBP2) were boosted by recurrent blood-stage infections, with a stable IgG response against
DEKnull-2 within 12 months. Polymorphism in the ebp2 gene does not seem to explain EBP2
low immunogenicity as the ebp?2 allele associated with P. vivax outbreak presented high identity
to the original EBP2 isolate used as recombinant protein. Although EBP2 antibodies were
barely detectable after a primary episode of P. vivax infection, EBP2 was highly recognized by
long-term malaria-exposed Amazonian range from 35% to 92% according to previous malaria
episodes. In the next step, we evaluated the longevity of MBCs response to DBPII and
DEKnull-2 after 13 years of the outbreak. Although the antigen-specific antibodies did not
detect 13-years after a single and brief P. vivax exposure, MBCs were detected. Specifically,
44% of case individuals showed the differentiation of MBCs in antibody secreting cells (ASCs)
for DEKnull-2, and 33% for DBPII. The higher levels of ASCs were observed for DEKnull-2
than DBPII. Correlation analysis between [1gM/IgG specific-antibodies and MBCs subset
showed a positive correlation between antibodies against DBPII and atypical MBCs, while
DEKnull-2 antibodies positively correlated with classical MBCs. Taken together, our results
showed EBP2 was poor immunogenic after a single and brief P. vivax exposure, but it is highly
immunogenic after long-term malaria exposure. Furthermore, our results highlighted the
potential of DEKnull-2 as a vaccine candidate.

Keywords: Plasmodium vivax, antibodies, memory B cells, EBP2, DEKnull-2
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1 INTRODUCAO

1.1 Situacio atual da malaria

A maléria ¢ uma das doengas infecto-parasitdrias de maior importancia na satide publica
mundial e amplamente distribuidas nas regides de clima tropical e subtropical do planeta. Desde
o ano 2000, investimentos maci¢os tém sido direcionados ao combate a maléria, visando o
controle e eliminacdo da doenga. De fato, até o ano de 2015 foi observada uma expressiva
reducdo no nlimero de casos registrados, no entanto essa tendéncia nao foi mantida nos ultimos
anos. Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), houve um aumento no niimero de
casos de 211 milhdes em 2015 para 241 milhdes em 2020. Além de um aumento no nimero de
casos em 2020, também houve aumento no niimero de 6bitos de 558.000 em 2019 para 627.000.
Acredita-se que esse aumento no numero de Obitos se deve principalmente a interrupgao de

servigos de prevengdo a malaria na Africa durante a pandemia de COVID-19 (WHO, 2021).

Das seis espécies de plasmodio que causam maldria em humanos (Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. simium), o P. vivax ¢é a espécie de
maior distribui¢do geografica e que mais acomete o homem fora da Africa. Estima-se que em
2020, o P. vivax tenha sido responsavel por causar malaria em 4.5 milhdes de pessoas (WHO,
2021). Nas américas, a maldria ¢ endémica em 19 paises e a espécie P. vivax responde por 80%

dos casos de maléria na regido (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Na América do Sul, os paises Brasil, Colombia e Venezuela representaram juntos cerca
de 77% dos 232.000 casos registrados em 2020 no continente (MINISTERIO DA SAUDE,
2021; WHO, 2021). No Brasil, a regido da Amazonia legal, composta pelos estados do Acre,
Amazonas, Amapd, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins, ¢
considerada endémica para malaria compreendendo 99% dos casos notificados. (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021). Em 2020, foram registrados 145.188 casos de malaria, uma redugdo de
7,8% em relagdo ao ano anterior (2019), dos quais a espécie P. vivax foi responsavel por 89%
dos casos. Dados preliminares do Ministério da Saude apontam uma tendéncia de queda, ja que
houve uma redugao de 12,5% (57.374) dos casos notificados no primeiro semestre de 2021 em
relagdo ao mesmo periodo de 2020 (65.558) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). A redugéo da
morbidade e mortalidade da malaria sdo reflexos principalmente de investimentos em

programas de controle e prevengdo por parte do Ministério da Satide, que visam o diagndstico
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e tratamento precoce dos casos clinicos, bem como controle vetorial (FERREIRA; CASTRO,
2016; GRIFFING et al., 2015; SAMPAIO et al., 2015). No entanto, apesar da redu¢do no
namero de casos, 0 ano de 2020 apontou um aumento de 18,9% (44) nos obitos por maléria em
relacdo a 2019 (37 obitos), fato possivelmente explicado pelo aumento de casos de maléria
causada por P. falciparum no pais, ou ainda pela pandemia de COVID-19, que pode ter
contribuido pela demora na busca de diagndstico e tratamento adequado (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021).

Ainda que os dados apontem para uma tendéncia na reducdo no nimero de casos de
malaria no Brasil, a doenca ainda ¢ considerada de dificil controle no territorio devido a fatores
como: (i) intenso e descontrolado movimento populacional, relacionado com a busca por
melhores condi¢des de vida entre estados e municipios brasileiros ou paises vizinhos, como
Venezuela e Peru (CARLOS et al., 2019); (i1) presenga do mosquito vetor em praticamente todo
o territdrio brasileiro (MELO et al., 2020); (ii1) surgimento de infec¢des assintomadticas ou
submicroscépicas (ALMEIDA et al., 2021; AMARAL etal., 2019); e (iv) expansdo de parasitos
resistentes as drogas atualmente disponiveis (FERREIRA et al., 2021).

Os casos de malaria notificados fora da regido endémica brasileira também podem ser
apontados como um dos desafios no controle e elimina¢do da maléria no pais. Em grande parte,
os casos extra-amazonicos sao notificados como importados da &rea endémica brasileira, de
paises vizinhos com transmissdo ativa ou de individuos regressos do continente africano
(CARLOS et al., 2019). Apesar de representarem apenas 1% do total de registros, esses casos
merecem especial atencdo uma vez que eles podem atuar como caso indice de surtos da doenca.
Na area ndo endémica, a taxa de letalidade chega a ser cerca de 123 vezes maior que a registrada
na regido endémica. Enquanto que a chance de uma pessoa morrer de maldria na regido
endémica ¢ de apenas 0,02%, essa taxa sobe para 2,04% na regido extra-amazdnica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Isso porque fora de area endémica a suspeita de malaria
ndo ¢ imediata, e a demora para iniciar o tratamento adequado do paciente pode levar ao

agravamento do quadro e maior risco de vir a 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Contudo, os casos importados ndo sdo os Unicos responsaveis pela transmissdo de
maldria na regido extra-amazonica. Transmissdo autoctone tem sido registrada ao longo da area
de mata Atlantica brasileira nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, e Parana

(CARLOS et al., 2019; DE PINA-COSTA et al., 2014). Em regides de Mata Atlantica, o
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principal vetor apontado como transmissor de malaria ¢ o mosquito Anopheles (kerteszia)
cruzii. Este vetor ¢ capaz de realizar o repasto sanguineo em copas de arvores e proximo ao
solo, podendo infectar primatas ndo-humanos e o homem, fato que ajudou a descrever o perfil
zoondtico da malaria na regido de Mata Atlantica (BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et
al., 2018). A espécie Plasmodium simium tem sido descrita como o causador de malaria nessa
regido. Dessa forma, individuos em contato com as areas de mata atlantica podem estar sob o

risco de contrair a malaria (BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018).

Em Minas Gerais (MG) a transmissao da malaria ¢ baixa, apesar do estado possuir
fatores que podem contribuir na disseminacdo da doenga, como a presenca do vetor e o fluxo
migratorio de individuos infectados em éareas endémicas. Focos de transmissdao autdctone ja
foram descritos em diversas cidades do estado, como Montalvania, Mantena, Uberlandia,
Monte Alegre de Minas, Sousa e Diamantina (BENTES; COSTA; TEIXEIRA, 2018;
CERAVOLO et al., 2009; CHAVES et al., 1995; FONTES; BATHURST; KRETTLI, 1991;
LIMONGI et al., 2008). No periodo de 2010 a 2018, MG registrou 703 casos de malaria (SES-
MG, 2018).

1.2 Ciclo biolégico

Parasitos do género Plasmodium spp possuem um complexo ciclo bioldgico que envolve dois
hospedeiros: (1) hospedeiro invertebrado — fémeas dos mosquitos do género Anopheles — onde
ocorre a fase de multiplicacdo sexuada; e (2) hospedeiro vertebrado — o homem, onde ocorre a

fase assexuada do ciclo biologico (CROMPTON et al., 2014; MUELLER et al., 2009).

No homem a infec¢do se inicia com a inoculagdo de esporozoitos (formas infectantes)
na derme durante o repasto sanguineo de fémeas anofelinas infectadas (GUEIRARD et al.,
2010) (Figura 1). Parte desses esporozoitos atingem a corrente sanguinea, migram através de
células de Kupffer e hepatocitos até que se estabelecem em uma das células do figado
(TAVARES et al., 2013), dando inicio do ciclo hepatico que ocorre de forma assintomadtica no
homem. Nos hepatdcitos ocorre a formacgdo do vacuolo parasitéforo dando continuidade ao
processo de esquizogonia. Nesta etapa, diferentemente de P. falciparum, a espécie P. vivax
pode desenvolver formas latentes denominadas de hipnozoitos que podem ficar latentes durante
semanas ou meses nos hepatdcitos (KROTOSKI, 1985; WHITE, 2011). A reativagdo de

hipnozoitos pode levar a um novo quadro de maléria clinica (recaidas) com potencial para
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infectar novos mosquitos, e consequentemente infectar um novo hospedeiro humano (WHITE,
2011). Os esporozoitos, no interior do vactolo parasitéforo, sofrem sucessivos ciclos de
multiplicagdo assexuada e diferenciagdo dando origem a milhares de merozoitos (HOLZ;
FERNANDEZ-RUIZ; HEATH, 2016) que serdo liberados diretamente na corrente sanguinea
por brotamento de vesiculas, conhecidas como merossomos (STURM, 2006). Livres na
corrente sanguinea, os merozoitos rapidamente reconhecem as células alvos, as células
vermelhas, onde iniciam o processo de invasdo (COWMAN et al., 2016) que envolve uma série
de etapas sucessivas mediadas por interagdes moleculares especificas do tipo ligante/receptor

entre proteinas do parasito e os receptores das células alvo (PETTER; DUFFY, 2015).

Estabelecida a invasdo nos eritrdcitos e formacao do vactiolo parasitéforo, ocorre uma
extensa multiplicagdo assexuada que originard entre 16-36 novos merozoitos. Esses novos
parasitos serdo liberados na corrente sanguinea através do rompimento da membrana dos
eritrocitos reiniciando o ciclo de invasdo, a cada 48 horas para as espécies P. vivax e P.
falciparum (COWMAN et al., 2016). Essa etapa do ciclo, coincide com o aparecimento dos
sintomas clinicos da malaria como febre, dor de cabeca, calafrios, nausea e fraqueza que estao
associados com a liberagcdo de moléculas, como o glicofosfatidilinositol (GPI) e hemozoina
ligada a DNA do parasito, que vao atuar como fatores pirogénios na circulacdo (ANSTEY et
al., 2009). Um vez na circulagdo, esses pirogénios ativam o sistema imune produzindo uma
resposta inflamatoria, que pode direta ou indiretamente contribuir para a eliminacdo da infecgao
(LIMA-JUNIOR; PRATT-RICCIO, 2016). Parte dos merozoitos dardo origem as formas
sexuadas feminina e masculina do parasito (gametdcitos) que sdo infectantes para o mosquito
vetor (SINDEN, 1983). O aparecimento de gametdcitos de P. falciparum na circulacao
periférica ocorre de forma concomitante com os sintomas clinicos iniciais (8 a 11 dias apos a
infeccdo) (COWMAN et al., 2016; MEIBALAN; MARTI, 2017), enquanto para P. vivax ja ¢
possivel observar gametdcitos circulantes antes de qualquer sintoma (até 7 dias apds a infec¢ao)
(BOUSEMA; DRAKELEY, 2011; VALLEJO et al., 2016). No momento do repasto sanguineo,
as fémeas do mosquito de anofelinos ingerem os gametocitos femininos e masculinos que
atingem o intestino médio, fecundam e formam o zigoto diploéide. Posteriormente, havera o
desenvolvimento dos oocinetos moveis, oocistos que se maturam e diferenciam em
esporozoitos que se maturam nas glandulas salivares e estardo aptos para infectar os anofelinos

e dar continuidade ao ciclo biolégico (CROMPTON et al., 2014; MEIBALAN; MARTI, 2017).
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Figura 1. Ciclo de vida do P. vivax. O ciclo de vida do parasito da maléria ocorre em duas fases, uma
em hospedeiro invertebrado (mosquito) e outra em hospedeiro vertebrado (homem). No momento do
repasto sanguineo o mosquito inocula no homem os esporozoitos que sdao formas infectantes que serdo
direcionadas até¢ o figado. Nos hepatdcitos os esporozoitos irdo se diferenciar em merozoitos sendo
posteriormente liberados na corrente sanguinea (fase pré-eritrocitica). Na circulagdo, os merozoitos
rapidamente vao infectar as células vermelhas do sangue e apds sucessivos ciclos de multiplicagiao
romperdo essas c€lulas infectando outras novas. Parte desses merozoitos vdo ainda se diferenciar em
gametocitos que serdo infectantes para mosquitos, dando continuidade ao ciclo de vida da malaria.
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(Adaptado de Mueller e colaboradores (2009).

1.2.1 Invasdo dos eritrocitos humanos pelo P. vivax

A invasdo dos eritrocitos pelo parasito da malaria € a etapa do ciclo que garante o sucesso da
infecdo humana, sendo esse processo complexo, rapido e envolvendo vérias etapas de ligagdo

entre ligantes do parasito e receptores nos eritrocitos (COWMAN et al., 2017).

Inicialmente, o contato entre os merozoitos e eritrocitos ¢ mediado por interacdes de
baixa afinidade, principalmente pelas proteinas de superficie do merozoito (MSP) (BEESON
et al., 2016). A etapa seguinte, implica na reorientacdo da extremidade apical do parasito
voltando-a para a superficie do eritrdcito através da exposicao de proteinas de micronema, como

o antigeno de membrana apical-1 (AMAI1)(ALAGANAN; SINGH; CHITNIS, 2017;
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COWMAN et al., 2017). Em seguida ocorre a etapa da jungdo irreversivel através de ligagdes
de alta afinidade mediada por proteinas da familia Duffy binding-like (DBL ou Erythocyte
binding-like- EBL). Nessa etapa final enquanto P. falciparum pode utilizar diferentes vias para
concluir o processo de invasao em hemadcias de qualquer idade, o P. vivax, s6 possui uma via
de invasdo conhecida restrita aos reticuldcitos (hemadcias jovens) (ALAGANAN; SINGH;
CHITNIS, 2017; COWMAN et al., 2017; COWMAN; CRABB, 2006).

Até o momento, a iinica via de invasdo bem descrita do P. vivax ocorre através da ligacao
da proteina de micronema Duffy Binding Protein (DBP) ao seu receptor nos eritrocitos, o
antigeno do grupo sanguineo Duffy/receptor de quimiocinas (DARC) (ADAMS et al., 1990,
1992). Inclusive, até pouco tempo era consenso na literatura que individuos que nao
expressavam o receptor DARC na superficie dos reticulocitos ndo eram susceptiveis a infec¢ao
por P. vivax (MILLER et al., 1976). No entanto os recentes relatos de individuos DARC
negativos infectados com P. vivax tem levantado questionamento acerca da exclusividade da
DBP como unica via de invasdo desse parasito (GOLASSA et al., 2020; GUNALAN et al.,
2016; KEPPLE et al., 2021; POPOVICI; ROESCH; ROUGERON, 2020). Além da DBP,
recentemente se tornou conhecida outra proteina capaz de se ligar a reticulécitos DARC
positivos, a Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2), que possui caracteristicas semelhantes as
proteinas da familia DBL/EBL que sdo importantes no processo de invasdo dos merozoitos as
células alvo, se tornando uma possivel via alternativa na invasao do P. vivax (HESTER et al.,

2013; NTUMNGIA et al., 2016).

Dada a importancia do ciclo sanguineo na maldria varios estudos que visam o
desenvolvimento de uma vacina contra o Plasmodium sp trazem como alvo proteinas dessa fase
do ciclo biolégico do parasito (BEESON et al., 2019; MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015).
No caso do P. vivax, visto a alta dependéncia da DBP no processo de invasdo desse parasito e
o fato anticorpos capazes de bloquear a interacdo dessa proteina ao seu receptor estarem
correlacionados a protecao clinica (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016) fazem dessa
proteina a principal candidata a compor uma vacina contra esse parasito (PAYNE et al., 2017;
SINGH et al., 2018). Estudos recentes ainda mostram que direcionar a resposta imune a mais
de uma proteina presente no processo de invasdo ¢ uma estratégia capaz de promover niveis
mais altos de inibi¢do da invasdo do parasito e consequente imunidade clinica, sugerindo que
uma vacina que contemple mais de um antigeno seja uma boa estratégia no combate ao P. vivax

(FRANCA et al., 2017; HE et al., 2019). Ainda visando o desenvolvimento de uma vacina se
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torna imprescindivel conhecer os mecanismos que podem favorecer o desenvolvimento de uma

resposta imune eficiente e de longa duracao.
1.3 Resposta imune naturalmente adquirida contra malaria

O estabelecimento da imunidade naturalmente adquirida contra a malaria ¢ atingida apds
sucessivas infec¢des (KOCH, 1900; Langhorne et al., 2008). Em uma primo-infec¢io, os
individuos tendem a desenvolver uma doenca aguda e febril e apos repetidas infecgdes, a
doenga tende a evoluir para a forma mais branda (subclinica) podendo até mesmo estar ausente,
como observado na malaria assintomatica (LANGHORNE et al., 2008; SAN et al., 2022). A
diferenga na sintomatologia da doenga ¢ atribuida principalmente ao estabelecimento da
imunidade naturalmente adquirida, sendo os anticorpos os principais componentes (COHEN;

MCGREGOR; CARRINGTON, 1961).

A importancia dos anticorpos IgG na imunidade contra a malaria foi demonstrada pela
transferéncia passiva de anticorpos IgG de adultos imune para criangas que tiveram reducdo da
parasitemia e sintomas clinicos da doengca (COHEN; MCGREGOR; CARRINGTON, 1961;
SABCHAREON et al., 1991). No entanto, os mecanismos que induzem a imunidade adquirida
contra a malaria sdo complexos e seu conhecimento ainda ¢ limitado, especialmente contra o
P. vivax (ANTONELLI et al., 2020). Ja foi demonstrado que alguns fatores podem influenciar
na aquisi¢do, amplitude e magnitude da imunidade contra maléria, como idade e fatores
genéticos do hospedeiro; exposi¢do prévia a maléria; além de espécie e variabilidade do parasito
(FOWKES; BOEUF; BEESON, 2016; MUELLER et al., 2013; NOGARO et al., 2011). Um
exemplo ¢ a diversidade genética do parasito que pode atuar como um mecanismo de escape
do sistema imune humano (SCHERF; LOPEZ-RUBIO; RIVIERE, 2008; TAKALA; PLOWE,
2009), constituindo um desafio no desenvolvimento de vacinas, ja que os anticorpos induzidos
parecem ser variante-especificos, justificando a necessidade de repetidas infecgdes para a
aquisi¢ao de anticorpos contra uma ampla diversidade de parasitos (MARSH; KINYANJUI,
2006).

Estudos imuno-epidemioldgicos em areas com diferentes niveis de endemicidade
mostram que a aquisi¢do da imunidade naturalmente adquirida acontece de forma mais rapida
para o P. vivax comparado ao P. falciparum (MAITLAND et al., 1996; MARCHESINI et al.,
2001; MICHON et al., 2007; PHIMPRAPHI et al., 2008). Nessas areas, enquanto a diminui¢ao

da incidéncia e desaparecimento de sintomas clinicos em infec¢@o por P. vivax foi observada
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em criancas a partir dos 5 anos de idade, o mesmo fendmeno s6 foi observado para P.
falciparum em criangas na faixa da pré-adolescéncia. O estabelecimento de uma imunidade
mais rapida para o P. vivax pode ser atribuida a formagdo de hipnozoitos no ciclo pré-
eritrocitico que pode gerar um booster na resposta imune, além da possibilidade de contato com
diferentes variantes desse parasito, ja que a infec¢ao pode ser multiclonal (CHEN et al., 2007;
MUELLER et al., 2013; WHITE, 2011); além disso, a grande dependéncia da proteina DBP
para a invasdo das células vermelhas (ADAMS et al., 1992), pode tornar a resposta de
anticorpos bloqueadores ao P. vivax direcionada e eficiente. Porém, pouco se sabe sobre a via
de aquisi¢do e manutengdo de anticorpos funcionais e protetores na malaria e quais sdo os
fatores necessarios para o desenvolvimento das células B de memoria (MBCs) especificas que

vao produzir anticorpos protetores de longa-duracao.

O conhecimento de que individuos naturalmente expostos a malaria sdo capazes de
produzir anticorpos contra antigenos de diferentes fases do ciclo biologico torna possivel a
busca pelo desenvolvimento de uma vacina eficaz que possa atuar tanto na fase pré-ertrocitica,
quando na fase sanguinea (DE et al., 2021). Em estagios iniciais da infec¢do, os anticorpos IgG
podem bloquear a migra¢do dos esporozoitos da derme até a invasdo dos hepatocitos
(HOLLINGDALE et al., 1984; NARDIN et al., 1999). Durante a fase sanguinea, os anticorpos
podem atuar diretamente no bloqueio das vias de invasdo, inibindo o desenvolvimento dos
merozoitos ou a adesdo de eritrocitos infectados no epitélio (COHEN; BUTCHER;
CRANDALL, 1969; MOORMANN; NIXON; FORCONI, 2019; O’'DONNELL et al., 2001)
ou pela destrui¢do dos merozoitos via opsonizagao que facilitam a fagocitose por macrofagos,
ativagdo da cascata do sistema complemento e/ou pela citotoxicidade celular mediada por

anticorpos (BOYLE et al., 2015).

De modo geral, a grande maioria dos estudos de avaliam a resposta de anticorpos
protetores em malaria disponiveis na literatura focam em anticorpos da cadeia de
imunoglobulina G (IgG), principalmente pelo seu papel relacionado a memoria imunologica e
atuagdo frente uma re-exposi¢ao (COICO; SUNSHINE, 2009; FOWKES; BOEUF; BEESON,
2016; LONGLEY; SATTABONGKOT; MUELLER, 2016). No entanto, estudos recentes tém
demonstrado que a imunoglobulina do tipo M (IgM) pode ter na malaria um papel subestimado.
Arama e colaboradores (2015) ao comparar duas populagdes distintas do Oeste Africano, uma
susceptivel e outra resistente a infec¢do por P. falciparum, constatou que a populagio resistente

a infeccdo apresentou maior magnitude de IgM na circulacdo. Boyle e colaboradores (2019),
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ao realizar um estudo de acompanhamento na Papua Nova Guiné (PNG), mostrou que criangas
que possuiam niveis elevados de I[gM no plasma apresentaram um menor risco de terem malaria
clinica. Além disso, nosso grupo demonstrou que niveis de anticorpos IgM foram estaveis por
até¢ 9 anos em uma populacdo da Amazonia com longa-exposi¢ao a malaria (MEDEIROS et al.,
2020). Esses resultados reforcam a necessidade de entender o papel de anticorpos IgM antigeno-

especificos na imunidade protetora a maldria.

Dessa forma, os dados da literatura evidenciam que a resposta imune adquirida & malaria
ocorre de forma complexa e a necessidade de mais estudos. Vale ressaltar a escassez de estudos
voltados para a espécie P. vivax, espécie mais prevalente fora do continente Africano, o que
dificulta o desenvolvimento de estratégias de controle eficiente e desenvolvimento de uma
vacina eficaz contra esse parasito (MUELLER et al., 2013; MUELLER; SHAKRI; CHITNIS,
2015).

1.3.1. Resposta de anticorpos contra proteinas de estagios sanguineos de P. vivax

candidatas a vacina

A imunidade protetora contra malaria causada pelo P. vivax tem sido associada a anticorpos
neutralizantes contra proteinas de estagios sanguineos, que atuam inibindo a invasao do parasito
na célula hospedeira, e consequentemente, reduzindo os sintomas clinicos da doenga
(CERAVOLO et al., 2008, 2009; KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016). Isto sugere que
o desenvolvimento de uma vacina contra proteinas de fase sanguinea de P. vivax ¢ uma
estratégia viavel, que pode contribuir para os programas de controle e elimina¢ao da malaria
por esse parasito (MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015; THAM; BEESON; RAYNER,
2017).

No momento, a maioria dos estudos de desenvolvimento de uma vacina para contra P.
vivax, encontram-se em estagios iniciais (BENNETT et al., 2016; MALKIN et al., 2005;
SINGH et al., 2018) e somente duas vacinas baseada na DBPII estd em fase I de teste clinico
de vacina em humanos (PAYNE et al., 2017; SINGH et al., 2018). O primeiro se baseia em
vetores virais carreando a dbpll que mostrou que todos os 23 individuos vacinados foram
capazes de produzir anticorpos bloqueadores da interagdo DBPII-DARC contra variantes
homologas e heterdlogas, além de indugdo de resposta de células T e B (PAYNE et al., 2017).

O segundo, utiliza-se de DBPII recombinante emulsificado ao adjuvante lipidico glicopiranosil
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(GLA-SE), que induziu anticorpos bloqueadores da interagdo DBPII-DARC (Binding
Inhibitory Antibodies - BIAbs) para diferentes variantes, cujos niveis aumentou forma gradativa
apos trés doses (SINGH et al., 2018). As duas formulagdes envolvem a cepa referéncia
Salvador-I (Sal-1) e com o uso de adjuvantes foi possivel induzir anticorpos bloqueadores com
capacidade de inibir diferentes variantes. Contudo, a capacidade de inibicdo dos BIAbs foi de

apenas 50%.

A seguir, além da DBPII serdo pontuados os outros candidatos a vacina de P. vivax,

como por exemplo a DEKnull-2, EBP2 e a MSP1-19 que serdo abordadas em nosso trabalho.

1.3.1.1 Duffy Binding Protein (DBP) de P. vivax

A DBPII ¢ a tnica proteina conhecida até o momento utilizada pelos merozoitos de P. vivax
para estabelecer a infeccdo nos reticuldcitos humanos (ADAMS et al., 1990, 1992). A sua
importancia ¢ reforgada pelo fato de que individuos DARC negativos - que ndo expressam o
receptor na superficie dos reticuldcitos - sdo naturalmente resistentes a infec¢ao por P. vivax
(MILLER et al., 1976), embora casos de infe¢do pelo P. vivax em individuos DARC negativos
tenham sido descritos (AMON et al., 2006; CAVASINI et al., 2007, GUNALAN et al., 2016;
MENARD et al., 2010) .

A DBP ¢ uma proteina pertencente a familia Duffy binding-like erytrocite-biding protein
(DBL-EBP), com aproximadamente 140kDa, localizada no micronema do parasito, possuindo
6 regioes (I-VI), estando o dominio de ligagdo da proteina com o receptor DARC localizado na
regido II. A regido Il da DBP (DBPII) ¢ composta por 330 aminoacidos (aa) caracterizado por
um dominio de 12 residuos de cisteina conservados (CHITNIS; MILLER, 1994), sendo ainda
subdividida em 3 regides, conhecidas como subdominios (SD) 1, 2 e 3, sendo o SD2 o principal

envolvido na ligagdo com o receptor DARC (SINGH et al., 2006).

Devido a sua importancia, estudos de resposta imune humoral em diversas populacdes,
de diferentes regides geograficas e niveis de transmissdo da maldria, inclusive no Brasil, tem
sido realizados (DE SOUSA et al., 2014; FOWKES; BOEUF; BEESON, 2016; KANO et al.,
2012; KING etal., 2008; NICOLETE etal.,2016; SOUZA-SILVA etal., 2014). Nessas regides,
a DBP se mostrou naturalmente imunogénica tendo a frequéncia de respondedores variado de

40% a 80% entre as populagdes estudadas, sendo a resposta a essa proteina proporcional ao
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tempo de exposi¢do ao parasito, idade e o nimero de episodios prévios de malaria (COLE-
TOBIAN et al., 2002; KANO et al., 2012; KING et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010).
Além disso, parte dos anticorpos produzidos contra a DBPII mostraram alta capacidade de inibir
a interagdo com o seu receptor DARC (BIAbs, do inglés Binding Inhibitory Antibodies),
impedindo a invasdo dos reticuldcitos pelos merozoitos sendo associada com a protecado clinica

contra a doenca (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016).

Apesar da importancia da DBPII e os resultados promissores, o seu uso como candidata
a vacina apresenta algumas limitacdes como baixa imunogenicidade, mesmo em regides de alta
endemicidade, como nos paises do Sudeste Asiatico (COLE-TOBIAN et al., 2009), alto
polimorfismo na regido do ligante (TSUBOI et al., 1994); indug¢do de anticorpos alelo-
especificos (CERAVOLO et al., 2009). Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a mostrar que
os BIAbs da interagdo DBPII-DARC sao alelo-especificos (CERAVOLO et al., 2009). Neste
estudo, individuos expostos a um surto de malaria pelo P. vivax ocorrido em Minas Gerais -
regido nao endémica para malaria — desenvolveram BIAbs contra a DBPII com capacidade de
bloquear apenas a interagdo DBP-DARC da variante homoléga (CERAVOLO et al., 2009).
Posteriormente, outros estudos encontraram resultados semelhantes, reforcando que a resposta
de BIADs ¢ alelo especifica (CHOOTONG et al., 2012; COLE-TOBIAN et al., 2009). Além
disso, um estudo sobre a variabilidade genética da DBPII mostrou alta diversidade entre os
isolados de P. vivax circulantes em diferentes regides geograficas, sugerindo que, pelo menos,
sete variantes deveriam ser incluidas na vacina contra P. vivax para atingir uma cobertura de

60% (NOBREGA DE SOUSA; CARVALHO; ALVES DE BRITO, 2011).

Apesar dessas limitagdes, alguns individuos sdo capazes de produzir BIAbs contra a
DBPII com ampla reatividade associados com protecao clinica (KING et al., 2008; NICOLETE
et al., 2016). Para compreender quais os fatores podem influenciar na aquisigdo, persisténcia e
amplitude da resposta de BIAbs estudos tém sido conduzidos com o objetivo de avaliar fatores
do hospedeiro e epidemioldgicos (CARIAS et al., 2019; KANO et al., 2016). A influéncia de
polimorfismo de alelos de HLA de classe Il na aquisicao e persisténcia de BIAbs contra a DBPII
foi avaliada em um estudo de coorte aberta que incluiu 336 individuos de um assentamento
agricola do interior do Amazonas pelo nosso grupo de pesquisa, onde os alelos DRB1*07:01,
DQAI1*02:01 e DQB1*02:02 foram associados com a presenga e persisténcia de BIAbs
(KANO et al., 2016). A influéncia de fatores epidemioldgico como longa exposi¢do a malaria

tem sido associada com a aquisicdo de anticorpos com alta capacidade bloqueadora para
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diferentes isolados (CARIAS et al., 2019; NICOLETE et al., 2016). Nesse sentido, para
entender como os individuos expostos ao P. vivax e imunes desenvolvem BIAbs, um grupo
avaliou a partir do isolamento de uma unica célula B de memoria (MBC) IgG+ de individuos
com altos niveis de BIAbs para diferentes isolados, produziram um painel de anticorpos
monoclonais humanos (humMAbs) (CARIAS et al., 2019), onde verificou-se que a regido
codificadora para o humMADbs com capacidade bloqueadora acumula mais pontos de mutagao

hipersomatica (20 mutagdes) quando comparados com humMAbs sem capacidade bloqueadora

(6 mutagdes) (CARIAS et al., 2019).

1.3.1.2 Imundégeno sintético baseada na DBPII (DEKnull2)

No sentido de contornar o alto polimorfismo na regido II da DBPII, imundgenos
sintéticos com substitui¢cdes da regido polimorfica foram produzidos. Com base na identificagao
do epitopo dominante de células B altamente polimérfico (CHOOTONG et al., 2010), a
primeira geracdo do imunogeno sintético baseado na DBPII foi construido a partir da mutagao
deste epitopo (DEKAQQRRKQ), o qual foi denominado de DEKnull. Esta proteina foi
imunogénica em modelo murinho e capaz de induzir anticorpos com capacidade bloqueadora
da interacdo DBPII-DARC parcial contra diferentes isolados (NTUMNGIA; ADAMS, 2012).
No entanto, os niveis de anticorpos bloqueadores contra DEKnull foram inferiores quando

comparado a cepa referéncia Sal-1 (NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

A segunda geracdo denominada de DEKnull-2, foi construida com base na alteragao dos
residuos polimorficos ndo conformacionais ao longo de toda a regido II da DBPII
(NTUMNGIA et al., 2017). A DEKnull-2 mostrou-se imunogénica em modelo murinho, e
induziu altos titulos de BIAbs a diferentes isolados. Além disso, DEKnull-2 apresentou elevada
reatividade em soros de individuos naturalmente expostos a malaria da Amazonia brasileira
(NTUMNGIA et al., 2017). Ainda mostramos que a resposta de anticorpos contra DEKnull-2
(variante transcendente) foi estdvel ao longo de 9 anos de acompanhamento que incluiu
periodos de baixa de transmissdo de malaria, diferentemente da resposta de anticorpos contra
variante DBPII Sal-1 (variante especifica) que oscilou no mesmo periodo (MEDEIROS et al.,
2020; PIRES et al., 2018). Importante ressaltar, que anticorpos IgG contra a DEKnull-2, mas
ndo IgM, foram associados com a resposta de BIAbs estaveis (MEDEIROS et al., 2020). Esses
resultados reforgam o potencial da DEKnull-2, que se fundamenta no direcionamento da

resposta imune contra os epitopos conservados, como candidato vacinal baseado na DBPII
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capaz de induzir uma resposta imune variante-transcendente. Dessa forma, com base nos
resultados faz-se necessario ampliar os estudos em outras populacdes e conhecer os
mecanismos celulares envolvidos na producio de anticorpos BIAbs de amplo espectro e assim,

aprimora-la como candidato vacinal contra malaria causada pelo P. vivax.

1.3.1.3 Erythrocyte Binding Protein (EBP) de P. vivax

A Erythrocyte Binding Protein (EBP) € uma proteina integrante da familia Erythrocyte binding-
like (EBL) identificada recentemente no isolado do Camboja (C127), ndo identificada
anteriormente na cepa referéncia Salvador-1 (HESTER et al., 2013). Esta proteina compartilha
caracteristicas importantes dos membros da familia EBL, incluindo o dominio Duffy-binding
like (DBL) ou regiao II, essencial para a invasdo dos merozoitos aos eritrocitos (ADAMS et al.,

1992).

Na tentativa de validar a EBP2 como um ligante de reticuldcitos e investigar se esta
proteina estd envolvida numa via alternativa do processo de invasdo do P. vivax aos
reticulocitos, principalmente em individuos Duffy negativos infectados (POPOVICI; ROESCH;
ROUGERON, 2020), verificou-se que a EBP2 se liga preferencialmente a reticulocitos
imaturos (CD71"€") e Duffy positivos, tendo pouca ligacdo aos reticuldcitos Duffy negativos
(NTUMNGIA et al., 2016). Além disso, o estudo mostrou que a EBP2 ¢ antigenicamente
distinta da DBPII j& que anticorpos anti-DBPII ndo foram capazes de inibir a ligagdo da EBP2
em reticulocitos (NTUMNGIA et al., 2016). Com base nesses resultados, sugere-se que EBP2
pode sim estar envolvida em uma via de invasdo alternativa do P. vivax em individuos Duffy

positivos.

Apesar de escassos, os estudos sobre a imunidade naturalmente adquirida a EBP2
apontam essa proteina como potencial candidato vacinal (FRANCA et al., 2017; HE et al.,
2019). Na tentativa de identificar combina¢des de proteinas para o desenvolvimento de uma
vacina que confira protecdo clinica, um painel composto por 38 antigenos foi avaliado em soros
de criangas da PNG (FRANCA et al., 2017). O estudo mostrou que altos titulos de combinagao
de anticorpos contra alguns antigenos de P. vivax foram associados com potencial efeito
protetor (PEP), tendo a combinagao de cinco antigenos, que incluem EBP2 e DBPII, conferindo
PEP maior que 90% (FRANCA et al., 2017). Na mesma dire¢do, a combinagdo de anticorpos

contra EBP2 e DBPII mostraram efeito protetor na reducdo da malaria clinica em até 70% (HE
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et al., 2019). Além disso, a resposta de anticorpos anti-EBP2 aumentou positivamente com
idade e acumulo de exposi¢dao a malaria (HE et al., 2019). A associagdo entre exposicao e
aquisicdo de anticorpos contra a EBP2 também foi observada em primatas ndo humanos (PNH)
de vida livre que apresentaram maiores frequéncia e niveis de anticorpos anti-EBP2 quando

comparados com PNH de cativeiro (ASSIS et al., 2021).

Um Unico estudo sobre a variabilidade genética do gene que codifica a regido Il da EBP
de isolados restritos aos paises asiaticos identificou elevado grau de polimorfismo da EBP2
(HAN et al., 2020). Em fun¢@o da baixa frequéncia da resposta de anticorpos contra EBP2
(16%), sugeriu-se que a baixa imunogenicidade poderia ser atribuida a alta variabilidade dessa
proteina (HAN et al., 2020). Mais estudos em outras regides geograficas sdo necessarios para

avaliar o potencial da EBP2 como candidato vacinal.

1.3.1.4 Proteina de Superficie do Merozoito (MSP1-19) de P. vivax

Uma das proteinas mais estudadas contra o P. vivax tem sido a MSP1, especialmente o
fragmento C-terminal de 19kD da proteina principal de superficie do merozoito 1 (MSP1-19)
(BEESON et al., 2019; CHAN; FOWKES; BEESON, 2014). O fragmento C-terminal de 19kDa
da MSP1 ¢ produzido apds sucessivas clivagens da proteina principal durante o processo de
invasao do merozoito aos reticuldcitos dando origem a MSP1-19 (PARK et al., 2001; SOARES
et al., 1997), conservada entre os isolados e altamente imunogénica. Esta proteina ¢ capaz de
induzir a resposta de anticorpos e MBCs de longa duracdo, permanecendo na concentragao
sérica por décadas (WIPASA et al., 2010; Hafalla et al., 2011). Corroborando com esse achado,
outros trabalhos também j4 evidenciaram a longevidade da resposta de anticorpos contra MSP1-
19 apos longos periodos na auséncia de exposicao ao parasito (BRAGA; FONTES; KRETTLI,
1998; LIM et al., 2004). Porém, poucos estudos mostram a capacidade protetora dos anticorpos

contra a MSP1-19 (VERSIANI et al., 2013).

1.3.2 Células B de memoria na maldria

O desenvolvimento de vacinas eficazes depende principalmente do conhecimento sobre as vias

de ativagdo e produgdo de anticorpos de longa duragdo. Os linfocitos B (LB) sdo as células do

sistema imune responsaveis pela producao dos anticorpos e por esse motivo constituem um dos
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principais alvos dos estudos para o entendimento da resposta imune naturalmente adquirida

contra patdgenos (INOUE; SHINNAKASU; KUROSAKI, 2022).

De forma geral, o desenvolvimento da cascata de eventos que culmina na produgdo de
anticorpos e células B de memoria (MBCs) tem inicio quando o antigeno proteico € reconhecido
por células dendriticas (DC) que expressam em sua superficie altos niveis da molécula do
complexo maior de histocompatibilidade Il (major histocompatibility complex — MHC 1I)
responsaveis por processar € apresentar o antigeno as células T especificas (NEEFJES et al.,
2011). Uma vez processado pelas DCs, o antigeno sera apresentado a células T CD4" naive
através da ligagdo do MHC de classe II ao receptor de células T (TCR). Além da ligagdo
MHC:TCR outras vias se sinalizagdo coestimulatorias serdo ativadas e outras moléculas de
superficie (principalmente pertencentes a familia CD28 e TNF/TNFR) e citocinas (importantes
no processo de diferenciagdo dos subtipos celulares) serdo recrutadas (CURTSINGER;
MESCHER, 2010; WILLIAMS; BEVAN, 2007). A ativa¢do das células T CD4" culminara em
uma extensa expansao clonal que dara origem a diferentes subtipos celulares importantes na
resposta imune, incluindo as células T helper foliculares (Tth), importantes na ativagdo dos LB

(SWAIN; MCKINSTRY; STRUTT, 2012).

A resposta dos LB pode ocorrer em duas vias; na primeira delas o encontro direto com
o antigeno leva a uma ativacdo e extensiva proliferacdo dos LB resultando na producdo de
anticorpos de baixa afinidade, geralmente do tipo IgM, produzidos por células plasmaticas de
curta duracdo (Short Lived Plasma Cells - SLPCs). A ativagdo dessa primeira via ocorre na
tentativa de conter a infec¢io de forma rapida (PEREZ-MAZLIAH et al., 2020). A segunda via,
¢ dependente de interagdes mais complexas e produzird uma resposta de anticorpos de maior
afinidade e especificidade, geralmente do tipo IgG, que pode ser capaz de durar por anos. A
especificidade da resposta dos LB depende principalmente do dominio varidvel do receptor de
células B (BCR), onde através do BCR o antigeno sera reconhecido e a célula receberd seu
primeiro sinal para ativa¢do. Apds o reconhecimento do antigeno pelo BCR, os LB necessitam
de um segundo sinal para serem ativados (BRETSCHER; COHN, 1970) que, geralmente ¢
fornecido pelas células Tth nos centros germinativos (CG), formados nos o6rgaos linfoides
secundarios. A principal ligacdo LB:Tth ocorrerd através da interacdo da molécula de superficie
CD40 com seu receptor CD40L que ativara a proliferagdo dos LB, maturacdo de afinidade dos
anticorpos, recombinagdo e troca de classe das cadeias de imunoglobulinas (Ig)

(MACLENNAN, 1994). Além da ativagdo através de receptores especificos as citocinas
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também sdo importantes no processo de expansao clonal dos LB e producdo de anticorpos.
Nesse processo ganham especial ateng¢ao as citocinas [L-6 e IL-21 que promovem a proliferagdo

dos LB, diferenciacdao em plasmoblastos e secrecdo de anticorpos (KARNOWSKI et al., 2012).

As reagdes ocorridas no CG culminardo na produgdo de plasmoblastos, podendo ser
encontrados na circulagdo como células plasmaticas secretoras de anticorpos que nao
expressam CD20 em sua superficie. Uma segunda fracao dos plasmoblastos serdo direcionados
para a medula 6ssea onde residirdo como células plasmaéticas secretoras de anticorpos de longa
duracdo (Long Lived Plasma Cells - LLPCs). Além das LLPCs, as células B de memoria
(MBCs), que expressam especificamente CD27" na sua superficie, também serdo produzidas
nos CGs, e permanecerdo re-circulando entre o sangue e os 6rgaos linfoides, sendo responsaveis
por uma resposta mais rapida a uma reexposi¢do ao antigeno (CYSTER; ALLEN, 2019; DE
SILVA; KLEIN, 2015; KEARNEY, 2014; TARLINTON; GOOD-JACOBSON, 2013)
Encontros posteriores e subsequentes com o mesmo antigeno levardo a uma reativagdo das
MBCs, tendo um efeito cumulativo que favorece a manutencao do pool dessa subpopulagdo, e
amplia a producdo, hipermutagdo somadtica e consequente aumento da afinidade e magnitude

da resposta de anticorpos (KUROSAKI; KOMETANI; ISE, 2015).

No que diz respeito a imunologia da malaria, estudos tém mostrado que as MBCs contra
antigenos especificos sdo capazes de persistirem por anos, mesmo na auséncia de reexposicao
ao parasito, ao contrario dos titulos de anticorpos especificos que tendem a cair a niveis
indetectaveis (MIGOT et al., 2008; NDUNGU et al., 2012, 2013; WIPASA et al., 2010). Esses
dados sugerem que a avaliagdo de MBCs em conjunto com os anticorpos parece ser mais
apropriada na avaliagdo da resposta imune adquirida a malaria (NDUNGU et al., 2013). No
entanto, pouco se sabe sobre o desenvolvimento, manutengao e regulacdo das MBCs e LLPCs,
e quais sdo os componentes da imunidade adquirida perdidos na auséncia de reexposi¢do ao
parasito da malaria (LANGHORNE et al., 2008), dados importantes e fundamentais para o

desenvolvimento de uma vacina eficaz.

Nos ultimos anos um ntimero crescente de trabalhos tem sido realizado na tentativa de
desvendar os mecanismos de regulacdo da resposta imune humoral na maléria (ANTONELLI
et al.,, 2020; HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011; PORTUGAL et al., 2017,
SOARES et al., 2017; STRUIK; RILEY, 2004). Nesse contexto, trabalhos recentes tém

mostrado que a exposi¢do cronica a malaria proporciona um microambiente inflamatdrio que
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leva a reducdo funcional de LT e LB que atuam no controle da infeccdo (YAP; HUSTIN;
SAUERWEIN, 2019).

Em relacdo aos LT, um trabalho conduzido com criangas Africanas no Mali expostas ao
P. falciparum, mostrou uma polarizagdo para uma resposta de LTth funcionalmente
comprometida, com perfil Thl, marcada pela elevada producgdo das citocinas IFN-gama, TNF
além da presenca do fator de transcrigdo T-bet, combinacdo que parece ndo favorecer a
producdo de anticorpos (OBENG-ADIJEI et al., 2015). Isso porque, embora o perfil Thl
contribua para o controle da patologia causada pela infec¢do maldrica, também pode limitar o
desenvolvimento de uma resposta de MBCs de longa duracio (YAP; HUSTIN; SAUERWEIN,
2019). Em relagdo ao P. vivax, adultos residentes em area endémica brasileira tiveram aumento
na frequéncia de LTth circulantes, contribuindo para a producdo de anticorpos especificos
contra antigenos de fase sanguinea, através da producdo da citocina IL-21 favorecido pelo
acamulo de exposicao ao P. vivax (FIGUEIREDO et al., 2017). A diferenca de aquisi¢ao de
resposta imune contra maldria entre os dois estudos citados anteriormente pode ser atribuidos
por ter sido realizado com diferentes espécies de Plasmodium spp e faixa etdria (criangas X
adultos). Estudos prévios ja mostraram que adultos parecem produzir com mais facilidade
anticorpos de longa duragdo comparados a criancas (AKPOGHENETA et al., 2008; WHITE et
al., 2014).

No que se refere aos LB na malaria, estudos recentes tem mostrado que a exposicao ao
parasito induz a expansdo de uma subpopulacdo de MBCs, conhecida como MBCs atipicas,
tanto em individuos naturalmente expostos em area endémica, (FIGUEIREDO et al., 2017;
ILLINGWORTH et al., 2013; MUELLENBECK et al., 2013; PORTUGAL et al., 2012; WEISS
et al., 2009, 2011) quanto em infec¢do malarica humana controlada (SCHOLZEN et al., 2014).
Essa subpopulacdo apresenta caracteristicas singulares como auséncia de expressdo dos
receptores classicos de MBCs, como CD27 e CD21 (CD27°CD21"), redugdo da sinalizagdo via
BCR devido a alta expressao de receptores inibitorios, como FCRLS e FcRL3 (PORTUGAL et
al., 2015; SULLIVAN et al., 2015), perda das func¢des efetoras para produgdo de anticorpos e
citocinas, e expressdo de altos niveis do fator de transcricdo T-bet, importante para o

desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 (OBENG-ADJEI et al., 2017).

MBCs fenotipicamente semelhantes as MBCs atipicas (CD27°CD217) na malaria ja
foram descritas em outras doengas como hepatite C e HIV (CHARLES et al., 2008; MOIR et
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al., 2008) e em individuos de idade avangada (RUBTSOVA et al.,, 2015), onde foi
correlacionada com doengas auto-imunes (RUBTSOVA etal., 2017). Apesar das caracteristicas
semelhantes entre as MBCs atipicas em diferentes infecgdes, as fungdes parecem ser distintas.
Em infeccdes ativas pelo HIV as células CD27°"CD21" possuem caracteristicas hipo-responsivas
ou de “exaustdo”, onde essas células parecem contribuir para uma deficiéncia no
desenvolvimento de anticorpos contra o virus (MOIR et al., 2008). Contudo, o mesmo perfil

ainda ndo foi confirmado para individuos expostos a malaria (HOLLA et al., 2019).

Os trabalhos em malaria mostraram uma correlagdo positiva entre as MBCs atipicas,
acumulo de episodios prévios e idade (WEISS et al., 2009, 2011), sugerindo que a expansao
dessas células estd intrinsicamente relacionada a continua exposi¢do ao parasito
(ILLINGWORTH et al., 2013; PORTUGAL et al., 2012; SULLIVAN et al., 2015). De fato,
uma maior frequéncia dessas células foi observada em criancas assintomaticas quando
comparado com aquelas que ndo apresentaram infec¢do (WEISS et al., 2009). Além disso, foi
observado que a frequéncia de MBCs atipicas reduziu concomitantemente a queda da

parasitemia nos individuos ao longo da infeccdo (SULLIVAN et al., 2015).

Andlises do perfil de imunoglobulinas expressos pelas MBCs atipicas de individuos
expostos a maldria, mostraram que essa subpopulacdo pode estar associada com a deficiéncia
no estabelecimento e manutencao da resposta imune adquirida nessa doencga. Especificamente,
observou-se que a expressao de imunoglobulinas do tipo G (IgG) nas MBCs atipicas ¢ mais
baixa comparado as MBCs classicas (PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN et al., 2015). Além
disso a estimulacdo in vitro de MBCs atipicas mostrou uma reduzida taxa de proliferagao,
produgdo de citocinas, secrecao de anticorpos e pouca diferenciagdo para células secretoras de
anticorpos (ASCs), quando comparadas com as MBCs classicas (PORTUGAL et al., 2015).
Vale ressaltar também que, resultados anteriores mostram que MBCs atipicas e cldssicas sdo
dependentes de estimulos diferentes para se diferenciarem. Enquanto MBCs atipicas sdo
ativadas na presenga de IL-2, IL-10 e CD40L, as MBCs classicas podem ser ativadas através

de estimulo do BCR (EHRHARDT et al., 2005).

Em contrapartida, a anélise do repertorio dos genes expressos das MBCs classicas e
atipicas mostrou que essas subpopulagdes sdo consideravelmente semelhantes, podendo ter
precursores em comum. Inclusive, foi observado em ambas subpopulagdes genes que codificam

para anticorpos neutralizantes contra antigenos de fase sanguinea de P. falciparum
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(MUELLENBECK et al., 2013; ZINOCKER et al., 2015). No entanto, a secrecio desses
anticorpos nao foi diretamente demonstrada nesses trabalhos. Esses resultados mostram que o

papel das MBC:s atipicas na malaria ainda ¢ controverso.

Interessantemente, um trabalho recente associou a alta frequéncia de MBCs atipicas
(FCRL5"T-bet") a produgido de anticorpos anti-fosfatidilserina responsaveis por causar anemia
em pacientes expostos ao P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019). Nesse trabalho, os
autores mostraram a producdo direta desses anticorpos pelas MBCs atipicas através de cultivo
in-vitro de células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) de individuos naive com
lisado de eritrécitos infectados com P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019).
Resultados semelhantes ja haviam sido anteriormente observados pelo grupo em modelo
murino (RIVERA-CORREA et al., 2017). Em conjunto, os dados até aqui expostos mostram
que as MBCs atipicas sdo produzidas e mantidas na presenga de exposi¢ao continua a maldria,
e que essas células possuem um papel efetor na reposta imune contra a doenga, contudo mais

estudos se fazem necessarios para elucidar a sua real contribui¢ao.

Além da presenga das MBCs atipicas, nos ultimos anos, a literatura tem mostrado que
as subpopulacdes de MBCs sdao mais diversas, auxiliado por novas metodologias como analise
de transcriptoma de células unicas e a citometria de massa (CyTOF), possibilitado o
conhecimento da expressdo de diferentes classes de anticorpos na sua superficie da MBCs
(NIELSEN; BOYD, 2019; REYNAUD et al., 2012). Em sua maioria, os estudos anteriores
focavam em MBCs que expressam IgG na superficie (MBCs IgG+), contudo estudos
relacionados com anticorpos IgM e MBCs que expressam IgM (MBCs IgM+) em sua superficie
vem ganhando destaque. De forma geral, verificou-se que MBCs IgG+ preferencialmente se
diferenciam em cé¢lulas plasmaticas apds reexposi¢ao ao antigeno, enquanto MBCs IgM+ sdo
responsaveis pela reativa¢do e manutencao do pool/ de MBCs nos CG (DOGAN et al., 2009;
PAPE et al., 2011). No caso de infec¢do murina pelo Plasmodium chabaudi, MBCs IgM+ de
camundongos infectados apresentaram quantidade de hipermutagdo somatica nas cadeias Vue
VL do BCR semelhante as MBCs IgG+, sendo capazes de produzir anticorpos de alta afinidade
contra a proteina MSP1-19, com uma resposta mais rdpida a uma reexposicao
(KRISHNAMURTY et al., 2016). Entretanto, estudos em humanos relacionados as MBCs

IgM+ sdo escassos ¢ requerem estudos para avaliar a real contribui¢do na infec¢do malarica.
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Diante do exposto fica evidente a presenca de lacunas no entendimento da aquisi¢do e
manuteng¢ao das células envolvidas na geragao de anticorpos protetores na malaria. Além disso,
a maioria dos estudos realizados tem sido voltados para a espécie P. falciparum, refor¢ando a

necessidade de estudos que contemplem o conhecimento da resposta de LB contra P. vivax.

Até o momento, poucos trabalhos avaliaram a longevidade de MBCs e anticorpos
especificos contra proteinas do P. vivax (CHANGROB et al., 2018; KOCHAYOO et al., 2019a,
2019b; WIPASA et al., 2010). Em seu trabalho, Wipasa e colaboradores (2010) avaliaram a
resposta de anticorpos e MBCs especificas para PvMSP-19 ¢ PvAMA-1 em individuos que
tiveram o ultimo episdédio de maléria seis anos antes do inicio do estudo. Apos esse periodo na
auséncia de episddios de malaria, foi possivel detectar MBCs circulantes especificas para
PvMSP1-19 ¢ PvAMA-1. No que se refere a DBPII, Changrob e colaboradores (2018) a
duracdo dos niveis de anticorpos especificos a diferentes variante predominante na Tailandia
foi de até 9 meses do ultimo episddio de malaria, enquanto que MBCs foram detectadas até 3

anos. Nenhum dos estudos mostrou correlacao da resposta de anticorpos e a presenca de MBCs.
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2 JUSTIFICATIVA

Dentre as espécies responsaveis pelos casos de malaria registrados no mundo, P. vivax € o que
possui a maior distribuicao global, sendo responsavel pela maioria dos casos registrados fora
da Africa (WHO, 2021). Evidéncias de resisténcia do P. vivax as drogas atualmente disponiveis,
bem como o aumento de morbidade e mortalidade atribuidos ao potencial de recidivas desse
parasito (ANSTEY et al., 2009; FERREIRA et al., 2021; GENTON et al., 2008; IMWONG et
al., 2007; POPOVICI et al., 2018; TIITRA et al., 2008) preocupam e reforcam a necessidade
de se desenvolver uma vacina que possa contribuir no controle dessa doenga. No entanto, a
busca por uma vacina eficaz contra esse parasito apresenta limitagdes dada a complexidade
bioldgica dessa espécie (MUELLER et al., 2013). Para o desenvolvimento de uma vacina eficaz
¢ necessario entender os requisitos € os mecanismos de desenvolvimento da resposta imune

protetora contra os antigenos alvos, bem como sua duracao.

Até o momento, a proteina DBPII tem se mostrado o alvo mais promissor para o
desenvolvimento de uma vacina de fase sanguinea contra o P. vivax (PAYNE et al., 2017;
SINGH et al., 2018), devido a sua importancia para garantir o parasitismo em eritrdcitos, via
interacdo com o antigeno Duffy receptor para quimiocinas DARC expresso na superficie dos
reticulocitos (ADAMS et al., 1990, 1992). Além disso, ja foi demonstrado que alguns
individuos sdo capazes de produzir anticorpos bloqueadores da interacdo DBPII-DARC
(BIAbs), onde altos niveis de BIAbs foram associados com protegao clinica contra a doenga
(KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016). Contudo, a extensa diversidade na regido do
ligante da DBP (regido II- DBPII) representa um desafio para o desenvolvimento de uma vacina
baseada nesta proteina (COLE-TOBIAN; KING, 2003; SOUSA et al., 2010; TSUBOI et al.,
1994). No intuito de contornar o alto polimorfismo, um imuno6geno sintético foi construido
baseado na delecdo das regides polimoérficas da regido Il da DBP, denominado DEKnull-2. Este
antigeno mostrou resultados promissores, onde foi capaz de induzir anticorpos bloqueadores da
interagdo DBPII-DARC contra diferentes isolados (NTUMNGIA et al., 2017). Além disso, a
resposta de anticorpos IgG contra a DEKnull-2 foi associado aos anticorpos bloqueadores da
interagcdo sendo estaveis por até 9 anos, incluindo periodo de baixa transmissao (MEDEIROS

et al., 2020).

Os estudos mais recentes tém apontado que a combinacdo de multiplos antigenos,

aumenta a eficdcia de uma vacina, uma vez que o processo de invasdo de reticuldcitos pelos
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merozoitos requer uma serie de interagdes sequenciais para estabelecer a infeccdo
(BOURGARD et al., 2018; MUELLER et al., 2013). Nesse sentido, dois importantes estudos
mostraram que a combinacdo entre DBPII ¢ EBP2 foram associados com redugdo dos casos
malaria pelo P. vivax (Franga et al., 2017; He et al., 2009). No entanto, essa associa¢do foi
observada apenas para a variante predominante do sudeste asiatico, sendo necessarios outros

estudos.

No que diz respeito a avaliagdo da aquisicao e duracdo da resposta imunoldgica contra
antigenos de P. vivax, at¢é o momento poucos trabalhos foram conduzidos com o objetivo de
avaliar a duragdo da resposta de MBCs especificas aos antigenos de P. vivax (CHANGROB et
al., 2018; KOCHAYOO et al., 2019a, 2019b; WIPASA et al., 2010). Embora nestes estudos
foram avaliados individuos sem histérico de malaria aguda por até 6 anos, ndo se pode excluir
exposi¢do prévia a maldria, uma vez que foram conduzidos em éareas de baixa transmissao onde
as espécies P. vivax e P. falciparum coexistem. Dessa forma, avaliar a aquisi¢ao e longevidade
da resposta imune aos antigenos de P. vivax em individuos expostos a uma unica espécie de
plasmodio e com nimero de infecgdes prévias conhecido, seria ideal para avaliar potenciais

alvos vacinais e determinar o estabelecimento de memoria imunolodgica.

Portanto, diante da possibilidade de estudar uma populagdo exposta a um surto de
malaria causada pelo P. vivax uma Unica vez, ocorrido na regido metropolitana de Belo
Horizonte -MG, 4rea ndo endémica para maldria, avaliamos a aquisi¢ao e a durag@o da resposta
imune humoral contra os ligantes de invasdo de reticuldcitos de P. vivax candidato a vacina

(EBP2, DBPII e o imundgeno sintético DEKnull-2), bem como a resposta de MBCs especifica.
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3 OBJETIVO

Avaliar a duragdo da resposta imune humoral contra proteinas de Plasmodium vivax envolvidas
no processo de invasdo de reticuldcitos (EBP2, DBPII e DEKnull-2), bem como a resposta de

células B de memoria de longa duragdo em individuos expostos uma tnica vez ao P. vivax.

3.1 Objetivos especificos

o Avaliar o perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG contra proteinas de P. vivax
envolvidas no processo de invasdo de reticulocitos (EBP2, DBPII e DEKnull-2) ap6s curta e

unica exposi¢do ao P. vivax por 12 meses;

. Avaliar a duragdo da resposta de células B de memoria (MBCs) antigenos

especificos apds 13 anos sem reexposi¢ao ao parasito;

. Avaliar o balanco de subpopulacdes de células B e células plasmaticas sob

estimulos com a DBPII e a DEKnull-2 apds 13 anos sem reexposicao ao parasito;

. Avaliar o perfil de expressao génica relacionados a imunidade inata e adaptativa

sob estimulo de antigenos de P. vivax apos 13 anos sem reexposi¢do ao parasito.
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4 METODOLOGIA

4.1 Surto de malaria pelo P. vivax em area nao endémica

No periodo de abril a maio de 2003 foi descrito pela Secretaria de Estado de Saude de Minas
Gerais e Coordenacdo de Gestdo da Regido metropolitana de Belo Horizonte, um surto de
malaria no distrito de Sousa (Figura 2), municipio de Rio Manso, localizado a 79 km de Belo
Horizonte. Antes do surto, a doenga nunca havia sido registrada na regido. Na ocasido, foram
identificados 25 individuos com malaria causada por P. vivax. O diagndstico foi realizado por
microscopia oOtica e os individuos tratados de acordo com o protocolo terapéutico estabelecido
pelo Ministério da Saide (CERBINO et al., 2003). O inquérito epidemiologico identificou
como fonte provavel do surto um morador de Sousa que retornou do municipio de Humaita, no
estado do Amazonas, no final de 2002 e apresentou episddios de recaidas de malaria pelo P.
vivax. A pesquisa entomologica realizada na regido considerou a drea como altamente receptiva
a doenca devido a presenca do vetor Anopheles darlingi (CERBINO et al., 2003). Apos o
tratamento, todos os individuos foram submetidos a exame de verificagao de cura onde 11
(44%) dos 25 pacientes diagnosticados apresentaram quadros de recaida (ZUMPANO, 2004).
O surto foi prontamente controlado pelo rdpido tratamento adequado, acompanhamento dos
doentes e pela aplicacao espacial e residencial de inseticida residual Cipermetrina (CERBINO

et al., 2003).

Na ocasido, o grupo de pesquisa em Biologia Molecular e Imunologia da Malaria do
IRR/Fiocruz Minas, conduziu um estudo, do tipo longitudinal, para caracterizar a resposta
imune humoral contra a DBP. O estudo do tipo caso-controle incluiu 16 dos 25 (64%)
individuos diagnosticados com maldria no momento do surto (caso) e 18 individuos que
residiam no local, mas que ndo apresentaram doenga clinica (ndo-caso). Esses individuos foram
acompanhados por cerca de 12 meses para avaliar a duracao da resposta de anticorpos contra a

DBP apods uma unica exposi¢ao ao P. vivax (CERAVOLO et al., 2009).



39

Figura 2. Localizag¢do das areas de estudo. Mapa do Brasil indicando as regides endémica
(em verde) e ndo endémica (em cinza). A regido endémica compreende a regido da Amazonia
legal e no mapa estdo indicados a capital do Amazonas, Manaus, e o assentamento agricola de
Rio Pardo. Em laranja, destacando na regido ndo endémica o estado de Minas Gerais, com a
capital Belo Horizonte e Regido metropolitana, indicando a localizagdo do distrito de Sousa,
municipio onde foi registrado o surto de maléaria em 2003.
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4.2 Voluntarios e coleta de sangue

4.2.1 Individuos primoinfectados em surto de P. vivax fora da drea endémica

Amostras de plasma coletadas ao longo do ano de 2003 foram mantidas no biorrepositério do

grupo de pesquisas de Biologia Molecular e Imunologia da Malaria (BMIM) do Instituto René
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Rachou (IRR) e ap6s o consentimento pelos voluntarios, utilizadas para avaliacdo de resposta
de anticorpos contra antigenos de fase sanguinea de P. vivax, como primeira parte desse estudo
(Figura 3A). Na segunda parte desse trabalho buscamos avaliar a longevidade da resposta
imune contra antigenos de P. vivax, e para esse proposito foi realizado uma nova coleta entre
novembro de 2015 e abril de 2016, aproximadamente 13 anos apos o surto de malaria (Figura
3B). Nessa etapa, individuos que tiveram malaria em 2003 e ainda residiam no local foram
convidados a participar dessa nova etapa do estudo (Caso). Além disso, moradores expostos a
infec¢do na época do surto e que ndo tiveram malaria também foram convidados (Nao caso).
Um grupo de controle de area também foi incluido, composto por individuos que mudaram para
o municipio de Sousa apds o ano de 2003 e nunca visitaram area endémica para malaria até o
momento da coleta (Figura 3B). Os critérios de inclusdo no trabalho foram: (1) participacao
voluntaria, através do consentimento livre esclarecido (TCLE); (2) nao ter visitado area
endémica de malaria nos ultimos 13 anos; (3) apresentar idade maior ou igual a 15 anos; (4)
ndo apresentar incapacidade fisica e/ou mental, (5) ndo ser portador de doenga aguda/cronica
debilitante; (6) se mulher, indicar a auséncia de gravidez. Foram incluidos no estudo 13 dos 16
(81%) individuos previamente infectados com maldria (caso) que participaram da primeira
parte do trabalho (CERAVOLO et al., 2009), 12 voluntarios que, embora ndo tenham sido
diagnosticados com malaria na ocasido do surto, foram expostos ao risco de transmissao (nao-
caso) e 7 individuos que passaram a residir em Sousa ap6s o ano de ocorréncia do surto (controle
de area). Sangue total (cerca de 40 mL) foi coletado em tubo de vacuntainer contendo heparina
sodica para obtencdo de plasma e células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs). Todos
os participantes foram entrevistados por meio de um questionario (Anexo 1) e aqueles que
aceitaram participar do estudo assinaram o TCLE (Anexo 2), conforme as normas vigentes para
pesquisa ética envolvendo seres humanos (Resolugdo N° 466, de 12 de dezembro de 2012). Os
aspectos éticos e metodoldgicos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto René Rachou, Fiocruz Minas (CAAE:

50522115.7.0000.5091).
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Figura 3. Desenho experimental do estudo. (A) Individuos expostos ao surto de malaria pelo
P. vivax no distrito de Sousa, Minas Gerais, em abril de 2003, foram divididos em Caso (n=16),
individuos que apesentaram sintomas de malaria e diagndstico positivo de malaria confirmado
pela microscopia; Nao caso (n=22), para os individuos nio apresentaram sintomas da doenga
na ocasido. (B) Para avaliagdo da longevidade da resposta imunoldgica 13 anos apos o surto ter
ocorrido em Sousa (Parte 2 desse trabalho), foi realizada uma nova coleta onde foi possivel
incluir 13 individuos do grupo Caso e 12 do grupo Nao caso. Além disso, nessa parte do estudo,
incluimos um grupo controle de area que incluiu individuos que ndo residiam em Sousa no
momento do surto ¢ nunca estiveram em area endémica at¢ momento da coleta realizada (n=7).
Todos os grupos foram nivelados por idade. Os individuos Caso e Nao caso tiveram amostras
de plasma coletadas para avaliacdo sorologica, em 2003, pouco tempo apds a fase aguda do
surto (Baseline), 3, 6 e 12 meses ap6s. Doze/treze anos apds o surto (2015/2016) foi realizada
uma nova coleta para obtencdo de plasma e PBMC incluindo agora o grupo controle de area
para nova avaliacdo soroldgica além de metodologias para avaliacdo da resposta de MBCs.
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4.2.2 Individuos residentes em drea de transmissdo ativa de malaria

Para avaliar a influéncia da exposi¢do prévia a malaria na aquisi¢do da resposta de anticorpos
contra as proteinas de P. vivax, incluimos em nossas analises amostras de plasma de individuos
com historico de exposi¢do prolongada a esse parasito (mediana de idade, 17 ano, IQR 11-33)
residentes em uma comunidade rural do Amazonas chamada Rio Pardo (KANO et al., 2012;
SOUZA-SILVA et al., 2014), onde nosso grupo de pesquisas realiza um estudo de
acompanhamento desde 2008 (Figura 2) . O critério de sele¢do das amostras incluidas nas

analises do presente trabalho foi baseado nas informagdes contidas no Sistema de Informagao
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de Vigilancia Epidemioldgica (SIVEP), onde, a partir desse banco de dados, selecionamos
individuos que apresentaram um Unico ou multiplos episddios de maldria confirmado por
microscopia otica. O sangue para obtencao de plasma dos individuos foi obtido de acordo com
protocolos aprovado pelo comité de ética do IRR (Protocolo CEPSH/IRR No.007/2006, No.

07/2009 e n°® 12/2010) e e sdo mantidas no biorrepositorio do nosso grupo de pesquisas.

4.3 Processamento das amostras de sangue: obtencio de plasma e das células
mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell — PBMC)

Inicialmente parte do sangue total foi centrifugada 350 x g por 10 minutos para a obten¢do do
plasma. Uma aliquota de 500 puL de plasma foi armazena em -20 °C para realizacdo da
sorologia. O restante do sangue foi diluido na propor¢do 1:1 em RPMI 1640 incompleto (24
mM bicarbonato de so6dio, 2 mM L-glutamina, 25 mM HEPES, 100 U/mL penicilina e 0,017
mM estreptomicina, pH 7,4). Cuidadosamente o sangue foi adicionado sobre uma solugdo de
histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) na propor¢ao de 1:2 e centrifugado a 350 x g por 40 min em
temperatura ambiente. Apds o anel formado entre a interface do plasma e histopaque (PBMCs)
foi coletado e submetido a trés lavagens em RPMI incompleto (350 x g por 10 min a 4°C, 3
vezes). Ao final as células foram ressuspendidas, contadas em camara de Neubauer e ajustadas
para uma concentracdo de 1x107 células/mL em 90% de soro bovino fetal (SFB, Gibco)
suplementado com 10% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) para congelamento.
Inicialmente, a suspensdo de PBMCs foi mantida em camara de congelamento (Nalgene)
contendo isopropanol em -80°C por 24h. Posteriormente, foram armazenadas em nitrogénio

liquido (-196 °C) até o uso.

4.4 Proteinas recombinantes

4.4.1 Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2)

A proteina recombinante EBP2 (aminoacidos 159 a 485) da sequéncia do isolado C127 do
Camboja, foi expressa em E. coli como uma proteina insoltivel, com massa molecular de 37kDa
ligada a uma cauda de poli-histidina (6xHis) para facilitar a purificagdo por cromatografia de
afinidade, submetida ao processo e remodelamento, validado como previamente descrito
(NTUMNGIA et al., 2016). A proteina foi produzida em colabora¢do com o grupo do nosso
colaborador Dr. John Adams da University of South Florida (USF), cujo lote da proteina foi

validado.
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4.4.2 Duffy binding protein de P. vivax (DBPII) e imundgeno sintético baseado na
DBPII (DEKnull-2)

A regido Il da Duffy binding protein recombinante (DBPII, aminoécidos 243 a 573, 39 kDa) da
variante referéncia Sal-1 e do Surto (Sousa), bem como a DEKnull2 foram produzidas em E.
coli, com massa molecular de 39 kDa ligada a uma cauda de 6xHis, purificadas em resina de

niquel. Em seguida, submetida ao processo de remodelamento, validado como previamente

descrito NTUMNGIA et al., 2017; NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

4.4.3 Proteina de superficie do merozoito 1 de P. vivax (MSPI1-19)

A proteina de superficie do merozoito 1 utilizada no estudo representa o fragmento C-terminal
de 19kDa (MSP1-19, aminoacidos entre 1616 ¢ 1704), de massa molecular de 19kDa,
gentilmente cedida pela Dra. Irene Soares da Universidade de Sdo Paulo. Os detalhes da
produgdo da MSP1-19 foram descritos em detalhe anteriormente (CUNHA; RODRIGUES;
SOARES, 2001; SOARES et al., 1999).

4.5 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detec¢do de anticorpos IgM e IgG
contra EBP2, DBPII DEKnull-2 e MSP1-19

Os ensaios de ELISA foram realizados segundo protocolo estabelecido em nosso laboratério
sendo que, a concentragdo dos antigenos recombinantes e diluicdo dos anticorpos primario e
secundario foram determinadas previamente por titulacdo (SOUZA-SILVA et al., 2014).
Resumidamente, placas de 96 pocos (NUNC MaxiSorp®) foram sensibilizadas por 12 horas a
4°C com 100 pL por poco dos antigenos nas concentragdes de: 1,5 pg/mL de EBP2, 3 pg/mL
de DBPII (Sal-1 e isolado do Surto) e DEKnull-2 e 1 pg/mL para MSP1-19. Apds a incubagao,
a placa foi lavada trés vezes com solucao de PBST (PBS 1x, 0,05% de Tween 20) e bloqueadas
com 200 pL/poco da solugdo de bloqueio (PBST com 5% de leite em p6 desnatado). Apods 1
hora, as placas foram lavadas 10 vezes com a solu¢do de PBST e incubadas a 37°C com 100
puL de plasma diluido a 1:400 e 1:100 para IgM e IgG respectivamente, em tampao PBST
contendo 3% de leite em po6 desnatado, em duplicata. Apds a incubagdo, as placas foram lavadas
10 vezes e incubadas por 1 hora com 100 pL/pogo do conjugado humano ligado a peroxidase
(Sigma-Aldrich) diluido 1:5000, tanto para IgM quando para IgG, em PBST com 3% de leite

em po desnatado. Apds a lavagem, a reagdo foi revelada com dihicloridrato de
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ortofenilenodiamina (OPD, Sigma-Aldrich) diluido em 50 mL de tampao 0,1 M citrato de sodio
pH 5,0 e 40 pL de perdxido de hidrogénio a 30% (Merck Millipore). Apos 20 minutos, a reagao
foi interrompida com 50 pL de dcido sulfirico 4N. A densidade 6tica foi mensurada em filtro
de 492nm (DO492nm) em leitor automéatico de ELISA (Spectra Max 340PC 384, Molecular
Devices). O limite de corte (cut-off) entre os positivos e negativos foi estabelecido com base na
média da DO de plasma de 30 individuos nunca expostos a malaria, acrescida de dois desvios
padrdo. O valor obtido para DO 492nm da amostra foi dividido pelo cut-off para obtenc¢ao do

indice de reatividade (IR). Foram considerados positivos individuos com IR > 1.

4.6 Reacido em cadeia da polimerase para amplificacido do gene ebp2 do isolado do
surto de P. vivax

Para amplificar toda a regido II (dominio DBL) da EBP2, trés pares de oligonucleotideos
iniciadores (primers) foram desenhados para garantir a cobertura total do dominio DBL. Os trés
iniciadores foram desenhados com base na sequéncia do isolado C127 como referéncia
(HESTER et al., 2013), tendo o primeiro fragmento 670 pares de base (pb) (nucleotideo 201 a
870), o segundo 551 pb (nucleotideo 712 a 1262) e terceiro fragmento 623bp (nucleotideo 996
a 1618) (Figura 4). Dessa forma, as rea¢des em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas
para a amplificagdo de um fragmento compreendendo dos nucleotideos 201 ao 1618;
(aminoacidos 68-535) utilizando 3 pares de iniciadores correspondentes aos fragmentos 1
(senso — 5 AGAAATAAGAAAAAGAGCAGTAG 3° e anti-senso - 5
ATTTCCATGCGCCACGATG 3); fragmento 2 (senso — 5’
CAAGTCCTTCTTTCACTAAAC 3’ e anti-senso — 5° GTATCCCATTGCTCCTTCTTTA
3’); e fragmento 3 (senso — 5° AGGTAAAGGCAAAGAAGGCA 3’ ¢ anti-senso — 5’
CTCTTCCTTTACTCTTCCCA 3’) desenhados no programa Oligo 6.4 (Molecular Biology
Insights, Colorado, USA).

As reagdes de PCR foram realizadas em volumes de 20pl, utilizando 100-200ng (2uL)
da amostra de DNA, 0,5uM de cada iniciador, 1,25mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
(0,6uL) 0,75mM de MgCl2, (0,4uL) 1U da enzima platinum Taq DNA polimerase high fidelity
(Invitrogen, California, USA) e 2pL de tampao 10X fornecido com a enzima. As amplifica¢des
foram conduzidas em termociclador Veriti (Appied Biosystems). As condi¢cdes da PCR foram
um ciclo de 5 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de 40 segundos a 95 °C, 40 segundos a 58

°C, 1:30 minuto a 72 °C, e finalmente um ciclo de extensdo final de 5 minutos a 72 °C
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Figura 4: Representacio esquematica dos iniciadores desenhados para sequenciamento
do dominio DBL da proteina EBP2 do isolado referente ao surto de Sousa. Para
sequenciamento do dominio completo foram desenhados trés pares de iniciadores que
amplificaram trés fragmentos complementares. Cada fragmento amplificado esta representado
com os respectivos pares de oligonucleotideos iniciadores senso (Forward) e anti-senso
(Reverse) nas cores correspondentes, sendo: Fragmento 1 em rosa (201-870pb), Fragmento 2
em azul (posi¢do 717-1262bp) e Fragmento 3 em verde (996-1618bp).
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4.7 Sequenciamento do gene ebp2 do isolado do surto de P. vivax

As reacgdes de seqlienciamento foram realizadas utilizando o sistema BigDye Terminatorv3.1
(Applied Biosystems - Life Technologies) e analisador de DNA ABI 3730xL (Applied
Biosystems) baseado no método de terminagdo de cadeia com ddNTPs descrito por Sanger
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Nas reacdes de seqiienciamento foram utilizados
os produtos amplificados pela PCR tratados com o sistema de purificacdo de PCR ExoSAP-IT
(Affymetrix, USB), seguindo as recomendag¢des do fabricante. Resumidamente, para a reagao
de seqlienciamento adicionou-se a cada poco de uma placa de 96 pocos até 2ul de DNA (cerca
de 100ng), 0,5ul dos mesmos iniciadores utilizados na PCR, e 0,5ul de BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems - Life Technologies) contendo enzima, dNTPs e ddNTPs; 0,1ul do
tampao 5X fornecido com o BigDye e 6,9 pul de 4gua para um volume total de 10ul por reagdo.
As reagdes foram conduzidas em termociclador Veriti (Applied Biosystems - Life
Technologies) com um ciclo de 1min a 96°C, seguido por 35 ciclos de 15seg a 96°C, 15seg a
57°C, e 4 min a 60°C. O DNA foi precipitado adicionando 1pul de EDTA a 125mM, 1ul de
acetato de so6dio a 3M e 50ul de etanol absoluto 100%. O homogeneizado foi incubado por
15min a 25°C protegido da luz e depois centrifugado a 3700 RPM por 45 min a 25°C. O
sobrenadante foi removido por inversdo da placa e o sedimento lavado com 100ul de etanol
70%. Apds descarte do excesso de alcool, a placa foi centrifugada a 3700 RPM por 15 minutos
a 25°C. O sobrenadante foi descartado por inversdo da placa e o restante do dlcool deixado
evaporar por cerca de 10min a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 10ul de
tampao contendo 70% formamida e ImM EDTA e armazenado a 4°C. Posteriormente, a placa

foi analisada através de eletroforese capilar utilizando o analisador de DNA ABI 3730xL
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(Applied Biosystems). Um total de 6 reads de cada fragmento foi usado para alinhamento e
construcdo da sequéncia contig final de EBP2 no programa Bioedit (HALL, 1999).
Posteriormente, essa sequéncia contig foi alinhada e comparada com a sequéncia de referéncia
C127 (numero de acesso: KC987954, HESTER et al., 2013) para identificagdo de possiveis

polimorfismos.

4.8 Cultura das PBMC:s e ativacao policlonal das células B de memdria circulantes

PBMC:s foram descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C e, adicionadas em tubos tipo
Falcon contendo 10 mL de RPMI completo (24 mM bicarbonato de sddio, 2 mM L-glutamina,
25 mM HEPES, 100 U/mL penicilina e 0,017 mM estreptomicina, 10% SBF, pH 7,4) contendo
20ug/mL de benzonase® nuclease (Sigma-Aldrich). As células foram lavadas duas vezes com
RPMI completo em 300 x g por 10 minutos e contadas em camara de Neubauer. As células
viaveis foram ajustadas para a concentragio de 15 x 10° células/mL em RPMI completo,
adicionadas em placas de 24 pocos (Costar) e incubadas por 72 horas em estufa a 37°C com 5%
CO», acrescidas de ativadores policlonais, R848 (do grupo das imidazoquinolinas, agonista de
receptor do tipo Toll 7/8 humano) (Mabtech) e Interleucina 2 (IL-2) humana recombinante
(Mabtech), de acordo com Jahnmatz e colaboradores (JAHNMATZ et al., 2013). Além disso,
células sem a presenca dos ativadores policlonais foram incluidas como controle negativo para

cada individuo.

4.9 Ensaio imunoenzimatico (ELISpot) para deteccio de células B memoria

antigeno-especificas de P. vivax

O ensaio de ELISpot para detec¢@o de células B secretoras de anticorpos do tipo IgG foi
baseado no protocolo descrito por Jahnmatz e colaboradores (JAHNMATZ et al., 2013). Placas
de 96 pocos de nitrocelulose (MAHAS4510, Merck millipore) foram sensibilizadas com
anticorpo monoclonal anti-IgG de captura MT91/145 (Mabtech) na concentragdo de 10 pg/mL
para detecgdo das células secretoras de anticorpos (controle de funcionalidade) e DEKnull-2,
20 pg/mL para DBPII Sal-1 e MSP1-19 para deteccao das células B secretoras de anticorpos
antigeno-especificas. As placas foram incubadas overnight a 4°C. Apds incubacgao, as placas
foram lavadas cinco vezes com PBS 1X (137 mM NacCl 2,68 mM KCI, 10,1 mM Na2HPO4,
1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) e bloqueadas por 30 minutos com RPMI completo em temperatura

ambiente.
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Ap6s 72h de estimulo policlonal, as células foram lavadas com RPMI 1640 completo e
centrifugadas por 10 minutos em 350 x g, 4°C. Posteriormente, as células viaveis foram
ajustadas para as concentragdes de 5 x 10° células/mL e 20 x 10° células/mL para deteccio de
IgG total e de IgG antigeno-especificos, respectivamente, e 100uL foram colocados em cada
poco. As células foram mantidas em 37°C com 5% COz por 12-16 horas. Apos a incubagao, as
placas foram lavadas 5 vezes com PBS 1X para remoc¢do das células. Posteriormente, foi
adicionado o anticorpo de detec¢do anti-IgG humano biotinilado MT78/145 (Mabtech) diluido
em 1 pg/mL em PBS suplementado com 0,5% SBF e foi incubado por 2 horas em temperatura
ambiente. Novamente, as placas foram lavadas e incubadas 1 hora em temperatura ambiente
com estreptavidina conjugada a fosfatase alcalina (ALP) (Mabtech) diluida 1:1000. Em
seguida, 100pL do substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato conjugado com Nitro azul
tetrazolio filtrado (BCIP/NBT, Mabtech) foram adicionados a placa e incubado em temperatura
ambiente sob abrigo da luz. O substrato foi mantido até que fossem observados os spots (cerca

de 30 minutos). A reacdo foi interrompida com agua corrente e as placas mantidas no escuro.

A leitura dos spots foi realizada manualmente com auxilio de um microscopio
estereoscopio (aumento de 10X). O numero de spots por poco foi corrigido para um total de um
milhdo de PBMC:s e o resultado foi expresso como niimero de células secretoras de IgG (IgG+
ASCs) / 1x10° PBMCs. Adicionalmente, também foi calculada a porcentagem de células

secretoras de IgG especificas entre o total de células secretoras de IgG.

4.10 Cultura e avaliacio fenotipica de subpopulacdes de células B

PBMCs foram descongeladas como descrito no item 4.6. Apds a lavagem as células foram
ressuspendidas em ImL em meio RPMI completo ¢ 10 puL da suspensdo foram diluidos em 90
uL do corante de viabilidade Tripan Blue (Gibco) para contagem em camara de Neubauer. A
concentragdo de PBMC viaveis foi ajustada para 1 x 10° células/mL, distribuidas em tubos de
polipropileno de SmL (Falcon) e incubadas por 96h em estufa 37 °C com 5% de CO> em quatro
condi¢des diferentes: (1) sem a presenca de ativadores ou estimulos especificos — controle
negativo; na presenca de (2) ativadores policlonais, R848 e IL-2 (Mabtech) recombinante
humano, na concentracdo final de lpg/mL e 10 ng/mL respectivamente — como controle

positivo; e (3) DBPII Sal-1 (4) DEKnull-2 na concentracao de 10 pg/mL.
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Apds 96h uma aliquota do sobrenadante de cada cultura foi coletado para posterior
andlise de citocinas e o restante foi centrifugado 350 x g, 4 °C. Posteriormente as células foram
ressuspendidas em PBS 1X e incubadas com o marcador de viabilidade celular (Live/Dead
FixableDeadCell Stains, Invitrogen, Califérnia, USA) por 15 minutos, conforme recomendado
pelo fabricante. Apds a incubagdo, as células foram lavadas em PBS 1X e submetidas a
marcagdo de superficie com um painel contendo anticorpos para avaliacdo de subpopulagdes
de MBCs. Os marcadores (anticorpos monoclonais), bem como os clones e respectivos

fluor6foros utilizados neste painel estdo descritos no Quadro 1.

Todos os anticorpos selecionados foram previamente titulados e o volume de cada
anticorpo foi ajustado dentro do painel para avaliagdo das subpopulagdes de células B.
Resumidamente, os anticorpos foram diluidos em tampao de FACs (PBS 1X contendo 2% de
SBF) e 100 pL do mix de anticorpos foram adicionados a uma concentragio de 1 x 10°
células/mL de cada individuo. A incubacdo para marcagdo de superficie das células com os
anticorpos foi realizada por 30 minutos sob protecdo da luz. Posteriormente, as células foram
lavadas com tampao de FACs e centrifugadas a 350 x g por 10 minutos. As células foram
ressuspendidas em tampao FACs para aquisicdo no citdmetro de fluxo LSR Fortessa (BD
Pharmingen), onde os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) foram utilizados
para selecionar a populagao de linfocitos. Foram adquiridos aproximadamente 200.000 eventos

de cada amostra.

4.11 Estratégia de analise para definicio de subpopulacdes de células B pela
citometria de fluxo

A estratégia de analise utilizada para obtenc¢do das subpopulacdes de células B foi
baseada na exclusio inicial de mondcitos (CD147), células T (CD3™) e células mortas (marcadas
com corante Live/Dead) onde essas populagdes foram agrupadas em um unico canal de leitura
no citdmetro (comprimento de onda violeta 450nm, eFluor450) (Figura 5). Posteriormente as
células B totais foram identificadas através da expressdo do marcador CD19+. A partir do gate
de células B CD19" foram selecionadas as células B imaturas pela expressdo de CD10". As
células B CD10- foram subdividas pela expressdo de IgD em células B Switched (CD19"CD10
IgD") e Unswitched (CD19"CD107IgD"). A partir das células Unswitched, células B naive foram
identificadas pela expressio de CD21+ e auséncia expressdo de CD27 (CD27). As

subpopulagdes de células B memoria (MBC) foram obtidas a partir do gate de células switched
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e identificadas baseada na expressdo dos marcadores CD21 e CD27 em: células B de memoéria
classica (CD19"CD10IgD'CD20"CD27"CD21%), ativada (CD19"CDI10IgD"
CD20°CD27'CD21"), atipica (CD19"CD10IgD"CD20°CD27°CD21°), € células B de transi¢do
(CD19"CD10TgD'CD20"CD27°CD21") (Figura 5). A expressdo de IgG e IgM na superficie

também foram avaliadas nas subpopulagdoes de MBCs.

Figura S: Estratégia de analise por citometria de fluxo para fenotipagem de
subpopulacdes de células B. Monocitos (CD147), células T (CD3") e células mortas marcadas
com corante de viabilidade celular Live/Dead foram agrupadas em um mesmo canal de
exclusdo. A partir do gate de células B totais (CD19") foram obtidas as subpopulagdes de
células B Imaturas (CD19°CD10"); Células B Unswitched (CD19"CD107IgD") e Células B
naive (CD19°CD101gD'CD27°CD21"). A partir das células B Switched (CD19+CD10-IgD-)
as subpopulacdes de células B de memoria (MBCs) foram definidas da seguinte forma: MBCs
ativadas (CD19°CDI10TgD CD20"CD27°CD21"), MBCs classicas (CDI19"CD101gD
CD20'CD27'CD21%), MBCs atipicas (CD19°CD10T1gD CD20"CD27'CD21") e¢ MBCs
Naive/transi¢do (CD19"CD10TgD'CD20"'CD27°CD21%).
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As subpopulagdes de células plasmaticas foram obtidas a partir do grupo de células B totais
(CD19") que expressam CD27" e foram divididas em células plasmaticas de curta (CD20"
CD38") e longa duragdo (CD20°CD138"). A expressdo de IgG e IgM na superficie de ambas as
subpopulacdes também foi avaliada (Figura 6). Para andlise dos dados foi o utilizado o

programa FlowJo versao10.
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Figura 6: Estratégia de analise por citometria de fluxo para fenotipagem de
subpopulacdes de células plasmaticas. Mondcitos (CD14"), células T (CD3™) e células mortas
marcadas com corante de viabilidade celular Live/Dead foram agrupadas em um mesmo canal
de exclusdo utilizando o marcador Pacific Blue. A partir do gate de células B totais (CD19")
foram definidas as subpopulagdes de células plasmaticas da seguinte forma: Células
plasmaticas de curta duragdo (SLPC, do inglés Short Lived Plasma cells — CD19"CD27 CD20
CD38") total e expressando IgG e IgM na superficie, e Células plasmaticas de longa duragdo
(LLPC, do inglés Long Lived Plasma cells — CD19"CD27"CD20"CD138") total ¢ expressando
de IgG e IgM na sua superficie.
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Quadro 1- Lista de anticorpos utilizados para o ensaio de citometria de fluxo

Marcador | Fluoroéfuro Clone Marca
CDl14 eFluor 450 61D3 eBioscence
CD3 eFluor 450 OKT3 eBioscence
IgM Violet 570 MHM-88 | Biolegend
CD20 Qdot 655 2H7 Biolegend
CD21 FITC B-Ly4 IOtest
IgD PE-CF594 1A6-2 BD
CD19 PE Cy7 HIB-19 BD
CD10 APC HI10-a BD
IgG AlexaFluor700 | GI8-145 BD
CD27 APC-Cy7 0323 BD
CD38 PercP Cy5.5 HIT2 BD
CD138 PE MI15 BD
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4.12 Extracio de RNA e PCR Array para anilise diferencial de expressiao génica

relacionada a imunidade inata e adaptativa

PBMCs foram preparadas para incubagdo como descrito no item 4.8. Apds a lavagem e
contagem as células foram distribuidas em tubos de polipropileno de SmL (Falcon) e incubadas
por 6h em estufa 37 °C com 5% de CO> para estabilizagdo. Em seguida, um milhdo de PBMC
foram submetidas as seguintes condi¢des por 12h: (1) apenas meio RPMI 1640 completo —
controle negativo; (2) 10 ng/mL DBPII Sal-1. Em seguida, as PBMCs foram centrifugadas 400
x g por 10 minutos em temperatura ambiente, ressuspendidas em 750 pL de Trizol
(ThermoFisher) para posterior extragdo de RNA. As amostras foram armazenadas em -80 °C

até o processamento.

O isolamento de RNA foi realizado em duas etapas: (1) separa¢do da fase organica
realizada por Trizol, de acordo com as instrugdes do fabricante; (2) seguida de purificagio pelo
Kit NucleoSpin for RNA purification (Machery-Nagel). O RNA obtido foi convertido em cDNA
utilizando o kit High Capacity ¢cDNA Reversion transcription (ThermoFisher), conforme
instrugdes do fabricante. Para confirmar a sintese do cDNA, foi realizada a amplificagdo do

gene da GAPDH humano pela PCR utilizando-se primers especificos.

A avaliagdo do perfil de resposta imune inata e adaptativa foi realizada por meio da
amplificacdo de 84 genes envolvidos em diferentes vias da resposta imune inata e adaptativa
pela PCR array (RT2 Profiler PCR Array System— Via Human Innate & Adaptive Immune
Responses) (QIAGEN) utilizando ABI7500 Real Time PCR System (Applied Biosystem,
EUA). Os dados obtidos foram analisados por meio do método de AACT pelo programa online

GeneGlobe (https://geneglobe.giagen.com/br/).

Os valores de ACT obtidos para cada um dos 84 genes na analise de PCRarray foram
normalizados para log2 e clusterizados hierarquicamente em um heatmap pelo valor de Z (z-
score). O heatmap foi gerado utilizando o software R. Os genes selecionados estavam mais
expressos (z score > 0,5) em ambos os individuos do grupo caso e menos expressos (z score <
-0,5) nos individuos do grupo nio caso, e vice-versa. Para identificagdo de processos biologicos,
componentes celulares e fun¢do molecular dos quais os genes selecionados participam foi feita

analise de Gene Ontology usando o ShinyGO v0.60: Gene Ontology Enrichment Analysis
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(bioinformatics.sdstate.edu/go/). A rede de interacdo génica e processos biologicos foram

obtidos no programa Cytoscape (SHANNON, 2003).

4.13 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa Prism 9.0 (GraphPad software) e software
R (versdo 3.3.2). Inicialmente, foi realizado o teste de Grubbs para identifica¢do de Outliers e
apos o teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade das varidveis analisadas. A
avaliagdo da diferenca de medianas/médias entre mais de dois grupos foi feita pelo teste de
Andlise de variancia (ANOVA) ou Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Tukey ou
Dunn, respectivamente, de acordo com a distribui¢do dos dados. O teste de correlagdo linear
entre os niveis de anticorpos para cada grupo foi realizado através do teste de Spearman. O
modelo de regressao logistica multipla foi construido para descrever associagdes independentes
entre covariaveis (idade, sexo, nimero de episodios prévios de malaria e tempo em meses desde
o ultimo episddio de maldria) e anticorpos contra as proteinas aqui avaliadas. Em todas as

analises foi considerado um nivel de significancia de 5%, ou seja, valores de P < 0,05.

S RESULTADOS

Os resultados dessa tese foram divididos em duas partes para facilitar a leitura e entendimento.
A primeira parte ¢ referente a avaliacdo do perfil da resposta de anticorpos contra antigenos
envolvidos na invasao de reticuldcitos pelo P. vivax em individuos expostos ao surto de malaria
em area ndo endémica para maldria, com énfase na caracterizagdo da resposta imune humoral
contra a proteina EBP2 por 12 meses (Artigo 1). A segunda parte sdo resultados da avaliacao
da duragdo da reposta imune humoral e de células B memoria apds 13 anos do surto de malaria

(resultados ndo publicados).

PARTE I

5.1 Perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG antigeno especificos em individuos expostos
ao surto autoctone de P. vivax

Inicialmente, avaliamos a aquisicdo e durag¢do da resposta de anticorpos IgM e IgG contra

antigenos de invasdo de reticuldcitos (DBPII variante do surto, imunogeno sintético DEKnull-
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2 e EBP2) do P. vivax durante 12 meses ap0Os a exposicdo unica e rapida a esse parasito. Além
disso, a proteina bem caracterizada e altamente imunogénica, a MSP1-19, também foi incluida.
O estudo incluiu amostras de plasma coletadas imediatamente apds o periodo agudo do surto
(linha de base — BL) e em 3, 6 ¢ 12 meses de individuos do grupo caso e ndo-caso. As
caracteristicas demograficas, epidemioldgicas e imunoldgicas na linha de base do estudo estao
na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas e imunoldgicas dos individuos
expostos ao surto de P. vivax em Sousa na linha de base

Caso! Nio Caso?
Caracteristicas
(n=16) (n=22)
Idade, anos (mediana, IRQ?) 27 (20-42) 24 (20-45)
Género, Masculino: feminino, razdo 2:1 0,4:1
Resposta de anticorpo®, n (%)
EBP2 1 (6%) 0 (0%)
DBPIP® 0 (0%) 0 (0%)
IgM
DEKnull-2 1 (6%) 1 (5%)
MSP1-19 9 (56%) 1 (5%)
EBP2 0 (0%) 0 (0%)
oG DBPII 2 (13%) 0 (0%)
g
DEKnull-2 1 (6%) 0 (0%)
MSP1-19¢ 11 (69%) 0 (0%)

Individuos que apresentaram sintomas febris e diagnostico
microscopico positivo de malaria pelo P. vivax

’Individuos expostos ao risco de infec¢io por P. vivax, mas sem
sintomas clinicos

3IQR = Intervalo Interquartil

“Avaliado por sorologia convencional (ELISA) usando
proteinas recombinantes de P. vivax

SFoi utilizada para avaliagdo soroldgica a DBPII recombinante
referente a variante do surto

®De acordo com CERAVOLO et al., 2009
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Na linha de base, apenas 6% (1/16) dos individuos do grupo caso apresentaram
anticorpos IgM contra EBP2 e DEKnull-2, e nenhuma resposta positiva foi detectada para
DBPIL. Por outro lado, 56% (9/16) do grupo caso apresentaram resposta positiva de IgM contra
MSP1-19. Para o grupo ndo-caso, observamos que um individuo (5%) apresentou anticorpos
IgM contra DEKnull-2 e MSP1-19. Em relagdo a resposta de anticorpos do tipo IgG, 69%
(11/16) dos individuos caso foram positivos para MSP1-19, seguido de 13% (2/16) para DBPII
e 6% para DEKnull2 (1/16). Nao foi detectada resposta de IgG positiva para EBP2. Como
esperado, nenhum individuo do grupo ndo caso apresentou resposta positiva de IgG contra

todas as proteinas avaliadas (Tabela 1).

Em seguida, observamos que a resposta de anticorpos IgM contra EBP2, DBPII e
DEKnull-2 permaneceu negativa no grupo caso, exceto um unico individuo (1/16) apresentou
nivel de IgM contra DEKnull-2 com baixa reatividade aos 12 meses (Figura 7A-C). No grupo
caso, enquanto a frequéncia de anticorpos IgM contra MSP1-19 foi de 56% na linha de base,
houve uma queda significativa para 43% e 6% nos tempos 6 e 12 meses, respectivamente (Chi-
quadrado, p=0,0005) (Figura 7D). Essa queda também foi observada nos niveis de anticorpos
IgM. Para os individuos do grupo ndo-caso, nao foi detectada resposta de IgM positiva para as
proteinas estudadas, exceto para MSP1-19 onde um individuo apresentou uma resposta no

limiar da positividade (Figura 7E-H).

Em relagdo aos anticorpos IgG, apenas um individuo apresentou anticorpos IgG contra
EBP2 detectavel nos tempos de 3 e 12 meses (6%) (Figura 8A). Para DBPII ¢ DEKnull-2
houve um aumento na frequéncia de respondedores para 25% aos 3 meses (Figura 8B-C). No
entanto, a proporc¢ao de respondedores de IgG contra DBPII flutuou ao longo dos 12 meses,
enquanto para DEKnull-2, a resposta foi estavel e com niveis de IgG mais elevados durante os
12 meses de acompanhamento. Para MSP1-19, a propor¢ao de individuos respondedores se
manteve acima de 90% a partir do terceiro més, mantendo-se estdvel com altos niveis de
reatividade por todo o periodo do estudo (Figura 8D). Como esperado, nenhum individuo do
grupo nao-caso apresentou resposta detectavel de IgG para os antigenos avaliados (Figura 8E-

F).
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Figura 7. Resposta de anticorpos IgM contra antigenos de fase sanguinea de P. vivax no
surto de malaria. As respostas de anticorpos IgM antigenos-especificos de P. vivax foram
avaliadas ao longo de um ano (BL, 3, 6 ¢ 12 meses) ap6s o surto de malaria nos individuos
expostos dos grupos caso € ndo caso. A resposta de anticorpos contra (A, E) EBP2, (B, F)
DBPII, (C, G) DEKnull2, e (D, H) MSP1-19 foram expressos em indice de reatividade (IR). O
IR foi obtido pela divisio da média da Densidade Optica (DO4920m) de cada amostra pelo valor
do cut-off (média da DOs92nm de 30 individuos nunca expostos ao risco de contrair maléria)
determinado para cada proteina. Amostras com valores de IR > 1 foram consideradas positivas.
A linha pontilhada no grafico indica IR igual 1. As frequéncias de positivos estdo representadas
em porcentagem nos diferentes tempos (eixo Y).
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Figura 8. Resposta de anticorpos IgG contra antigenos de fase sanguinea de P. vivax no
surto de malaria. As respostas de anticorpos IgG antigenos-especificos de P. vivax foram
avaliadas ao longo de um ano (BL, 3, 6 € 12 meses) do surto de malaria nos individuos expostos
dos grupos caso e ndo caso. A resposta de anticorpos contra (A, E) EBP2, (B, F) DBPIL, (C, G)
DEKnull2, e (D, H) MSP1-19 foram expressos em indice de reatividade (IR). O IR foi obtido
pela divisdo da média da Densidade Optica (DOu4920m) de cada amostra pelo valor do cut-off
(média da DO492nm de 30 individuos nunca expostos ao risco de contrair malaria) determinado
para cada proteina. Amostras com valores de IR > 1 foram consideradas positivas. A linha
pontilhada no gréfico indica IR igual 1. As frequéncias de positivos estdo representadas em
porcentagem nos diferentes tempos (eixo Y).
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5.2 Sequenciamento do gene ebp2 do isolado de P. vivax do surto de malaria

Devido a baixa frequéncia de resposta de anticorpos contra EBP2 em individuos expostos ao
surto de P. vivax, nos questionamos se polimorfismo genético da regido da DBL de EBP2
poderia estar associado com a resposta de anticorpos variante-especifica, o que explicaria a
baixa resposta de anticorpos para essa proteina. Para isso, o gene da regido Il completa (dominio
DBL, aminoacido 159-485) da EBP2 foi sequenciado (Figura 9). Como anteriormente, nosso
grupo identificou que as sequéncias de DNA de amostras do momento do surto e infecg¢des de
P. vivax recorrentes foram devido a um tnico alelo de dbpll (CERAVOLO et al., 2009), a
amostra S17 do isolado de P. vivax do surto foi selecionada. A representacdo esquematica
(Figura 9) da estrutura das proteinas DBP e EBP2 mostra que ambas compartilham estruturas
em comum dos membros da familia DBL, incluindo o dominio DBL, considerado essencial

para o reconhecimento dos receptores da célula hospedeira e consequente invasdo pelos
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merozoitos (HANS et al., 2005; HESTER et al., 2013; VANBUSKIRK; SEVOVA; ADAMS,
2004).

Figura 9. Representacdo esquematica da estrutura das proteinas DBP e EBP2. A figura
indica estruturas compartilhadas pelas proteinas DBP e EBP2 como o peptideo sinal
(vermelho), dominio Duffy binding-like (DBL, em azul), dominio C-terminal rico em cisteina
(DCR, em amarelo), ¢ o dominio transmembrana (TM, em verde). O sitio contendo o

polimorfismo encontrado na proteina EBP2 est4d indicado por um trago no dominio DBL
(E353K).
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(Adaptada de HESTER et al., 2013).

Pelo sequenciamento do dominio DBL da EBP2 de P. vivax do isolado do surto, obteve-
se um total de seis reads de cada um dos trés fragmentos gerando uma sequéncia consenso de
979pb. O alinhamento da sequéncia completa do dominio DBL da EBP2 com a sequéncia
referéncia C127 (HESTER et al., 2013) identificou apenas um polimorfismo de base Uinica
(SNP) de Guanina (G) por Adenina (A) na posi¢ao 1057 (G1057A), que resultou na substituigao
ndo sinonima do aminoacido acido glutamico (Glu, E) pela Lisina (Lys, K) na posi¢do 353
(E353K) (Figura 10).
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Figura 10: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do dominio DBL da proteina EBP2
(aa 68 a 535) isolada da amostra S17 do Surto de Sousa. O alinhamento da sequéncia foi
gerado utilizando a amostra C127 como referéncia (HESTER et al., 2013; cédigo de acesso
KC987954). O polimorfismo nio sindnimo, troca dos aminoacidos Glu-Lys (EK) identificado
na posicao 353, esta mostrado na figura pelas cores vermelho e azul.
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5.3 Influéncia dos episodios de recorréncia de P. vivax na resposta de anticorpos contra
antigenos de fase sanguinea em primo-infeccio

Para avaliar a influéncia das recorréncias na resposta de anticorpos contra os antigenos de P.
vivax (EBP2, DBPII, DEKnull-2, e MSP1-19) ap6s unica exposicdo, os individuos do grupo

caso foram subdivididos em: (i) Recorréncia — individuos que apresentaram um ou mais
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episodios de malaria apos a infec¢do aguda de P. vivax no periodo do estudo (n=6); e (ii) Sem
recorréncia — individuos que nao apresentaram episddio de malaria adicional (n=10). No grupo
Recorréncia, todos os individuos registraram duas infecgdes recorrentes de P. vivax nos tempos
3 e 6 meses, com excec¢do do individuo S22 que teve apenas um episoddio de malaria adicional
no tempo de 6 meses. Os resultados foram organizados em um pseudo-heatmap e estdo

mostrados na Figura 11.

Nas infec¢des recorrentes por P. vivax, ndo foi possivel detectar efeito booster em
anticorpos IgM contra EBP2, DBPII ou DEKnull-2, j& que todos os individuos permaneceram
com resposta de anticorpos IgM nao detectavel (Figura 11). Um perfil diferente foi obtido para
MSP1-19, onde a maioria dos individuos respondeu com titulos alto no momento do surto, mas
essa resposta de anticorpos IgM apresentou uma queda nos meses seguintes para ambos 0s

grupos Recorréncia e sem recorréncia.

Considerando a resposta de IgG, foi observada o efeito booster para DEKnull-2 e DBPII
(mas nao EBP2) no grupo Recorréncia (Figura 11). Mais especificamente, a maioria dos casos
recorrentes de P. vivax foi associada a niveis elevados de anticorpos IgG anti-DEKnull-2, o que
resultou na proporgao de positivos que variou de 50 a 75% com intensidade de baixa a alta. No
entanto, o subgrupo sem recorréncia mostrou baixa frequéncia de respondedores de IgG para
DEKnull-2 (0 a 13%) com intensidade de baixa a média. O perfil de anticorpos IgG contra
DBPII foi semelhante ao de DEKnull-2, embora a frequéncia e intensidade da resposta IgG para

a DBPII pareceu diminuir mais rapidamente (Figura 11).

Em relacdo a MSP1-19, ambos os grupos (com e sem recorréncia) mostraram alta
frequéncia de resposta de IgG. Entretanto, enquanto 100% (6/6) dos individuos que tiveram
Recorréncia apresentaram de média a alta intensidade dos niveis de IgG, os individuos sem

recorréncia nao passaram de média intensidade.
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Figura 11. Analise em Pseudo-heatmap da resposta de anticorpos contra antigenos de fase
sanguinea nos individuos expostos ao surto de malaria pelo P. vivax em Sousa. Individuos
do grupo caso foram subdivididos em: (i) Recorréncia (n=6) e sem recorréncia (n=10). A
resposta de anticorpos IgM (vermelho) e IgG (azul) contra EBP2, DBPII, DEKnull-2 e MSP1-
19 foram obtidas por ELISA no baseline (BL), 3, 6 ¢ 12 meses ap6s o surto. O gradiente de
cores (azul e vermelho) corresponde a intensidade nos niveis de anticorpos categorizados em
alto (tercil superior), médio (tercil intermedidrio) e baixo (primeiro tercil) para cada proteina.
A coluna “Recorréncia” indica o periodo correspondente em que o novo episodio de malaria
foi registrado por cada individuo.
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5.4 Avaliacido do numero de episodios prévios de malaria na aquisicio de anticorpos IgG
contra antigenos de P. vivax

A avaliacdo da resposta de anticorpos naturalmente adquiridos contra a EBP2 entre individuos
expostos a Unica e rdpida infeccdo de P. vivax, associado ao fato de que o alelo de ebp2
associado do surto de P. vivax apresentou alta identidade ao isolado da proteina EBP2 utilizada
para detecgdo de anticorpos, sugere que EBP2 ¢ um antigeno pouco imunogénico. Assim, nossa
hipotese foi de que a resposta de anticorpos IgG especificos contra EBP2 pode ser dependente
da longa exposi¢do a malaria. Para isso, incluimos amostras de soro de individuos com longa
exposi¢do a maldria da regido da Amazdnia para avaliar a influéncia da exposi¢do na resposta

de anticorpos IgG contra EBP2 e outros antigenos de P. vivax. Estas amostras foram agrupadas
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de acordo com registros em Unico ou multiplos episodios clinicos de P. vivax obtidos no bando

de dados SIVEP-Maléria no periodo de 2003 a 2008.

Enquanto as amostras de primoinfectados do surto de P. vivax em Sousa (regido nao
endémica) apresentaram apenas 4% de positividade para EBP2, observamos que a proporc¢ao
de respondedores para EBP2 com historico de longa exposi¢ao variou de 35% (7/20) a 92%
(45/49) nos grupos com de Unico e multiplos episodios, respectivamente (Chi-quadrado,
p<0,0001). Vale ressaltar que altos niveis de resposta de IgG contra EBP2 no grupo com

multiplos episoddios de malaria por P. vivax (p<0,0001) (Figura 12A).

A proporg¢ao de respondedores para anticorpos IgG contra DEKnull-2 foi similar (20%)
entre 0s grupos exposto ao surto em Sousa e com unico episddio de malaria. No entanto, a
frequéncia de respondedores aumentou para 57% com altos niveis de anticorpos no grupo com
multiplos episdédios de maléria (p<0.0001) (Figura 12C). Resultados semelhantes foram

encontrados para DBPII (Figura 12B).

A MSP1-19, uma proteina bem caracterizada e altamente imunogénica foi incluida para
comparar a resposta de IgG entre os grupos avaliados. Embora as frequéncias de respondedores
para contra MSP-19 foram similares entre os grupos, os niveis de IgG foram mais altos no grupo

exposto ao surto de P. vivax em Sousa (p<0.0001) (Figura 12D).
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Figura 12: Resposta de anticorpos IgG contra antigenos de fase sanguinea de P. vivax
entre individuos com diferentes nimeros de episédios prévios de malaria. Os niveis de
anticorpos IgG contra os antigenos (A) EBP2, (B) DBPIIL, (C) DEKnull-2, e (D) MSP1-19
foram comparados entre individuos exposto ao Surto de Sousa, fora da regido endémica de
maldria, que apresentaram recorréncia (circulo fechado) e sem recorréncia (circulo aberto)
(n=55), e individuos que vivem sob risco de contrair malidria em area endémica que
apresentaram um (n=20) ou multiplos episddios de malaria (n=49). A reatividade dos soros fora
expressa em Indice de reatividade (IR). O IR foi obtido pela divisdo da média da Densidade
Optica (DO492um) de cada amostra pelo valor do cut-off (média da DOsoonm de 30 individuos
nunca expostos ao risco de contrair malaria) determinado para cada proteina. Amostras com
valores de IR > 1 foram consideradas positivas. A linha pontilhada no grafico indica IR igual
1. As frequéncias de positivos estio representadas em porcentagem nos diferentes tempos (eixo
Y). Os asteriscos indicam a diferencgas estatisticas observadas entre os grupos (*P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001).
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Para avaliar quais variaveis estavam associadas ao risco de desenvolver uma resposta de
anticorpos as proteinas estudadas, realizamos uma analise de regressdo linear multipla ajustada
por idade, sexo, nimero de episodios prévios de malaria e o tempo desde o Ultimo episodio de
malaria (Tabela 2). Os resultados mostram que o niimero de episoddios prévios de malaria
aumentou em até duas vezes a chance de ter anticorpos contra a EBP2 (aOR =1,95, 95% CI =

1,51- 2,51, P<0.0001). Resultados similares foram observados para as proteinas DBPII e
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DEKnull-2, onde os episddios prévios de malaria aumentaram em 1,2 vezes a chance de ter
anticorpos para ambas as proteinas (DBPII, aOR= 1,24, 95% CI= 1,10-1,39, P=0,0002;
DEKnull-2, aOR =1,24, 95% CI=1,01-1.40, P=0.004). Em contrapartida, o niimero de
episodios prévios de malaria diminuiu em até 0.87 vezes a chance de o individuo ndo apresentar

anticorpos contra a proteina MSP1-19 (aOR =0,87, 95% CI1=0,78- 0,97, P=0.01).

Tabela 2 — Fatores de risco associados com a resposta de anticorpos contra antigenos de fase

sanguinea de P. vivax

Variaveis aOR (95% CI*)  P-valor
EBP2

Ildade 1.01 (0.97 - 1.04) 0.52
Género 0.71 (0.23 - 2.15) 0.54
Malaria prévia** 1.95(1.51-2.51) <0.0001
Tempo da ultima malaria (meses) 1.09 (0.98 - 1.21) 0.09
DBPII

Ildade 0.99 (0.97 - 1.02) 0.87
Género 0.68 (0.29 - 1.60) 0.38
Malaria prévia** 1.24 (1.10 - 1.39) 0.0002
Tempo da ultima malaria (meses) 0.98 (0.93 - 1.04) 0.59
DEKnull-2

Idade 1.00 (0.97 - 1.02) 0.93
Género 1.30 (0.57 - 2.96) 0.52
Malaria prévia** 1.24 (1.01 - 1.40) 0.0004
Tempo da ultima malaria (meses) 0.99 (0.94 - 1.05) 0.91
MSP1-19

Ildade 0.98 (0.95 - 1.01) 0.24
Género 1.74 (0.68 - 4.42) 0.24
Malaria prévia** 0.87 (0.78 - 0.97) 0.01
Tempo da ultima malaria (meses) 0.99 (0.93 - 1.05) 0.80

Em negrito indica diferenca estatistica significativa com
nivel de significancia de 5% (P-valor <0,05)
*Intervalo de confianca 95% da odds ratio ajustada (aOR);
**Numero de episoddios de malaria
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PARTE 11

Os resultados da primeira parte da presente tese mostraram que individuos expostos uma
breve e Unica vez ao P. vivax foram capazes de produzir anticorpos contra proteinas de fase
sanguinea do parasito por pelo menos 12 meses. Portanto, na segunda parte do estudo avaliamos
se células B de memoria (MBCs) antigeno-especificas ainda seriam detectdveis ap6s 13 anos
da exposicdo ao P. vivax, na auséncia de uma reexposi¢do ao parasito. Para isso, amostras de
sangue total para obten¢@o de plasma e PBMC foram coletas 13 anos ap6s a exposi¢do ao P.
vivax de individuos do grupo Caso, ndo-caso e o controle de area (residentes em Sousa ndo

expostos ao P. vivax).

A seguir, os experimentos foram realizados com o objetivo de caracterizar a resposta de
memoria para o principal candidato a vacina contra P. vivax, a DBPII e seu imundgeno sintético
DEKnull-2. Adicionalmente, a proteina bem caracterizada MSP1-19 foi incluida como um

controle.

Segunda parte, consistird na: (1) avaliagdo a presenga de MBCs IgG+ antigeno-
especificas pelo ensaio de ELISpot; (2) identificagdo por imunofenotipagem do perfil de
subpopulacdes de células B no pool de PBMCs estimuladas com antigeno de P. vivax e,
finalmente, (3) avaliacdo da expressdo diferencial de genes relacionados a imunidade inata e

adaptativa pela técnica de PCRarray.

5.5. Avaliagao da resposta de células B de memoria antigeno-especificas em individuos
expostos ao surto autdctone de P. vivax por ELISpot

Inicialmente, apds a nova coleta (13 anos passados do surto), realizamos a sorologia para
deteccdo de anticorpos contra as proteinas de fase sanguinea DBPII, DEKnull-2 ¢ MSP1-19
que ndo detectou anticorpos IgM ou IgG circulantes no plasma de nenhum dos individuos
incluidos nessa parte do trabalho (dados ndo mostrados). Posteriormente, com o intuito de
avaliar o bom funcionamento da técnica de ELISpot quantificamos a diferenciacdo de MBCs
totais in vitro em células secretoras de anticorpos IgG (ASCs IgG+) para os grupos estudados.
Os resultados mostraram que a mediana do numero de ASCs IgG+ de 3430 (IQR, 1558-4410),
2690 (1950-3240) e 2260 (870-7280) ASCs/10° PBMC foram semelhantes entre os grupos
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expostos caso, ndo caso € o grupo nao exposto, respectivamente (Kruskal-Wallis, p=0,89)

(Figura 13).

Figura 13: Avaliacdo da producio de células secretoras de anticorpos (ASCs) IgG total
em individuos exposto (caso e nio caso) e nao exposto ao surto autoctone ocorrido ha 13
anos no distrito de Sousa, regiao metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais. O
nimero de ASCs para cada grupo foram expressos por milhdo (I x 10°) de células
mononucleadas do sangue periférico (PMBC). Grupo exposto: caso € ndo caso, ndo exposto
(controle de area). Cada ponto no grafico representa um individuo. As linhas horizontais
indicam a mediana e o intervalo interquartil. A comparacdo entre o nimero de ASCs entre os
grupos foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis, considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Os outliers foram identificados pelo teste de grubbs e removidos da analise para fins
de analise estatistica.
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Em seguida, determinamos o nimero de ASCs IgG+ para cada antigeno (MSP1-19,
DBPII e DEKnull-2) nos grupos exposto caso e ndo caso além do ndo exposto. Para melhor
avaliacdo o resultado obtido para cada proteina de P. vivax foi categorizado em negativo, baixo
e alto baseado no intervalo interquartil (IRQ) do nimero de ASC IgG+ apresentadas. Dessa
forma, valores abaixo das medianas foram considerados como resposta negativa; valores
compreendidos entre 50% (mediana) e 75% (IQR superior) foram categorizados como resposta
baixa, e valores superiores a 75% (IQR superior) foram considerados alta resposta de ASCs

IgG+. Os valores referentes aos intervalos para cada proteina foram detalhados na Tabela 3.
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Tabela 3. Categorizacao da resposta de ASCs IgG+ antigeno especifica de P. vivax.

Resposta de ASC IgG+ (nimero de spots)

Proteina Alta Baixa Negativa
(> 75%) (50 - 75%) (£50%)
MSPI1-19 >100 42 -99 <41
DBPII >26 9-25 <8
DEKnull-2 >51 19-50 <18

Os resultados mostram que os individuos expostos ao surto (caso e ndo caso) foram
capazes de produzir e manter as MBCs antigeno-especificas circulantes para as trés proteinas
avaliadas por até 13 anos apos o surto de maldria (Figura 14). Mais especificamente,
observamos que as frequéncias de ASCs IgG+ positivas para as MSP1-19 e DBPII foram iguais
nos grupos caso (33%) e ndo caso (43%) (Figura 14 A-B). No entanto, a intensidade da resposta
de ASCs IgG+ especifica para MSP1-19 foi maior (>42 ASCs/ 10° de PBMC) quando
comparada com a resposta de ASCs IgG+ para DBPII (>25 ASCs/ 10° de PBMC). Além disso,
observamos que dois dos individuos ndo expostos (29%) apresentaram resposta de ASCs IgG+
para as proteinas MSP1-19 e DBPIL. Para DEKnull-2 observamos que 44% do grupo caso e
29% do ndo-caso apresentaram ASCs IgG+ especificas (Figura 14C). Nenhum individuo nao

exposto apresentou resposta de ASCs IgG+ para DEKnull-2.

Entre as proteinas de P. vivax aqui testadas a MSP1-19 mostrou a maior contagem de
ASCs IgG+ antigeno-especificas, sendo que, dois individuos caso e um nao caso apresentaram
alta resposta com quantidades superiores a 100 ASCs/10°PBMC. A alta resposta de ASCs IgG+
para DBPII (> 25 ASCs/ 10° PBMC) e DEKnull2 (> 18 ASCs/10° PBMC) foi observada em

trés individuos expostos (caso € nao caso).
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Figura 14. Células Secretoras de anticorpos (ASCs) IgG+ antigeno especificas de P. vivax
em individuos residente em Sousa expostos (caso e nio caso) e nao expostos (controle da
area) ao surto de malaria. Os resultados foram expressos em células secretoras de anticorpos
(ASCs) por milhdo (1 x 10°) de células mononucleadas do sangue periférico (PMBC) para (A)
MSP1-19; (B) DBPII e (C) DEKnull-2. A resposta foi categorizada em negativo (simbolos em
branco), baixo (simbolos em verde claro) e alta (simbolos em verde escuro) pelo intervalo
interquartil do nimero de ASCs especificas para cada proteina. Cada ponto no grafico
representa um individuo. As linhas horizontais superiores pontilhadas delimitam os altos
respondedores enquanto as linhas horizontais pontilhadas inferiores indicam a resposta
negativa. A compara¢do das medianas do numero de ASCs especificas entre os grupos foi
realizada utilizando ANOVA ou Kruskal-Wallis quando necessério, considerando o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os outliers foram identificados pelo teste de grubbs e removidos
da andlise para fins de andlise estatistica.
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Avaliamos também a percentagem de ASCs antigeno especificas em relacdo a
quantidade de ASCs IgG total entre os individuos com resposta positiva para cada proteina
(Figura 14). Os resultados dessa analise foram organizados na Tabela 4 e mostram que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos (caso vs nao caso vs controle de area) para nenhuma

das trés proteinas avaliadas (ANOVA, MSP1-19 p=0,29; DBPII p=0,36; DEKnull2 p=0,48).

Tabela 4- Proporc¢io de ASCs antigeno- especificas para as proteinas MSP1-19, DBPII e
DEKnull-2 em relac¢io ao total de ASCs IgG+. As propor¢des de ASCs antigeno-especificas
para cada individuo foram calculadas em relagdo as ASCs IgG+ total. ANOVA ou teste de
Kruskal-Wallis foram utilizados para comparagao das medianas entre os grupos, considerando
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

%ASCs IgG+
Caso Nao Caso Nao exposto
p-valor
Proteina mediana (IRQ) mediana (IRQ) mediana (IRQ)
MSP1-19 3,9 (1,8-6,5) 2,0(1,3-3,7) 1,2 (0,3-2,2) 0,29
DBPII 1,1(0,3-1,4) 1,7 (0,3-1,9) 0,3 (0,3-0,4) 0,36
DEKnull2 1,4 (0,6-3,7) 0,9 (0,8-0,9) _ 0,48

5.6 Avaliacao do perfil imunofenotipico de PBMCs de individuos expostos ao surto de
malaria apds estimulo especifico

Os resultados anteriores indicam que individuos expostos uma tinica vez ao P. vivax sdo capazes
de produzir e manter MBCs de longa durag@o por pelo menos 13 anos avaliados pelo ELISpot
e células B. Nosso segundo passo consistiu em avaliar quais as subpopulacdes de MBCs
poderiam estar contribuindo para a manuten¢cdo da memoria imunoldgica nesses individuos.
Para isso, PBMCs obtidos de individuos expostos (caso e ndo caso) e ndo expostos ao surto de
malaria foram estimulados com proteinas envolvidas no processo de invasdo de P. vivax nos
reticuldcitos (DBPII e DEKnull-2) por 96 horas. Em seguida, foram submetidas a marcacao de
receptores de superficie com um painel de anticorpos para subpopulacdes de células B e células

plasmaticas para avalia¢do por citometria de fluxo.

A estratégia de analise utilizada foi baseada em marcadores descritos previamente por

Weiss e colaboradores (2009) com modificagdes. Os anticorpos e estratégia de analise



69

utilizadas estdo descritas em detalhes no topico matéria e métodos. Brevemente, avaliamos a
frequéncia de células B total viaveis (CD19"), células B Imaturas (CD19°CD10"), células B
unswitched (CD19"CD10IgD"), Células B naive (CD19°CD10IgD"CD27 CD21"), células B
switched (CD19'CD1071gD"), células B naive/transi¢io (CD19"CD10IgD CD20"CD27
CD21%), MBCs ativadas (CD19'CDI10IgD'CD20"CD27°CD217), MBCs classicas
(CD19°CD10IgDCD20"CD27°CD21"), MBCs atipicas (CD19"CD10IgDCD27°CD21), e
células plasmaticas de curta (CD19"CD27 ' CD20"CD38") e longa dura¢do (CD19"CD27"CD20
CD138") .

Todas as amostras de PBMC apresentaram viabilidade acima de 70% (mediana e IQR,
caso = 87, 85-94; nao caso = 87, 74-92; controle de area = 93, 86-94). Os resultados foram
expressos em Indice de estimulagdo (Index) obtidos pelos valores da cultura com estimulo

dividido pela cultura sem estimulo.

a) Células B totais

Incialmente avaliamos as frequéncias de células B totais CD19" nas culturas estimuladas
com IL-2 e R848 (Figura 15A), DBPII (Figura 15B) e DEKnull-2 (Figura 15C). Sob o
estimulo policlonal IL-2 e R848, a frequéncia de células B totais diminuiram nos grupos
expostos (caso e ndo caso) e ndo exposto em relagdo a cultura sem estimulo (Index < 1), ndo
sendo observada diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA, p=0,07).

Para as culturas estimuladas com a proteina DBPII observamos que 50% (5/10) dos
individuos caso apresentaram niveis superiores em relacdo ao controle de células B totais (Index
>1), enquanto os grupos ndo caso € ndo expostos apresentaram niveis semelhantes ao
encontrado na cultura ndo estimulada. Quando avaliamos a cultura sob estimulo com DEKnull-
2, ndo houve aumento significativo para nenhum dos grupos avaliados em relagdo as células B
totais. Para ambas as proteinas ndo houve diferenca estatistica entre os niveis de células B entre

os grupos avaliados (DBPII — Kruskal-Wallis, p=0,27; DEKnull-2 — ANOVA, p=0,28).
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Figura 15. Células B total CD19* em amostras de PBMCs de individuos expostos e nio
expostos ao surto de malaria obtidos 13 anos apés o surto de malaria. A Frequéncia relativa
de células B total CD19" em PBMCs foram avaliadas em individuos do grupo expostos caso
(n=10), ndo caso (n=9), bem como de ndo exposto (controle de area, n=5) apds 96h na presenca
de (A) ativador policlonal IL-2 e R848, ou (B) DBPII Sall e (C) DEKnull2. Os resultados foram
expressos como a mediana + intervalo interquartil do indice calculado pela cultura estimulada
com os respetivos antigenos especificos / cultura sem estimulo especifico. A linha tracejada
indica a razdo de equivaléncia entre as culturas (indice = 1). A comparacdo da diferenca da
frequéncia de células B entre os grupos foi realizada utilizando teste ANOVA (paramétrico) ou
teste de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico) quando necessario, considerando o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os Qutliers foram identificados pelo teste de grubbs para fins de
analise estatistica.
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b) Células B imaturas

A partir das células B totais viaveis, avaliamos as frequéncias de células B imaturas
(CD19°CD10") entre os grupos estudados (Figura 16). Sob o estimulo com IL-2 + R848
(Figura 16A) houve um aumento similar na subpopulacio de células B imaturas nos trés grupos
(ANOVA, p=0,73). Em contrapartida, sob os estimulos com DBPII ¢ DEKnull-2 (Figura 16B-
C) nao houve diferenca na subpopulacdo de células B imaturas entre os grupos (DBPII —

ANOVA, p=0,69; DEKnull-2 — Kruskal-Wallis, p=0,50).
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Figura 16. Células B imaturas (CD19°CD10*) em amostras de PBMCs de individuos
expostos e nao expostos ao surto de malaria obtidos 13 anos apos o surto de malaria. A
Frequéncia relativa de células imaturas em PBMCs foram avaliadas em individuos do grupo
expostos caso (n=10), ndo caso (n=9), bem como de ndo exposto (controle de area, n=5) apos
96h na presenca de (A) ativador policlonal IL-2 e R848, ou (B) DBPII Sall e (C) DEKnull2.
Os resultados foram expressos como a mediana + intervalo interquartil do indice calculado pela
cultura estimulada com os respetivos antigenos especificos / cultura sem estimulo especifico.
A linha tracejada indica a razdo de equivaléncia entre as culturas (indice = 1)._A comparacdo
da diferenca da frequéncia de células B entre os grupos foi realizada utilizando teste ANOVA
(paramétrico) ou teste de Kruskal-Wallis (n@o-paramétrico) quando necessario, considerando o
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os Qutliers foram identificados pelo teste de grubbs para
fins de analise estatistica.
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c¢) Células B Unswitched e Switched

A subpopulacdo de células B maturas, ou seja, ndo expressdao o marcador CD10, foram
segregadas pela expressao de IgD em células B Unswitched (IgD+) - células que ndo sofreram
diferenciag@o ou troca de classe de imunoglobulinas na superficie celular; e células B Switched
(IgD-) - células que ja sofreram o processo de diferenciacdo (Figura 17).

Sob o estimulo com IL-2+R848 (Figura 17A) houve um predominio de células B
diferenciadas (Switched) quando comparado com células B nado diferenciadas (Unswitched)
para os trés grupos avaliados. Ainda que em niveis discretos no grupo caso sob estimulo com
antigenos de P. vivax, ndo houve diferenca no balango destas subpopulagdes de células B nos

tratamentos nos respectivos grupos avaliados (Figural7B-C).
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Figura 17. Células B Unswitched (CD19"CD10IgD") e Switched (CD19"CD10IgD") em
amostras de PBMCs de individuos expostos e nao expostos ao surto de malaria obtidos 13
anos apoés o surto de malaria. A Frequéncia relativa de células B unswitched e switched em
PBMCs foram avaliadas em individuos do grupo expostos caso (n=10), ndo caso (n=9), bem
como de ndo exposto (controle de area, n=5) apds 96h na presenca de (A) ativador policlonal
IL-2 e R848, ou (B) DBPII Sall e (C) DEKnull2. Os resultados foram expressos como a
mediana + intervalo interquartil do indice calculado pela cultura estimulada com os respetivos
antigenos especificos / cultura sem estimulo especifico. A linha tracejada indica a razdo de
equivaléncia entre as culturas (indice = 1). A comparacao da diferencga da frequéncia de células
B entre os grupos foi realizada utilizando teste ANOVA (paramétrico) ou teste de Kruskal-
Wallis (ndo-paramétrico) quando necessario, considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Os Qutliers foram identificados pelo teste de grubbs para fins de analise estatistica.
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d) Células B Naive

A partir do gate de células B nao diferenciadas (IgD+) identificamos a subpopulagao de
células B naive (CD19°CD10T1gD"CD27°CD21"). Para essa subpopulagdo foi observado um
discreto aumento no tratamento entre os grupos com IL-2+R848 e DBPII em relag@o ao controle
nao houve diferenga estatistica (ANOVA, p=0,87) (Figura 18A-B). No entanto, sob estimulo
com DEKnull-2 houve uma tendéncia de redugao das células B naive nos trés grupos avaliados

(Kruskal-Wallis, p=0.50) (Figura 18C).
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Figura 18. Células B Naive (CD19*CD10 IgD*CD27-CD21%) em amostras de PBMCs de
individuos expostos e nao expostos ao surto de malaria obtidos 13 anos apés o surto de
malaria. A Frequéncia relativa de células B naive em PBMCs foram avaliadas em individuos
do grupo expostos caso (n=10), ndo caso (n=9), bem como de ndo exposto (controle de area,
n=5) apos 96h na presenca de (A) ativador policlonal IL-2 e R848, ou (B) DBPII Sall e (C)
DEKnull2. Os resultados foram expressos como a mediana + intervalo interquartil do indice
calculado pela cultura estimulada com os respetivos antigenos especificos / cultura sem
estimulo especifico. A linha tracejada indica a razdo de equivaléncia entre as culturas (indice =
1)._A comparacdo da diferenca da frequéncia de células B entre os grupos foi realizada
utilizando teste ANOVA (paramétrico) ou teste de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico) quando
necessario, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os Outliers foram
identificados pelo teste de grubbs para fins de andlise estatistica.
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e) Células B de memoria

Para avaliarmos as subpopulacdes de células B de memoria (MBCs), a partir do gate
das células B diferenciadas (IgD-), e expressio de CD20" identificamos, pelos marcadores
CD27 e CD21, as subpopulagdes de MBCs classicas (CD19"CD10 IgD"CD20'CD27°CD21%),
ativadas (CD19°CD10IgD"'CD20°CD27'CD21") ¢ atipicas (CD19°'CD10IgD"CD27°CD21").

Nossos resultados mostram que sob estimulo policlonal IL-2+R848 ndo houve alteragao
significativa em MBCs classicas nos grupos avaliados (Kruskal-Wallis, p=0,92) (Figura 19A).
Por outro lado, houve aumento dos niveis de MBCs ativadas e atipicas (Figura 19B-C) nos
grupos avaliados (MBCs ativadas, ANOVA, p=0,47; MBCs atipicas, ANOVA, p=0,93). Sob
estimulo da DBPII e DEKnull-2, observamos um perfil semelhante (Figura 19D-I). As MBCs

ativadas e atipicas pareceram ser tiveram melhor estimulo quando comparadas com MBC
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classicas, embora houve diferenca entre os trés grupos avaliados (Para DBPII, MBCs ativadas,
ANOVA, p=0,22; MBCs atipicas, Kruskal-Wallis, p=0,53; Para DEKnull-2, MBCs ativadas,
Kruskal-Wallis, p=0,96; MBCs atipicas, ANOVA, p=0,70).

f) Células plasmaticas
Para contemplar todas as subpopulacdes de células B que poderiam contribuir no
desenvolvimento e manuten¢do da memoria de longa duracdo nos individuos expostos ao surto
de maléria, analisamos também as subpopulacdes de células plasmaticas. Com essa finalidade,
a partir do gate de células CD19" e posteriormente CD27", as células plasmaticas foram
identificadas pela auséncia de expressdo do marcador CD20 e divididas em: de CD38" para

células plasmaticas de curta duragdo e CD138" de longa duragdo (Figura 20).

Sob estimulo policlonal (IL-2 e R848), observarmos um aumento consideravel das
células plasmaticas CD38" para todos os grupos avaliados (Kruskal-Wallis, p=0,56) (Figura
20A). Em contrapartida, sob o mesmo estimulo, observamos um aumento pouco expressivo

para as células plasmaticas CD138" para os trés grupos (ANOVA, p=0,64) (Figura 20B).

No caso do estimulo com a proteina DBPII, observamos niveis semelhantes de ambas
as células plasmaticas CD38" ¢ CD138" nos grupos avaliados (CD38", ANOVA, p=0,35;
CD138", ANOVA, p=0,21) (Figura 20D-E). Sob o estimulo de DEKnull-2, houve um aumento
de células plasmaticas CD38" nos trés grupos (Kruskal-Wallis, p=0,88) (Figura XG) quando
comparado com as células CD138". Contudo, observamos que os niveis de células CD138"
aumentou principalmente nos grupos de individuos expostos (50% caso vs 50% ndo caso vs
20% nao exposto), porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (ANOVA,

p=0,39) (Figura 20F).
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Figura 19. Subpopulacdes de células B de memoria em amostras de PBMCs de individuos
expostos e nao expostos ao surto de malaria obtidos 13 anos apos o surto de malaria. A
Frequéncia relativa das subpopulacdes das células B de memoria classicas, ativadas e atipica
em PBMCs foram avaliadas em individuos do grupo expostos caso (n=10), ndo caso (n=9), bem
como de ndo exposto (controle de area, n=5) apds 96h na presenca de (A, B, C) ativador
policlonal IL-2 e R848, ou (D, E, F) DBPII Sall e (G, H, I) DEKnull2. Os resultados foram
expressos como a mediana + intervalo interquartil do indice calculado pela cultura estimulada
com os respetivos antigenos especificos / cultura sem estimulo especifico. A linha tracejada
indica a razdo de equivaléncia entre as culturas (indice = 1)._A comparacdo da diferenca da
frequéncia de células B entre os grupos foi realizada utilizando teste ANOVA (paramétrico) ou
teste de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico) quando necessario, considerando o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os Qutliers foram identificados pelo teste de grubbs para fins de
analise estatistica.
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Figura 20. Células plasmaticas de curta (CD38") e longa (CD138") duracio em amostras
de PBMCs de individuos expostos e nio expostos ao surto de malaria obtidos 13 anos apos
o surto de malaria. O perfil das células plasmaticas de curta e longa duragdo em PBMCs foram
avaliadas em individuos do grupo expostos caso (n=10), ndo caso (n=9), bem como de ndo
exposto (controle de area, n=5) apds 96h na presenca de (A, B) ativador policlonal IL-2 e R848,
ou (D, E) DBPII Sall e (G, H) DEKnull2. Os resultados foram expressos como a mediana +
intervalo interquartil do indice calculado pela cultura estimulada com os respetivos antigenos
especificos / cultura sem estimulo especifico. A linha tracejada indica a razdo de equivaléncia
entre as culturas (indice = 1)._A comparacdo da diferenca da frequéncia de células B entre os
grupos foi realizada utilizando teste ANOVA (paramétrico) ou teste de Kruskal-Wallis (ndo-
paramétrico) quando necessario, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os
Qutliers foram identificados pelo teste de grubbs para fins de analise estatistica.
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5.7 Correlacao entre os niveis de imunoglobulinas e subpopulacdes de células B para os
antigenos de P. vivax

No geral, ndo observamos diferengas significativas das subpopulagdes de células B analisadas
de PBMC:s de individuos expostos ao surto de malaria ha 13 anos, mesmo sob estimulos com
os antigenos envolvidos na invasdo de P. vivax. Buscando compreender as bases dessa resposta
os dados de anticorpos, MBCs antigenos especificas funcionais (detectados pelo Elispot) e
subpopulacdes de células B foram analisados em conjunto por meio de uma matriz de

correlagdo obtidos dos individuos do grupo caso. (Figura 21).

No geral, houve uma tendéncia de correlagdo positiva mais evidente entre anticorpos
IgG e células B de memoria (MBC) e células plasmaticas tanto para a proteina DBPII e
DEKnull-2. Os resultados mostram que correlagio positiva e forte foi observada entre a resposta
de anticorpos IgG+ contra a DBPII e as MBCs atipicas IgM+ (Spearman’s = 0,80, p=0,01) e
MBC:s cléssicas [gM+ (Spearman’s = 0,73, p=0,03), células plasmaticas CD38 que expressam
tanto IgG+ (Spearman’s = 0,74, p=0,02) quanto IgM+ (Spearman’s = 0,82, p=0,02). Além
disso, a correlagdo foi positiva e significativa entre a resposta de anticorpos IgM na linha de
base e MBCs atipicas [gM+ (Spearman’s = 0,76, p=0,03) e células plasmaticas CD138 IgM+
(Spearman’s = 0,73, p=0,04).

Para DEKnull-2, a correlagdo positiva foi significativa entre anticorpos IgG (detectados
ao longo de 12 meses) e MBC classicas e células plasmaticas CD138". Mais especificamente,
a correlagdo foi significativa entre a resposta de anticorpos IgG+ e MBCs cléssicas IgG+ na
linha de base (Spearman’s = 0.79, p=0.02), MBCs classicas [gM+ em 3 meses (Spearman’s =
0.78, p=0.02) e, anticorpos IgG detectados em 6m meses teve correlagdo positiva com ambas
MBCs classicas, tanto que expressam IgG+ (Spearman’s = 0.70, p=0.04), quanto as MBC
classicas IgM+ (Spearman’s = 0.85, p=0.006) e c€lulas plasmaticas CD138 IgM+ (Spearman’s
= 0.68, p=0.04). Os anticorpos IgG+ 12 meses foram correlacionados com as MBCs cléssicas
IgG+ (Spearman’s = 0.83, p=0.01) e MBCs classicas IgM (Spearman’s = 0.76, p=0.03).
Anticorpos IgM foram correlacionados apenas no tempo 3 meses com células plasmaticas
CD38 IgM+ (Spearman’s = 0.79, p=0.03). Perfil semelhante, mas com menor intensidade foi

observado para anticorpos IgG contra DBPII ¢ as células B de memoria.
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Figura 21. Correlacio entre os niveis de anticorpos IgM e IgG e subpopulacdes de células
B para os antigenos de P. vivax. A correlagdo de Spearman foi calculada entre os niveis de
IgG e IgM, bem como o index das subpopulacdes de células B contra (A) DBPII e (B) DEKnull-
2 para os individuos do grupo caso. O gradiente de cor corresponde a forca da correlacdo que
variou de franca (branco) a forte (preto).
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5.8 Perfil da expressio diferencial dos genes relacionados a resposta imune inata e
adaptativa de PBMCs de individuos expostos ao surto de malaria apés 13 anos.

Como ndo observamos diferencas significativas nas subpopulagdes de células B, o proximo
passo foi avaliar se ha diferengas no perfil de expressdo diferencial de genes relacionados a
resposta imune inata e adaptativa em PBMC coletadas de individuos do grupo expostos caso e
nao caso apds 13 anos do surto de malaria. Para o experimento piloto, PBMCs de dois
individuos de cada grupo exposto foram selecionados: (i) individuos caso: individuo S39 com
resposta positiva de IgG contra DBPII e DEKnull-2 e individuo S24 que apresentou resposta
de IgG negativa para ambas as proteinas; (ii) individuos ndo caso (S05, S40) resposta negativa

para anticorpos IgG contra DBPII e DEKnull-2.

A expressao génica relacionada a resposta imune inata e adaptativa foi analisada em

PBMCs estimuladas com DBPII por 12 horas e avaliada pelo ensaio de PCRarray (Quiagen)
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que incluiu amplificagdo de 80 genes relacionados a resposta imune inata e adaptativa e quatro
genes constitutivos como controle (ver metodologia). O Heatmap (Figura 22) permitiu
observar um padrao de genes positivamente e negativamente expressos (up-regulados e down-
regulados) exclusivamente em cada grupo caso e ndo caso. A partir dai, 0os genes mais expressos
(z score > 0,5) em ambos os individuos do grupo caso e menos expressos (z score < -0,5) nos
individuos do grupo ndo caso, e vice-versa foram selecionados. Ao todo foram selecionados
cinco genes up-regulados somente nos individuos caso e 21 genes up-regulados apenas nos

individuos nao caso (Tabela 5).

Para explorar a funcdo dos genes up-regulados exclusivamente em cada grupo analisado
(caso e ndo caso), foi feita uma andlise de enriquecimento de ontologia génica para cada grupo.
A figura 23 mostra a interacdo dos genes com os principais processos bioldgicos nos quais os
genes up-regulados no grupo caso estio envolvidos. E possivel observar que todos os genes
encontrados up-regulados no grupo caso estdo envolvidos em via de ativacao da resposta imune
adaptativa, tais como: regulacdo da produ¢@o de imunoglobulina e diferenciacao de células T-
helper. Além disso, a fungdo molecular e os componentes celulares associados aos genes up-
regulados, evidenciam participacdo como fatores de transcrigdo que atuam na ativacdo da

resposta adaptativa (Quadro 2).
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Figura 22. Expressao diferencial dos genes relacionadas a imunidade inata e adaptativa
em PBMCs coletadas 13 anos apos o surto de malaria estimuladas com DBPII avaliados
pela PCRarray em individuos expostos niao caso (S05 e S40) e caso (S24 e S39). Cada linha
representa um gene avaliado, e cada coluna representa um individuo. As caixas exemplificam
os clusters de genes selecionados. As cores vermelho e azul indicam diferentes graus de
expressdo génica, sendo que os tons em vermelho indicam z score < -0,5 variando até azul
escuro quando z score > 0,5.
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Tabela 5. Genes exclusivamente up-regulados em individuos do grupo ndo-caso e caso obtidos

pela andlise de z-score (z score > 0,5).

Genes up-regulados
Nao caso Caso
TLR4 STAT6
SCL11A1 FOXP3
IL18 IRF7
ILS RORC
IFNGR1 IL13
RAGI
CDSA
CCL2
C3
TLR1
MAPKS
MAPK1
LY96
TLR3
NFKB1
IL10
TLR2
CCLS5
TLRS
IL1B
ICAM1

Além disso, os genes up-regulados exclusivamente no grupo ndo caso também foram
analisados quanto a rede de interacdo dos transcritos pela analise de enriquecimento de
ontologia génica (Figura 24). Diferentemente do perfil dos transcritos up-regulados no grupo
caso, ¢ possivel observar que no grupo ndo caso os transcritos participam como componentes
da ativagdo na resposta imune inata. A inespecificidade dos genes up-regulados nos processos
bioldgicos foi reforcada pelas fungdes moleculares e componentes celulares que esses genes
estdo envolvidos como, por exemplo, sinalizagdo celular e componente de membrana de uma

resposta ndo especifica a micro-organismos (Quadro 3).
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Figura 23: Rede de interaciao dos processos biologicos em que os transcritos positivamente
expressos no grupo caso estio associados pela analise de Gene Ontology
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(bioinformatics.sdstate.edu/go/).

Esses resultados indicam que os individuos caso, quando em contato novamente com
antigeno de P. vivax, podem reconhecer o parasito e iniciar a cascata de ativagdo de um perfil

de resposta imune adaptativa.
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Quadro 2: Componentes celulares e fun¢ao molecular dos genes up-regulados em individuos

caso.
GO category Genes

RNA polymerase Il proximal promoter sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
Proximal promoter sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

RNA polymerase Il regulatory region sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

RNA polymerase Il regulatory region DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
Transcription regulatory region sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

€ Sequence-specific double-stranded DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
g Regulatory region nucleic acid binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
g Double-stranded DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
: Transcription regulatory region DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
% Sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
o DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase Il-specific IRF7 FOXP3 RORC STAT6
DNA-binding transcription factor activity IRF7 FOXP3 RORC STAT6
Transcription regulator activity IRF7 FOXP3 RORC STAT6

DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
Nucleic acid binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6
Transcription factor binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

g 5 Nucleoplasm IRF7 FOXP3 RORC STAT6
§ ‘g Nuclear lumen IRF7 FOXP3 RORC STAT6
Eo e Nuclear part IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Figura 24. Rede de interacio dos processos bioldogicos dado pelo programa Gene Ontology
para o grupo nio caso.
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Quadro 3. Componentes celulares e fungdo molecular dos genes up-regulados em individuos

nao caso.
GO category Gehes
Extracellular region ICAMICICCL2ILIE TLRS CCLE LS IL10 IL18 COBA LY9E MAFPKIT NFKE1
Extracellular space ICAMICICCLZILIETLR3 CCLE IL10 IL18 LS LYSE
Endomembrane system ILTE SLC11A1 TLR2 TLR1 TLRG TLR3 MAPK1 MNFKE1 C3 LY56
Extracellular region part ICAMTCICCLZILE TLR3 CCLE IL10 IL18 1L LYy5E
Plasma membrane part ICAMITLR4 TLREZ CDBA TLR1 Lv95 MAPKI SLCT1AT IFMNGR1 TLR3
\Whale membrane TLRISLCT1AT TLR2Z COBA TLRT ICAM 1T MAPKT TLR4 LY 498
Crganelle membrane TLRISLCIIAT TLRZ TLR1 TLRY LY95
E Cell surface ICAMT1 CDBATLRA TLRZ C3
s W ermhbrane region TLRZ COBATLRT ICAM 1 MAFK
g I embrane protein complex TLR1TLR4 TLRZ LY96 CDEA
S Cell projectian W APKE WMAPKT TLRZ
= Extracellular organelle ICAM T CIIL1E
= Side of membrane COBATLR4ICAM 1
3 Cell junction 1AM 1T MAPK
Cell-substrate junction 1CAM 1T MAFK
Extracellular matrix ICAMTTLR3
Cell body MAPKT TLRZ
Cell projection part M APK MAPKSE
Anchoring junction 1CAM 1 MAPK
MNeuran part MAPKSE MAPKI
Plasma membrane region COaA MAPKI
Signaling receptor activity IFNGRTTLR4 TLR2 LY46 TLRS TLR1 TLRS CDBA ICAM 1
M olecular transducer activity IFNGR1TLR4 TLR2 LY96 TLR3 TLR1 TLRS CDBA 1CAM 1
t olecular function regulator CCLZILIB CCLSILTS ILS C3IL10 MAPKE
- Receptor regulatar activity CCLZIL1B CCLEIL18 LS IL10
2 Receptor ligand activity CCLZILTB CCLEIL1E ILa IL10
§ Transferase activity MAPK 1 MAPKEB CCLE RAGT CCL2
- Carbohydrate derivative binding TLR4 TLRZ MAPK1T MAPKE LY 96
& Lipid binding TLR4TLR1T TLRY LYSh
3 Protein-containing complex hinding ICAMTILTE COBA TLRZ
g Enzyme regulatar activity CCLI CaMAPKSE
Amide hinding TLRITLR4 TLRZ
Drug hinding MAPK T WMAPKES
Hydrolase activity CCLAERAGH
Small molecule binding MAPKT WMAPKE
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6. DISCUSSAO

6.1 Perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG ao longo de 12 meses contra proteinas de
P. vivax envolvidas no processo de invasao de reticuldcitos (EBP2, DBPII e DEKnull-2)
apos curta e inica exposicao a esse parasito

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra P. vivax que possa contribuir no
controle e eliminacdo da malaria, encontra alguns desafios dada a complexidade bioldgica dessa
espécie (ADAMS; MUELLER, 2017; MUELLER et al., 2013) e pela necessidade de melhor
compreensdo dos requisitos € mecanismos de desenvolvimento e a duracdo da resposta imune
protetora contra os antigenos candidatos a vacina de P. vivax. Até o0 momento poucos estudos
avaliaram a resposta imune a uma primeira exposicdo ao P. vivax (BRAGA; FONTES;
KRETTLI, 1998; CERAVOLO et al., 2009), excluindo a influéncia de fatores como acimulo
de exposi¢do, nivel de transmissdo de malaria na 4rea e infecgcdes assintomaticas, que
influenciam diretamente na aquisicdo e manuten¢do da resposta imune naturalmente adquirida
(ANTONELLI et al., 2020; LONGLEY; SATTABONGKOT; MUELLER, 2016) que sao de
dificil controle em 4reas endémicas. Visto que estudos recentes sugerem que o uso de
combinacgdes de antigenos podem melhorar o efeito protetor (acima de 90%) de anticorpos
contra antigenos vacinais, incluindo DBPII e EBP2, auxiliando na redug@o dos casos clinicos
da malaria pelo P. vivax (FRANCA et al., 2017; HE et al., 2019), no presente estudo avaliamos
a aquisi¢do e a duragdo da resposta de anticorpos IgM e IgG contra esses potenciais antigenos
candidatos a vacina de P. vivax, envolvidos na invasao de reticuldcitos, (EBP2 e o imunogeno
sintético da DBPII - DEKnull-2, epitopos conservados), além da proteina altamente

imunogénica MSP1-19, em uma populagdo exposta uma inica vez a esse parasito.

Nossos resultados mostraram que uma unica exposi¢do ao P. vivax nao foi suficiente
para induzir anticorpos IgM significativos contra EBP2, DEKnull-2 ou DBPIl. Em
contrapartida, para MSP1-19, a resposta de anticorpos IgM apresentou o pico no momento do
surto de maldria, caindo progressivamente ao longo dos 12 meses; enquanto a resposta de
anticorpos IgG foi menor incialmente, mas atingindo mais de 90% de positividade aos 3 meses,
permanecendo estavel ao longo do acompanhamento. Esses resultados estdo de acordo com a
literatura onde é consenso que numa primo-infec¢do a um determinado patéogeno, o primeiro
isotipo de imunoglobulina a ser induzida para conter a infec¢ao, ¢ a IgM que, rapidamente cai

apos a fase aguda da doenga, sendo precedido pela produgdo de IgG, anticorpo de maior



86

afinidade e associado a memoria imunoldgica (KEYT et al., 2020; LIU et al., 2019; TOMARAS
et al., 2008; WANG; COLIGAN; MORSE, 2016).

Nossos resultados mostraram ainda que uma unica e rapida exposi¢ao ao P. vivax nao
foi suficiente para induzir anticorpos IgG contra EBP2, DBPII ¢ DEKnull-2. No entanto, a
propor¢do de respondedores para DEKnull-2 e DBPII aumentou ap6s infec¢des de P. vivax
recorrentes, sugerindo a necessidade de reexposicao ao parasito para indugdo de anticorpos IgG
antigeno-especifico (efeito booster). Estes achados ja eram esperados, uma vez que ja ¢
conhecida a dependéncia de acimulo de exposi¢cdo a malaria para o desenvolvimento de uma
resposta de anticorpos contra DBPII (COLE-TOBIAN et al., 2002; KANO et al., 2012; KING
et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010), possivelmente explicado pelo fato de que essa
proteina so ¢ exposta ao sistema imune do individuo no momento da invasdo aos reticuldcitos
(ADAMS et al., 1990). Além disso, a maior frequéncia de respondedores com altos niveis de
anticorpos bloqueadores da interagdo DBPII-DARC geralmente ¢ encontrada em individuos
com longa exposi¢cdo a malaria (CERAVOLO etal., 2005; COLE-TOBIAN et al., 2002; KANO
et al., 2012; KING et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010). Vale ressaltar que nossos
resultados mostram ainda que a resposta de anticorpos IgG para DEKnull-2 foi estavel a partir
de 3 meses ao passo que para DBPII a resposta oscilou; enquanto no sexto més apenas 25% dos
individuos permaneceram com anticorpos detectaveis contra DBPII, 75% ainda eram positivos
para DEKnull-2. Esses resultados com DEKnull-2 reforgam seu potencial, pois ja foi
demonstrado que os anticorpos contra DBPII adquiridos naturalmente tendem a ser de curta
duracdo e variante-especifica (CERAVOLO et al., 2009; COLE-TOBIAN et al., 2009). Além
disso, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que a resposta de anticorpos IgG
contra DEKnull-2 em individuos com longa exposi¢do a malaria da Amazdnia brasileira, sdo
estaveis, apresentando também niveis de IgG superiores comparados com DBPII (MEDEIROS
et al., 2020; NTUMNGIA et al., 2017; PIRES et al., 2018). Inclusive, foi observada associagao
entre a resposta de anticorpos IgG contra DEKnull-2 e anticorpos bloqueadores da interagao
DBPII-DARC (BIAbs) (ALVES et al., 2021), estando altos niveis de BIAbs associados a
protecdo clinica (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016). Portanto, nossos achados

reforgam o potencial da DEKnull-2 como candidato a vacina contra P. vivax.

De forma inesperada, ndo foi possivel detectar anticorpos IgG contra EBP2 mesmo apos
infecgdes de P. vivax recorrentes, como observamos para DBPII/DEKnull-2. Embora as razdes

para a auséncia do efeito booster sobre a resposta de anticorpos IgG contra a EBP2 em
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primoinfectados de P. vivax ndo sejam conhecidas, especulou-se a possibilidade da influéncia
de polimorfismos no gene ebp2, ja que um estudo conduzido em amostras do Sudeste Asiatico
sugeriu que a regido Il da EBP2 ¢ altamente polimérfica (HAN et al., 2020). No entanto, para
os nossos dados o polimorfismo no gene ebp2 ndo parece explicar a baixa imunogenicidade da
EBP2, ja que o alelo ebp2 do surto de P. vivax apresentou alta identidade com o isolado
referéncia C127 (HESTER et al., 2013) utilizado neste estudo como proteina recombinante para
detec¢do de anticorpos. Os dois isolados diferiram apenas por um unico polimorfismo de

nucleotideo (G1057A), uma mutagdo ndo sindnima na posi¢ao 353 da proteina (E353K).

Uma explicacdo mais plausivel para a baixa imunogenicidade da EBP2 nos individuos
primoinfectados pelo P. vivax pode estar relacionada a especificidade da célula hospedeira,
como demonstrado por Ntumngia e colaboradores (2016), onde as caracteristicas da ligagdo da
EBP2 nos reticuldcitos sao muito mais restritas comparado a DBPII. A proteina EBP2 se liga
preferencialmente em reticuldcitos Duffy positivos muito jovens (CD71Me" ) geralmente
localizados na medula 6ssea (PARMLEY; HAJDU; DENYS, 1983). Outra explicagdo que pode
contribuir para a baixa imunogenicidade da EBP2 ¢ que a invasdo de reticulocitos pelos
Plasmodium spp leva menos de um minuto (COWMAN et al., 2017; DVORAK et al., 1975;
WEISS; CRABB; GILSON, 2016), ¢ assim como outros membros da familia DBL, a EBP2
pode ser liberada e exposta ao sistema imune por um curto periodo (ADAMS et al., 1990;
COWMAN; CRABB, 2006; SINGH et al., 2006). Dessa forma, multiplas infec¢des por P. vivax
sd0 necessarias para induzir uma resposta de anticorpos especifica e significativa. De fato, esta
evidéncia suporta nossos achados de baixa imunogenicidade a EBP2 ap6s uma primeira
infeccdo por P. vivax seguida por um alto reconhecimento apds exposi¢ao prolongada a malaria
na regido da Amazonia, onde a frequéncia da resposta de IgG contra a EBP2 variou de 35% a

92%, conforme o numero prévio de episodios de malaria.

A baixa imunogenicidade da EBP2 também foi descrita anteriormente em criancas da
PNG, onde os niveis totais de IgG variaram de 4,0% a 16,5% atingindo >25% e >5% dos niveis
de adultos hiperimunes, respectivamente (HE et al., 2019). No entanto, os niveis de anti-EBP2
foram positivamente correlacionados com a idade e exposi¢do cumulativa (HE et al., 2019).
Alta frequéncia de respondedores IgG para EBP2 foi demonstrada em primatas neotropicais,
onde a soropositividade foi maior em animais de vida livre quando comparados com os de
cativeiro, sugerindo que a exposic¢ao intensa a picada de mosquito pode levar a alta frequéncia
de resposta de anticorpos IgG contra essa proteina (ASSIS et al., 2021). Além disso, em estudo

preliminar do nosso grupo, mostrou que individuos residentes de area endémica com longa



88

exposi¢do a maldria apresentaram 60% de frequéncia de anticorpos IgG contra a EBP2, o qual,
foi estavel no periodo de 7 anos de acompanhamento (TORRES, 2017). Em adi¢@o, nossos
achados sao reforcados, uma vez que a varidvel relacionada a exposi¢cao cumulativa foi

associada ao risco de ter anticorpos especificos contra os ligantes de P. vivax.

Nossos resultados contribuem para validar o potencial do imundégeno DEKnull-2,
construido para contornar a limitacdo da DBPII devido aos polimorfismos na regido do ligante.
Além disso, mostra que a resposta de anticorpos naturalmente contra a EBP2 ¢ adquirida mais
lentamente. Considerando que a combinag¢do de anticorpos EBP2/DBPII foi associada a um
risco reduzido de doenca clinica (FRANCA et al., 2017; HE et al., 2019) mais estudos
funcionais se fazem necessarios para avaliar a capacidade dos anticorpos IgG contra EBP2
bloquear a invasao de reticulécitos de P. vivax podendo assim ser incluido em uma combinagao

vacinal usando proteinas de estagio sanguineo contra esse parasito.

6.2 Estabelecimento de memoria imunoldgica de longa duracio aos antigenos
relacionados a invasao pelo P. vivax apos exposi¢iao unica

A compreensdo do desenvolvimento e manutencdo da memoria imunolédgica de vida
longa ¢ o principal foco dos estudos direcionados para o desenvolvimento de vacinas,
principalmente direcionadas para vacinas baseada em antigenos de fase sanguinea de
Plasmodium spp que visam a producdo de anticorpos neutralizantes (BEESON et al., 2019;
HOFFMAN et al., 2015; MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015). Na malaria causada pelo P.
vivax estudos direcionados para a compreensdo dos fatores e mecanismos envolvidos no
estabelecimento da imunidade humoral naturalmente adquirida de vida longa ainda sdo
escassos, principalmente em populag@o sob tnica exposi¢ao, onde excluem-se a influéncia de
infecgdes prévias, e reacdes cruzadas conferidas pela coinfec¢do entre as espécies P. falciparum

e P. vivax (GNIDEHOU et al., 2018; MITRAN et al., 2019).

Nesta parte do estudo, avaliamos a duracdo da imunidade naturalmente adquirida
(anticorpos e células B de memoria) contra os antigenos de P. vivax DBPII, DEKnull-2, e
MSP1-19 apo6s 13 anos da exposicdo a esse parasito. Os nossos resultados mostram que nao foi
possivel manter niveis de anticorpos antigeno-especificos detectaveis apds 13 anos da
exposicao unica ao P. vivax, até mesmo contra a MSP1-19. A auséncia de anticorpos detectaveis

contra MSP1-19, contrasta com os observados por Braga ¢ colaboradores (1998) que
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descreveram uma frequéncia de anticorpos IgG de 47% apds 7 anos o surto de maldria ocorrido
em uma comunidade rural de Minas Gerais. Este menor tempo para avaliagao dos anticorpos
(7 anos) pode explicar a presenca de anticorpos em individuos expostos ao surto avaliado por
Braga e colaboradores (1998) em comparagdo com o nosso. Além disso, no surto registrado em
Sousa, os individuos receberam tratamento rapido, o que nao permitiu que fosse observado altas
parasitemias e longa exposicdo do parasito ao sistema imune. No entanto, corrobora com os
dados que demonstraram que imunidade naturalmente adquirida contra a maioria dos antigenos
do parasito da malaria ¢ de vida curta (AKPOGHENETA et al., 2008; CROMPTON et al.,
2010) e estabelecida apds repetidas exposi¢cdes ao parasito, sendo perdida na auséncia de
reexposicdo (LANGHORNE et al., 2008; MARSH; KINYANJUI, 2006). O rapido declinio ou
a auséncia completa dos niveis de anticorpos contra as proteinas da fase sanguinea do parasito
sugerem estabelecimento deficiente das células B de memoria (MBCs) ou de células
plasmaticas de vida longa (LANGHORNE et al.,, 2008), uma vez que essas células sdo
responsaveis pela producao de anticorpos (INOUE; SHINNAKASU; KUROSAKI, 2022;
PEREZ-MAZLIAH et al., 2020).

No presente estudo, MBCs especificas para DBPII, DEKnull-2 ¢ MSP1-19 foram
diferenciadas em células secretoras de anticorpos (ASCs) no grupo exposto (caso € ndo caso)
apos 13 anos, um longo periodo sem reexposi¢do ao parasito, o que indica que MBCs contra
antigenos de P. vivax foram induzidas pela tinica e rdpida exposi¢do a esse parasito. Esta
conclusdo ¢ possivel, uma vez esses individuos residentes de area ndo endémica, ndo viajaram
e/ou tiveram risco de infec¢do malarica apds o surto de P. vivax. Resultados semelhantes foram
mostrados em viajantes que retornaram da Africa com maléria e, embora niveis de anticorpos
especificos ndo foram mais detectaveis apds 16 anos da exposi¢do, MBCs especificas para
MSPI de P. falciparum foram detectadas (NDUNGU et al., 2013). Outros estudos realizados
em menores tempo de acompanhamento relacionado ao P. vivax, também demonstraram
resultados semelhantes, onde foi observada baixa resposta de anticorpos séricos com detec¢ao
de MBCs antigeno-especificas (CHANGROB et al., 2018; KOCHAYOO et al., 2019a, 2019b;
WIPASA et al., 2010). Mais especificamente, foi observada redu¢do da positividade da resposta
de anticorpos contra DBPII, aos 3 anos sem reexposi¢do ao P. vivax, mas 95% (18/19) dos
individuos apresentaram MBCs especificas (CHANGROB et al., 2018). Em nosso trabalho,
apos 13 anos sem reexposicdo ao P. vivax, ainda foi possivel detectar MBCs especificas em
33% dos individuos que tiveram maldria aguda por esse parasito. Um outro estudo também

mostrou que a resposta de anticorpos contra proteinas de roptria de P. vivax (RALP1 e RhopH?2)
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ndo foram mais detectados apds 18 meses, no entanto, em 70% dos individuos MBCs antigen-

especificas foram detectadas (KOCHAYOO et al., 2019b).

No nosso trabalho, a maior propor¢ao de ASCs especificas, encontrada foi obtida para
MSP1-19 comparado a DBPII e DEKnull-2, o que era esperado, ja que a MSP1-19 foi a proteina
mais imunogénica entre as avaliadas (DBPII, DEKnull-2) ao longo de 12 meses. Os maiores
niveis de ASCs especificas foram observados para DEKnull-2 quando comparado a DBPII,
refor¢ando o potencial da DEKnull-2 como imundgeno sintético baseado em DBPII. Nenhum
outro estudo, avaliou a resposta de MBCs principalmente de longa duracdo especificas para
DEKnull-2, conhecimento esse de suma importancia no desenvolvimento de uma vacina. Em
conjunto, esses resultados apontam que a avaliagdo de anticorpos ou MBCs de forma isolada
pode ndo refletir a resposta imune contra a malaria. Contudo, o entendimento da reativacao
dessas células e sua participagdo frente a uma reexposi¢do ao parasito necessitam de mais

estudos para serem elucidados.

Em nossos resultados ndo era esperado que individuos do grupo exposto ndo caso
apresentassem resposta de ASCs antigeno-especifica positiva. No entanto, um individuo nao
caso apresentou anticorpos IgM e ASCs detectaveis para os antigenos avaliados. Esses achados
sugerem que exposicao ao P. vivax possam ter ocorrido de forma assintomatica, embora nao
sejam comum essa forma de apresentagdo clinica em individuos sem exposi¢ao prévia, como
no presente estudo. No entanto, ndo podemos desconsiderar a presenga de mecanismos inatos
de resisténcia a malaria como, por exemplo, anemia falciforme e talassemia (ALLEN et al.,

1997; TEO; WONG, 1985), que ndo foram avaliados na nossa popula¢do de estudo.

Visto que individuos expostos uma unica vez ao P. vivax sdo capazes de produzir e
manter MBCs especificas, o proximo passo foi avaliar quais as subpopulagdes de MBCs
envolvidas na resposta de longa duracdo contra DBPII e DEKnull-2. No entanto, apds cinco
dias sob estimulo com ambas as proteinas com PBMCs dos grupos expostos (caso, ndo caso) e
ndo exposto, nenhuma alteracdo significativa no balancgo entre as subpopulacdes de células B
avaliadas foi observada, incluindo as MBCs ou células plasmaticas. Esses resultados contrastam
com os encontrados por JOYNER e colaboradores (2019) que observaram um aumento nas
células B diferenciadas (Switched 1gG+) e niveis de anticorpos circulantes séricos em primatas
ndo humanos infectados com P. cynomolgi sob reexposicao (recaidas e reinfecdes homologas)

que foram associados com reducdo dos sintomas.
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Apesar de ndo termos observado aumento significativo das subpopulacdes de células B
em nossos experimentos, o que pode ser explicado pela baixa frequéncia de MBCs especificas
circulantes ap6s auséncia prolongada de exposi¢do ao P. vivax, a correlacdo entre a resposta de
anticorpos, MBCs antigeno-especificas (ELISpot) e subpopulacdo de células B
(imunofenotipagem) indicou uma tendéncia de correlagdo positiva entre anticorpos IgG e
MBCs IgG+ e MBCs IgM+. Mais especificamente, o perfil de correlacdo com a DBPII foi
associado as MBCs atipicas expressando IgM, enquanto para DEKnull-2 foi associado com
MBCs cléssicas (IgG+ e IgM+) e células plasmaticas. Interessantemente um trabalho anterior
do nosso grupo avaliou a relacdo entre a resposta de IgM contra DBPII e DEKnull-2
naturalmente adquirida e o perfil de atividade de anticorpos IgG/BIAbs em um populacdo da
Amazonia brasileira, mostrando que exposi¢ao prolongada a malaria em area de transmissao
instavel e baixa, direcionou uma resposta de IgM estavel para DBPII (epitopos especificos de
variantes), enquanto as respostas de IgG foram associadas com o imundégeno DEKnull-2
(epitopos conservados) (MEDEIROS et al., 2020). Além disso, a resposta de IgG contra
DEKnull-2 foi associada a resposta de BIAbs, ou s¢ja, capazes de bloquear a interagdo DBPII-
DARC (ALVES et al., 2021), que estdo associados a protecao clinica (KING et al., 2008;
NICOLETE et al., 2016). No nosso estudo, anticorpos contra DBPII tiveram correlagdo positiva
com as MBC:s atipicas. No entanto, o papel das MBCs atipicas na malaria ndo ainda esta claro.
Os estudos mostraram que as MBCs atipicas tem reduzida expressdao de IgG na sua superficie
celular, baixa taxa de proliferacdo e aumento de expressdo de receptores inibitorios que podem
comprometer o funcionamento correto do receptor de células B (BCR) (PORTUGAL et al.,
2015; SULLIVAN etal., 2015), o que poderia justificar uma resposta de anticorpos nao estavel,
diferente da DEKnull-2, onde anticorpos tiveram correlagdo significativa com as MBCs
classicas e células plasmaticas. Assim, nossos resultados sugerem que a proteina DEKnull-2
pode ser mais eficiente na indugcdo de uma resposta de anticorpos neutralizantes e no
estabelecimento de MBCs comparado a DBPII. No entanto, mais estudos sdo necessarios para

elucidar o papel das MBCs atipicas na malaria.

Ainda neste trabalho, realizamos um experimento piloto para avaliar o perfil da
expressao diferencial de genes relacionados a imunidade inata e adaptativa sob estimulo com
DBPII nos individuos casos e ndo-caso, para compreender os fatores associados com a resposta
imune de longa duragdo. Embora ainda preliminar foi possivel identificar cinco fatores de

transcri¢do diferencialmente expressos positivamente (up-regulados) nos dois grupos estudados
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(caso e ndo caso). O perfil de genes diferentemente expressos positivamente em PBMC
estimulados com DBPII do grupo nao-caso, foram associados a processos bioldgicos
inespecificos que estariam ativando principalmente mecanismos da resposta imune inata. No
entanto, o perfil de genes up-regulados nos individuos que tiveram infec¢do pelo P. vivax,
(STAT6, FOXP3, IRF7, RORF ¢ IL-13) estao envolvidos na ativacao ¢ diferenciagdo de células
T CD4", regulagdo da produgdo e recombinagido de imunoglobulinas, descritos como fatores
envolvidos em via de ativacdo da resposta imune adaptativa (CROTTY, 2014; DEN HAAN;
ARENS; VAN ZELM, 2014; INOUE; SHINNAKASU; KUROSAKI, 2022). Em acordo com
os nossos resultados, um estudo de persisténcia de MBCs especificas para DBPII apds 8 a 10
semanas pos infeccdo pelo P. vivax, identificou um aumento dos niveis de IFN-gama, IL-10,
IL-2 e frequéncia de células CD4" (CHANGROB et al., 2015). Com base nos resultados
preliminares, nos futuros estudos a inclusdo da avaliagdo de resposta de células T CD4" sdo

necessarios para melhor entendimento da resposta imune adquirida contra o P. vivax.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A EBP2 ¢ pouco imunogénica apds Unica e rapida exposi¢do ao P. vivax, mas altamente
imunogénica sob longa exposicao;

Infecgdes de P. vivax recorrentes melhoram a resposta de anticorpos IgG contra
DEKnull-2 e DBPII,

A resposta de anticorpos IgG DEKnull-2 ¢ mais estavel o que reforga o potencial como
candidato vacinal;

Anticorpos IgG antigeno-especificos ndo sdo mais detectaveis apos 13 anos da
exposicdo ao P. vivax, diferentemente das MBCs antigeno-especificas

Genes diferentemente expressos em individuos que tiveram infec¢do pelo P. vivax

(caso) estdo relacionados a imunidade adaptativa.
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Abstract

Plasmodiurn vivax blood-sta ge invasion imo reticulocyts is critical for parasite deve lopment.
Thus, valid afion of nowel parasie invasion ligands is essantial for malaria vacdne develop-
ment. Recently, we demonstrated that BEBF2, a Duffy binding protein (OB F) parelog, is anti-
genically distinct from DB P and could notbe funcionally inhibited by anti-DBP antibodies.
Here, we ipok advantage of a small outbreak of P.vivax malaria , located ina non-malarious
area of Birazi, o imvestigate for fhe first time lgMAg5 antibodie s against EBP 2 and DEKnull-
2 {an engineening DB Pl vaccine) among indhad uals who had their first and brief exposure to
P.wivax (16 cases and 22 non-cases). Dur exparimental approach included 4 cross sedtional
suneys at 3-mond intencal [ 12-month follow-up) . The results demonstraied that while a
brief initial P.vivax infection was not efficiant to induce lgh 1gG antibodies o either EBP2 ar
DEKmull-2, lgG antibodies against DEKnull-2 {but not EBP 2) were boosted by recurrant
blood -stage infechions following treatment. Of imerest, in most recurant P wvax infections
(4 outof & patients) DEKnul-2 195G anfbodies wene sustained for & to 12 months. Polymor-
phisma in the ebp2 gene doss not ssem o explain EBP2 low immunogenidty as the sbpd
allele associated with the P.vivax outbreak presented high ideniity to the onginal EBP2 iso-
late used asrecombinant protsin. Alfhough EBP2 antibodies were barely detectabie aftera
primary episode of P.vivaxiniection, BB P2 was highly recognized by serum lgG from long-
&rm malania-exposed Amaronians (range from 35 o 82% according to prenious malania
episodes). Taken togather, the results showed that individusl s with a single and brief expo-
sure to P.yiaxinfection develop very low ani- EBP2 antibodies, which tend o incraase after
long-term malaria exposure. Fnally, the findings highlighted the polentisl of DEKnuB-2 a5 a
vaccine candidate, as in non-immune individual s and- DE Krull-2 196 aniibodies were
boosted even after a brief exposure to P vivax blood stages.
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Author summary

Vacelnes might bea crucisl component of the curtent eforts to malsris control and elimi-
matlon, and moch of the vaccine-related research on P vivax has been focused on region
11 of the Duffy binding protein (DBPI), 2 ligand for uman Blood -stage lnfecthon.
Recently, the newly described Erythroc vie binding proteln 2 (EBP2), 2 PrivaxDBP pars-
dog that it is antigendcally disting from DBP, was identified as potential vaccine targets.
To date, scane data are avallable about the maturslly scquired lmemunity to EBF2. Ina
small outhreak of Povivax malaria, located in a2 non-malarkons area, we investigated
whether a first Pvivax exposure indoces amtibodies against EBP2 that could be boosted by
Povivax recurrent infections, In parallel, we Included an engineered DEPI vaccine
{pamed DEKpull-2) whose antibody response were previously associated with broadly
neutralizing Pvivay anibodles. This sudy shows EBP2, compared with DEKmull-2, was
poorly immmunogenic amaong ind vidusls who experienced their first blood-stage F. vivax
malaris Infection, However, EBP2 was highly immunogentc in long-term malina exposed
iindividuals, relaforcing s potential & a P vivecblood- stage vaoolne candldate. Flnally,
otrr results rein force that multiple blood -stage antigens should be targeted for the develop-
ment of efflclent vac cines against P vivax

Introduction

Malaris rermadng 3 major public bealth concern despite all efforts for control The Wodd
Health Organization registered 241 milllon malada cases in 2000 with an estimated 12%
Iinereste L death rate comparad to 2019 [ 1] Amsong the Plossodium pasasite that infect
b s, Flasmodium vivee is the most widegpread outside the Afdcan continent [1]. Increas-
Ing reporis of severe disease cansed by . vivax, drug resstance, and recurrent relapses by reac-
tivation of liver stage hvpnoeaites are canses for concern [2-7]. Therefore, developingan
effective vaccine & nesded for current efforts to malarks conted and elimdnstion.

The invaslon of the erythrocytes by Plasmodium spp meremolte 1sa multltep process med|-
ated by malecular interaction between erythnocyte receptors and parasite lgands, and it &
essential fr parasite development [-10] Thus, 3 vaccine capable of inducing neutralizing
anitibod les apalinat these lovanion ligands lsctical to prevent paratite Lnvasion and, comse-
quently, human disease [ 11-14]. For P, vivax, the keading blood-stage vacdne candidate, the
Dwuffy binding protein {reglon 1L DBPII, isinvolved in the interaction between the parasie
and 1ts receptor on rete leeytes, the Duffyantigen’ teceptor for dhemoldnes (DARC) [15-171
Although antibodies that can inhib it the DBPTI-DARC interaction (BLARs) are eicited only
after a long term exposure o makada [18-27], highlevels of BIAbs are assoclated with clinleal
protection [1%, 53], Recently, a P. vivix DBP parslog, and novel member of Erythrocyte bind-
ing-like Bmlly, termed Erythrocyte binding proteln 2 (EBPZ), was Identified in fleld isolates
[24] EBF2 sl res the key domaln features of other Livvaslon lgands, lncduding the reglon 1T or
Druaffy binding-lke (DBL) [24] but it s antigenically dlstinct from DBP and could not be func-
thon ally {nhiblted by antl-DBEP antibodies [25]. OF Interest, we demonstrated EBP2 host cel
gpecificity i more restricted than DBEF binding and that EBP2 binds preferentialy to Duffy-
postive young (CD71™%) retioulocytes [ 25], which suggest that EBP2 may be lnvolved lnan
aliemative P.wivax lovaskon pathway.

A recent study investigated the potential exiitence of synergistic or additive efects of com-
binations of antibody respornses toa panel of 38 F. vivax antigens on the reduced risk of vivax
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maalarks in children from Papus Mew Guines (PNG) [16] The results revealed that high level
of antiwdiesagaing multiple anthgeons were asoclated with stroig potentlal protective effect
(PPE). In ad ditlon, the strongest PPE ( > 90M%) wasobserved using the combination among
five antigens, Induding DBPITand EBP2 [16] More interestingly, the additive effect of the
antibodies againegt DEFIIon the reduction dinical P vivax malaria ln children from PNG was
aociated with the anthodies against EBP2 [27], however, this assection DEPIL EBP2 was
predomiantly sgainst asingle DBPIallel from FNG. In fact, the reglon ITof DBP (DBPIT),
which contalne residves for receptor-hinding, & highly pelymorphic [28-30], with indwction
of antibody response that sre biased to specific allele [31,32] To ovencome the inherent bias
towards induetion of stralp-specific Immiune reponses, ab englneered DBPI vacclne, termed
DEEnull-2, elicited astrong broadly newtmlizing antibody regponse, incloding indocton of
leng-term pemsistent antlbody responses of naturally acquired invmundty [13].

Scarce data are avaibible on naturally scguired immunity to the newly described ERP2,
st of which are restricted to Southeast Asian [16.27.34]. Consldering the potential of the
association between EBP2 and to the next generatlon of enginesred DRPIL inumu nogen
(DEEnoll-2)as vacclne against P, vivax blood-stage, we investigated here whether a first F.
vivax exposure 15 shle to Induces antibodies against EBP2 and DEKnull-2, and if these
regpoises oould be boosted by . vivey relapsesrecurrence. This study took advantage of an
outbreak of P. vivay malaris, in a non-enderdc area in Brazl. We demonstrated that EBP2 was
pooely Limun ogenle amaong [ndividuals who experlenced thelr Brst blood-stage P, vivax
oealaris infection compared with DEKnull-2. However, EBF2 was shown (o be highly immu-
mogenic in long-term malarts exposed individosls

Material and methods
Ethics state ment

The ethical and methodological agpecis of this sody were approved by the Ethdeal Comomdttee
of Risearch on Human Betngs of the Institute René Rachou / FIOCR UZ Minas (Mo, 007/
26, Mo, 072000, No. 122010, Mo. 26/2013, and CAAE 50522115.7.0000.5091). The study
participaits were Lol rne d about the alms and procedures of the study and voluntary particl-
pation solicited and agreed with voluntary participa tion through wrtten formmal consent. For
the child partlc ipa nis, the written formal consent was obtained from the parent/ guardian, The
current stisd y was conducted acconding to Labortory blosafety and biosecurity policy puide-
lines of the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ, Ministry of Health, Braed] {hitpe/ fwww
Study site and population

F. vivax malaria outbreak, participants, and sample collection.  This study was carted
out in 2 small communify, named Sowza, that hasabout 1,100 inhabitants located oo the banks
of ane of the arow of the Brumadinho dam, about 70 km far from Belo Horlronte, Minss
Ceerais Sate, a non-makrows e ndemic reglon of Brasi] [ 1], Malaria has never been reported
I this area before which ks about 2,000 ke away from the Brazlbn malari endemic reglon—
Armaron region (Fig 1A The source of the infection was a man from the community who
returned infected by P, vivax from the Amazon reglon in Janzary 2003, and experie nced recur-
rence in the following months The firg humsn malads cage detectad in the outhreak ares,
named 514, remained at the hospital for about 10 days, ontil 2 malaris diagoess couldbe
established Because malark Infection had never been reporied in the outhresk area previoudy,
the physichuns failed to consder maliriaon presentation of this patient. The F. vivexmalarda
outhresk lasted Drapproximately 60 days [between Apl and May)in 2003, with the Lt
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nm 22} The 12 mmon dh infiow-op were it aed brisfly after the beginning of oo (81, heseline) with shmee add iton a and iden el onoss-
sectininal mreys currisd ctat 3, 6 and O oot afer the fint sorvey. Adapeed from LS. Gealogical Sarvey (USGS o eew e goet).
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rlarts case disgrosed on 21 May 2003; since then, local/regional of Minss Gerais Depart-
et ts o Hisalth hod sl ntalned entomm ologleal and epide sdobogle sl sievellance of the srea
unti] the end of 2003. The entomological survevs incriminated the vector Anopiieles darlingas
responsible for local malark tansmision [35]. Control activites abo Induded an acthve search
for scute malarks by thick blood smesm and outdoor/ indoor spraving of residieal lnsec tielde
{cypermethrine) [16]. Durdng the owthreak, 25 Lsdivid eals presented febrile symptoms such as
fever, headache, myalghs and confirmed P. vivax lofectlo n by microscopy (Case]. In thai time,
all patients were promptly treated with chloroguine (1.5 g for 3 days) plus po mosg uine {30 myg
dadly for 7 days) and followed-up. Lo the case of relapses and/ or recrudescence, 2 second
ot oF treatrment wis adindalaered (3-day coume of chlomguine and 4 15-day course of pri-
maguine). Sixteen out of 25 cases (median 27 years, interquartile range, IRCE 20—42) were
enrolled in the current study, and 6 out of the 16 (8% ) casesexperenced one or two recurrent
P vivax infections. All P vivax recurrent lnfection were confrmed by thick blood smesrs and
DNA sequencing of a single dipllallele [31]. In addition, 22 relatives and/or neighbors
{median 24 years, [RC: X—45) who were exposed at the dsk of P. vivar tranam bsslon but did
ot develop blood-stage infection were Included as non-Cases (Fig 18). The sdms of the project
wiete discussed with the commun ity and after the written agreement consent 5 mlof whole
bilosond were collected ln EDTA vacutainer tube to obtaln plasm s and DMNA from all partlcl-
panis. The illowed-up were inltiated brieflyafier the beginning of outhreak { Baseline),

with three others crss-sectlonal surveys were carded-out 3, 6 and 12 months after the firs
Sy,
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Long-term mabiris-exposed individuals, Toevaluste the influence of time on malark
expoaine and scquid tion o fasturally antibody response to moomblnant P, vivar proteing
addition] sera samples of Individsal with ko ag-term malada exposure (medlan 17 years,
QR 11-33) froma ruml community of the Ameron raln forest { Rlo Pardo, Amazonas) were
Included in the current study (Elg | A). The detalls of the study ie and malarts transmisdon
patterns were described previondy [11.57). Forthe cumentstudy, we selected sers samples
oy individuals who had single or mul tiple dinical P. vivax malark episodes, whose P, vivax
Infectlons were conflrmed by microscopy (officlal malarks data available at the Brazilian
Malaria Epidemdological Sarvedllance Information System-5TVEP- Malaria).

Recomb inant bleod stage P. vivarantigens EBF2. Recomblnant EBF2, which includes
arndi scids 159485 from C127 Cambodisn lsolate [14], was codon-optimized for expreslon
in Escherichia cofi, doned into pET21a vector, witha C-termdnal fxHis tag. After expression,
recomblnant EBP2 was pudfled from Incusion bodies by affin ity chromatogm phy uslng Ni
+ Sepharcse 6 fast Dow (GE Lifesciences), and refolded by a esapid dilution, resulting in 237
kD2 protein s previoudy described [25].

DBPII-based antigens. Recomblnant engineered vaccine DERnull-2 [13], based on domaln
I of P wivax D ffy binding protein (DB (24 323-573a2), and DBPFIT Souzs isolate from the
cutbresk { DBPI-outhreak) [31] were expressed in E coli as 3% kDa proteln fusion with 6xHis
tag and purfle d as previously deseribed [ 13, 38].

M5PI-19 The 19-kDa CAermulnal Fagment of the Meromolte Surface Protein-1 of P. vivar
(MS5P1- 1%}, which represents amlno aclds 16161704 of the full-length MSP-1 polypeptide,
was expressed &5 a2 6xHis tag fusion proteln and purified as d escdibed previously [39].

Serological assay. Plasma g and IgG antibodies level were measured by co nventiomal
ELISA [40.41]. Briefly, the concentration of all recormblnant P. vivar proteins was previowsly
titrated, and defined a5 1 Spgml for EBP2, 3peg/ ml for DEPH-puthreak and DEKnull-2, and
1pg'ml for MSP1-19. Plasmas sam ples were diluted at 1:400 and 1:100 for Igh and kgG, respec-
thvely. Percocidase-conjugated Tghd and antl-1gG were wed a5 s ondary amtibody at 1:5000
dilution. Results were expresed as ELISA reactivity index (RI) for each protein, calculated as
the ratio of the mean optical densdty ({OD at 492nm) of sample to the mean (D plus three stan-
dard deviations af X0-30 unexposed volunteers. Valuesof RI > L were considered positive.

Amplification and squencing of epb2alleles fram the outbreak. The primer sets wed
for the amplification and sequencing of ebp? gene of P. vivax from the outhresk bolate were
designed usng Cambodian feld isolate {C127) 25 a reference {accesslon num ber: KC387954)
[24] To cover alarger DBL reglon of ebp2 (979 bp) and to obtain kigh quality of the full ebp?
seguence, we designed three sets of ovedapping primes that coversa region beyond the DBL
of EBP2, carresponding to muceotides 201 to 1618 (22 68-535) (51 Fig). The PCR wasper-
forned uslng high Adadity platimam Tag DNA polymerase (Tnvitrogen Corporation, Carldsad,
CA) with the following primer sets: fragment 1 (F1: 5-AGAAATAAGAAAAAGAGCAGTA
G-3) and (R1: 5-ATTTCCATGOGOCACGAT G-3); fragment 2 (F2: 5-CAAGTCCTTCTTT
CACTAAAC-3), and (R2:5-GTATOCCAT TGCTCCTTCTTTA-3") and fragment 3 (F3 5-A
GGTAAAGGCAAAGAAGGCA-3) and (R3 5-CTCTTOCTTTACTCT TOCCA-3'). The
PCR products were purlfled using the BxoS AP-IT PCR Product Oeanup ( Affymetriz, USB)
and sequenced by Sanger method directly wdng BlgDye Terminator v3.1 Cyele Sequencing Kit
(Applied Blosystems— Lig Technologies) and ABI 3730xL. DNA analyzer (Applied Blosys-
tems). The sequences were analyzed wsing Bloedit Sequence Alijgnment Bditor {fiip:/ winy

b Hy/ BinEa i 1) and Chromas vershon 266 (itpe! technsbeafium oo
aw wp idhrommay' L A ot of dix resds of each fagment wasused for alignment and constroc-
thon of the sequence contlg of ebp2 (EBP2 outhreak) which was compared to the reference
sequence of C127 kolate.
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Statistical analysis

The graphics and aralyss were petformed wing GraphPad Prism version® (www graphpsd
com) and the B statlstical software (verslon 3.3.2). Diferencesin proportons were evaluated
by e hi-squeare (3] or Fisher's exact tests, as appropriste. Shapiro-Wilk test was pediormed o
evaluate the normality distribution of varisbles Differences in means or med ns of antibody
levelsamong the groups were performed using one- way ANOVA or Kruskal-Wallls test fol-
lowed by Tukey's or Dunn’s post hoc test, asappropriate. Multvadste loglstic regression mad-
els were bullt to describe independent asociations between covanstes (age, gender, mumber of
previous i lirls e plecdes, and recent malaria) aod antibodies agalnet ERP and DEKaull -2,
Al analyses were consldered statistically significant at the 5% level (P < (L5).

Results
IgM and IgG antibody responses to DBL- antigens after the first P, vivax
EXPOSINE
In the P. vivar outhreak stady area, we evaluated the Ighd and IgG antibodies agalnst two
members of the P. vivax DEL farndly, the novel EBP2 and the engineerad DBPII based vaccine
(DEKmul-2} In additlon, the well characterized P. wivax MSP1-1% was included as a highly
Iy gen e P.ovivae blood-stage antigen. The dein oqraphie, epidemiokegle sl and lmmisno-
logical data st enrollment of case (P vivaxingction, n= 16) and non-case {negative relative
and/ or pelghbors, n = 22) are summarized in Table | Af the baseline, one out of 16 {6%) cases
showed detectable Ighd antibodies response to EBP2 and DEKmull-2 while nine out of 16 cases
(56%) were positive for Ighd antibody response to MSP1-19. Non cases had barey Ighi
regponse bo DEKmull-2 and MEP1-19. For IgG antibody response, 69% (11 out of 16) of the
caes showed 120G response to MSP 1-19, followed by 6% to DEKnull-2. There were no detect-
able IgG antibodies against EBP2. As expected, no one of non-cases showed detectshle IgG
PESPOMSE.

Further, the Ighd and IgG antibodies against all antigens studied were evaluated over time,
Including 3, 6, and 12-month after the enrollment (Flg 2). Barely deteciable Ighd an tibody

Tahle 1 1 emographic, spidemd ologieal, and |mmonokogle s dam of indivdoals in the P osiver malanis ombeesk

areaat enrollment
Characeristic Case' (n=18) Hon-Case’ (0= 27}
Age. yeara{meadan, 1GRY 27 (20-4) T4 (2045}
Gender, male female ratio =1 o1
Anitfted yrespa nse’, o (%)
gk HEEL 1 {ima} oo}
Kl 2 1) 1(5%}
MEF-19 9 (5%} 1{5%)
(P EHPT o {me) ofo)
DEEK -2 1 {8} 0{0%)
MEP1IF 11 (&%) ofo%}
' canfirmed spmpinmanc B v indeoion {peosinee biocd- smears by microscopy diagnesis)
* relatives andior neighbars exposed at the rskof P vz m il o hord g, thee: v reall wnthevet sy ar
Erboand pua rassites

"R = Interguantile fange
* ewmboated by comrentional FL A nsing recormiinant P wvar proteins
* aeramdingia[31]
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Fg * 1M and 1505 anilbodles responss to P, vivexand geas afterihe st P vivaxesposore. (A ) Fregoen oy and lesel of 18 antfodies againeg P var
ERPr, DEKnoll-2 and MEPY-191n imdnvidosbs wish acote P viva indeemon {Case, n o= 16} and relatves and/ or neighboms wi St mals ris sympioms fnon-
Case, n = 2} {B} Freqoen op and bewel of 10 anth ady aguinst P vivax ERFZ, DEKnoll-2 and MSP1-19in Case and non-Case The g and 156 anighad y
Tespores Were evaboated a the ombrmlk (B, hasdine}, 3,6 and 12monthsafierthe P viver oofreal for Case groop, and o B, 3,6 mon g for oo -Cese
o Sera Eactiviny wosexpresed s FLEA Reactivity Index (R kmrﬁ;qi}aﬁmt‘qu:ﬂlc“md Il poesitive i e ¥p ressed ot dhe bap of dhe
graph The dachisd hine repressnts Kl= 1 Sampls with B> 10 are considsrad peaitte Differen o o totia by sgnifican teee indicars by ageride (*Pcoos,
*Pcnel,t Poaoal, t Ponioom ).
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redgpinaes to elther EBF2 or DEKmull-2 were obderved over the 12-month follow-up perlod
{Elg 24). A simdlar result was observed with the DBEPTI allele assoclated with the P, vivax out-
break (524 Fig) In P owivax cases, while Igh antibody response to MEP1-19 was 56% at the
b:neﬂ.ne.&mﬂﬂﬂmd!m&hﬂrﬂpﬂnd&:ﬂurﬁdﬂmﬂd:hrmi'dmomhuftheﬁuﬂ-
lowe-up (43% to &% Frome 3 o 12 months, respectively, Chi-sguare, p0u 1) (Eig 24, dght top
panel). In non-case, lgM antibody msponse to 2l antigers were not detecied, except abarely
regpanse to MSP1- 19 { By 24, bottom pane ).

For lgG antibodies against EBP2, a single P. vivar case {one out of 16, 6% ) showed detect-
able antiyodies st 3 and 12-month of follow-ap (Elg 20 Arst left panel). The proportion of
DEEnull-2 IgG responders was muoch higher at 3-month of follow-up (4 out 16, 25% ), and
remained stable over the follow-up pedod. Considering the DBPTl-outhreak allele, the propor-
tion of DHPIL responde s was similar to that of DEKnull-2 at 3-month, however, the lovel of
DBEFI g antisodies was lower and the proportion of DBFI1IgG responders fuctisate d over
12 months (S04 Figh As expecied, the proportion of MSPL-19 1gG regonders was more than
9% with high kg levels (Eig 25 right panel | In non-cases, no detectable P, wivax-specific
IgG antibodies was observed at any time of the observational period (Eig 28, bottom panel).

The ebp2 alldle amplification and sequencing

Previoudy, DMNA sequences from pamary/recurrent P vivax outhreak sumples ldentified 2 sin-
ge dipll allele amang samples from the outbreak area [31]. Here, we seqoenced the full DBL
domain of EBP2 (reglon 1T) that dhares comumon features characteristics with members of DEL
farndly (Eig 34). A sequence alignment of the full amino acid squences of the EBP2 DBL
domain {23 159 to 485) with the reference sequence of the Cambodian P, vivax C127 wolate
[24], showed & very high sguence simlarlty betwesn solates with 3 slingle amino acld sibati-
tuthon of Ghe-Lys at position 353 (E353K), resulting from a non-synonymous nuceotide poly-
marphism ot postion 1057 (GL67A), (Eig 36

Influence of P. vivax infection recurrence on IgM and IgG antibody
responses to DBL-antigens

Next, we sought to lnvestigate the influence of F. wivax recarrent infections on naturally
acquired antibody response to EBPL DEKnull-2 and MEPL-19 (Elg 4). Individual who exped-
enced thelr primary blood-stage P. vivir infection were divided into two subgroups: (1) Recar-
rence-individuak who expetenced at least ane additional episode of blood-gtage P. vivax
Infectlon after thelr prismary dinlealattack (8= 6); (i) No-recurremce-cases who did not have
additional F. vivax blood -stage infections {n = 10).

In P, vivax recurrent infectlons, it wasnot possible to detect booster effect on EBP2 or
DEEnull-2 g antibodies, s all ind hidusls rernodned with undetectable an tibody respo nse
(Eig 41 A different profile was obtained for MSP1-19, in which most individusls responded
with Incressed thes of IgM antibodies. Considering lgG response, DEKmll-2 {but not EBP2)
showed a significant booster response during the recurrence (Fig 4, dght panel ) maore specifi-
cally, most recurrent Pl wivax cases were associate with Increased levels of anti- DEKnull-2 IgG
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antibod ies, resulting inthe proportion of postive ranging from 50to 75%. However, no-
Recurrence subgroup had low frequency of D EEmull-2 1gG responders (0 to 13%). The profile
of kG antilodies to the DBPL-outhresk allele was slmiar to DEKmull-2, although the fre-
quency and intensty of IgG response to DBEPI seems to decrease muore mapidly (528 Fig). In
recurrence subgroup, parasitemia did not assoc kated with bo ester response to both DEKnull-2
ar DBFII(53 Fig)

Owerall, it was not possible to detect booster efect on EBP2 or DEKnull-2 lgM antibodies,
but recurment P, vivax infection s influenced IgG antibody response to DEKmull-2.

Risk factors associated with IgG antibody response to EBP2 and DEKnull-2

The evaluation of naturally scquired antibody response to EBP2 among individisals who expe-
renced their first and brief P. vivax exposure suggested that EBP2 isa poarly immunogenic
antigen Thins, we hypothesized that P.vivar EBP2 specific IgG antibody regsonse could be
dependent on the long-term exposure to malaris. For that, we indoded sdditional sera from
Individuals with long-term exposure to unstable malark trarsmlsson in the Amazon reghon,
which were grouped & having 3 single or multiple dinical P. viviax episodes {mieroscopically
confirmed),

Az compared with P. vivax malaria ouibreak group, the proportion of EBP2 regponders was
quite different in individusls Bving in the malada endemic region (Fio 5). The frequency of
EBP2 lgG respondersranged from 35% (7/20) 1o 92% {45/ 49) bevween individuals whi had
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had 2 zingle or maddple P. vivax malarks eplsodes (Chl-square, p< 00001 ). Moreover, multiple
mmealaris episodes were associated with musch higher levels of IgG antibodies (p<000001). A
smilar profile of antibody response was observed with DEKmull-2 (Eig 581

Flually, we performed a multiple linear regresslon analysk ad justed by age, gender, number
of previows makada eplasde and time dnce the list malada eplandes, to evaluste which vari-
ables we re assocmted with the risk to develop antibody response to each proteins studied (31
Table), The mumber of previous malana episodes increased by two-fold the duance of having a
positive antiboedy respanse to EBP2 (aOR = 195, 9% Cl=1.51-2.51, P<0uMMl) andin12
times or antibodies against DEKnull-2 (DEKnull-2, 20K =124, 95% C1 = Ldd-1.40,
F=0001), confirming the inflsence of expodure to malads on the lgG antibody response to
these P vivaxligands.

Discussion

Efforts to priodtize F. vivaxantigen-corbins tion for vaceine development suggest anadditive
effect of antibodies againgt DBPH and the recently described EBP2 [26,27]. While these find-
ings are promising, a major drawback was the observation that the protective affect of the
EBP2- DEPI combination was DBPITallele-gpecific [27]. Considering that available data on
vaturallyacquired immunity to te EBP2 is still scarce [26,27,34], we investigated here whether
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aprimary P vivax exposure induces antibodies sgairst EBP2 that could be bocsted by P, vivax
e lapses or recurrent infectond Our expe dinental approach abo lavolved an engloeedng
DBFIimmuncgen (DEKnull-2) whose immune response has been assoclated with strain-
imnscending antibodles [31] The resulisshowed that a primary P wivax infection was not suf-
fcient to induce dgnificant M/ G antibodies to either EBP2 or DEKnull-2 Unexpactadly,
EBP2 antibodies were not boosted by P vivax recurrent inections following antimalkarial treat-
meeni; at the thme of the cuibreak, 1t was not posslble to differentlate recrudesce nce duse o ther-
apeultic failures or relapses arksing from pesitent liver stagesof the parasite (hypoozoites)
[21) On the other band, IpG antibodies against DERKmill-2 were boosted by recurre st bloed-
dtage P vivay lafections, s well o antibodies againet the bomologous DR variast laked to
thee putheeak. These results with DEKnull-2 are of interest because weand others have demon-
strated before that naturally acquired DEPI antbodles tend tobe short-lived and blased
towards strain-specific responses [31,37]. Of Interest, sustained DEKnull-2 IgG responses had
s been described in long-term malaria exposed individuals [41], reinforcing the potential of
DEEnull-2 & vaccine target.

Although the reasons for the absence of ant-EBP2 booster in P. vivar prin infctio ns are
oot ko, it i possible to speculate that pol ymorphisms in ebp2 gene could be a factor, a5
data from Southeast Asian suggested that reglon ITof EBP2 (3 highly polymarphic [34]. How-
ever, polymorphism in the ebp? gene does not seem to explain EBP2 low Immu nogenicity
because the cbp2allele from the P. vivax outbreak showed high sequence ldenitify 1o the refer-
ence Cambodian lsolsted C127 (used hete as recombinant protein). Specifically, these alleles
differed by asingle nucleotide polymorphism (GIISTAL A more plausible explanation @ the
low Immunogeniclty of EBP2 in P. vivax primo {nfected maybe relited to the bost cell specific-
ity 2z we have previousy demonstrated that EBP2 binding propertiss is much maore restric tad
than observed for DBPIL Lnking preferentially to Duffy-posdtive immature bone marow
reticulocytes (CD71"%) [151 In sddition, Plasmodium reticulocytes invasion takes leas than
one minute [£.42.43], therefore, ke DBP and other members of the DBL famdy, EBP2 may be
released “just in thme” for rethcnlocyte atiachment andior junctlon formation and lovasion
[Lea445]. Consequently, multiple P. vivaxinfctions are required to lnd uce s significant and
specific antibody response. This evidence supports our finding that a low EBP2 Immunogendc-
Ity aftera fiest P vivacdafection bs follo wed by bgh recognition (=00 ) afer lang-term
ralaris exposure in the Amaronban sres. These reaults, slthough there are Hmitations of sl
numbser of samiple stre from the P, vivax outhreak, were reinforced by related studies that
dhiwe d EBP? was podely L nogen ke s PRG children bist antl- EBP2 antbodieslavels were
positively correlated with age and comulative exposure [27]. Considering that EEP2/ DBPT
anitibod y-convbina tlons are assoclated with reduced risk of clindeal disease [ 26,27, and antl-
ERP2 antibodies can block EBP2-erythrocyte binding [ 5], further charactedzstion of ERP2
including large number of sample slze, other populations and Rinctional sudies to evaluate
the potential for EBP2 IgG antibodies to blodk P, vivar retlol ocyte lovasion are necessary o
further validate ERP2 a5 3 potential candidate to partner with DBPIIand related antigen,
DEEnull-2 ina multivalent blood -stage vaccine against F. vivax

Conclusion

Taken together, our resalis showed that ERBP2 was poody Lovm unegenic after a single and brief
F. vivax exposure, but it is highly immu nogenic after long-term malarks exposure. Finally, the
Andings hrther supporied the potentlal of DEKmull-2 a5 2 vaccine candidate, 25 ln non-
e individoalsant-DEK null-2 1gG antiosdies were boosted after brief exposure to P
vivax blood stages.
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Supporting information

51 Fig. Depictionof primers for sequencing of the DBL domain of EBP2 of P. vivax Out-
break isolate, To sequence the il Duffy Blnding-like (DBL) domaln of EBP2, three sets of
primers were designed toamplify three overlspping fragments. Pesitions of primers are indi-
cated {Forwand and Reversel: Fragment 1 in pink (pesition 200bp to 870bp), Frgment 2 in
bhee {podton 713p o 1262bp) and Fragment 3 o green (pesilon %ebp to 1618bpL.

(TIE)

52 Fig. lgM and IgG antibody profie of P. vivax DBPIL after first P. vivax exposure. (A}
Frequency and level of lgh and IgG antibody agsing P. vivax DEPI-outbreak in individoak
with acute P, vivax infection (Case, n= 18], and relatives and! of nelghbors without malaria
syptonms (MNon-Case, 5 = 23] The Ight and G an tibody respo nses were evaluated at the P.
vivax suthreak (BL, baseline], 3, 6 and 12 months after the outhreak for both the Case and
Ron-Case groups. Serum reactivity was epressed as ELISA Reactivity Index (RI). Percentage
%) of antigen-specific lgh and G positive wis expressed at the top of the graph The dached
line represents RI = L Samples with RI > 1.0 are considered posithve. (B) Heatmsp of in fluence
of P, wivax recurrence on the Igh and IgG antibody responses to P, vivax DBPIL Indlviduals
whao experienced first P. viviar malsris infection (Casea) were grouped into: (1) Recurrence

(1 = &) ~individuals who experienced one or two additionsl recurrent P wivay infec thon; and
() No-recurretce (6= 10)-lndividnals who did not have ad dition sl blood -stage P vivee
infection. The color gradient indicates the intensity of IgM (red) and 1gG (blue) antibody levels
categorized by terclle ln High (Upper terclle), Medium | Second terclle) and Low (First terclle)
fior esch proteln. The time points of follow-up study and recurrent P. vivax infection mom ent
wene indicated at the hestmap.

PG)

53 Fig. Influence of P. vivax parasitemia on booster IgG antibody response to both
DEKnull-2 and DEPI among ndividuals expertenced P. vivax recarrence. (A} Parasliemia
{parsstes/yl) {dached Hne)and IgG anthbody kevel sgainst DERmall- 2 (continso e Ine),
expressed by Resctivity index (RI) for each subjects experienced P. vivax recarrence; (B) Para-
dtemla (parasites/pl) (dashed Une) and IgG anthodylevel sgalnst DEPI (continsous line),
expresied by Reactivity index (RI) for each individusl experlenced P. wivax recurrence { 3and 6
meoniths after the frst P vivax Infection). The x-axs represents the tme of P! vivaxrecurmence
{3 and 6 months sfter the fimt P. vivaxln@ctlon).

(TIFF)

51 Table. Risk fartors associated with immusological response againa P. vivax blood stage
vaccine antigens
(DO

51 Data. Demographic, ¢ pidemiological dataand immunaological response against P. vivax
blood stage vaccine anitgens of the siudy population.
(XLS)
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ANEXO I - Questionario aplicado aos individuos participantes do estudo

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratério de Maléaria
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Data / /

Paciente N°
Nome

Idade Sexo (1) F(2)M  Cor (1) branca (2) parda (3) negra
Municipio de Residéncia
Enderego

Telefone de contato

No momento da coleta:
Malaria aguda (1) sim (2) ndo (3) duvidoso Espécie:
Optimal realizado? (1) sim (2) ndo Resultado (1) positivo (2) negativo (3) duvidoso
Resultado da lamina: parasitemia

Vocé teve malaria (1) sim (2) ndo (3) duvidoso
Quantas vezes?
Espécie da ultima malaria? (1) P.vivax (2) P.falciparum (3) ndo sabe (9) ndo se aplica
Quando foi sua ultima malaria?
Teve Sintomas (1) sim (2) ndo Quais?

Vocé concluiu o tratamento (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe (9) ndo se aplica
Ha quanto tempo
Vocé chegou a ser hospitalizado por malaria? (1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe (9) Nao se aplica
Se sim, por quanto tempo?

Municipio de contagio?
Como vocé pegou malaria?
Voceé reside nessa area? (1) Sim (2) Nao

Ha quantos anos vocé reside nessa area?
Apresentou nos ultimos cinco anos, alguma doenga grave?
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe (9) Nao se aplica

Se sim, qual?
Esta gripado ou com alguma infeccao?

(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe (9) Nao se aplica
Sinais/sintomas?

Esta fazendo uso de algum medicamento?
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe

Se sim, qual?
Se sim, ha quanto tempo
Vocé sabe como transmite a malaria?
Obs:
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ANEXO II - Termo de consentimento livre e esclarecido assinado por todos os

participantes do estudo

Ministério da Saude

Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Laboratorio de Malaria

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa sobre a ‘“Avaliacdo da
imunidade natural de longa-duracio a proteinas recombinantes do Plasmodium vivax que
estio envolvidas na invasio e/ou desenvolvimento do parasito no eritrdcito”, que sera
coordenado pela Dra. Luzia Helena Carvalho, pesquisadora do Centro de pesquisas René
Rachou da Fundagao Oswaldo Cruz (IRR/FIOCRUZ) de Belo Horizonte, Minas Gerais

Vocé foi selecionado para participar deste projeto de pesquisa porque reside na
comunidade de Sousa, Distrito de Rio Manso, onde aconteceu um surto de malaria (doenca
transmitida pela picada de mosquitos) em 2003. Mais especificamente, vocé ou alguém da sua
familia teve a doenca naquela ocasido. Entretanto, sua participacdo ndo ¢ obrigatoria. A
qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao
trard nenhum prejuizo em sua relagdo com a equipe da pesquisa ou com a Instituic¢ao.

O objetivo deste estudo € saber se o seu sistema imune (que € a parte do seu corpo que
¢ responsavel por combater os microbios) ainda lembra que vocé teve a doenga (esta lembranga
do seu organismo ¢ chamada de memoria). Isto é importante para saber se as vacinas que estao
sendo desenvolvidas podem ser eficientes para induzir esta memdria (sem isto as vacinas podem
ndo ser protetoras contra a doenga).

Caso vocé aceite participar, a sua participacdo nesta pesquisa consistird em responder a
um questiondrio onde constam perguntas, tais como, sua idade, se teve ou ndo a doenga na
época, se visitou areas da Amazonia (onde existe a doenga). Além disto iremos coletar o seu
sangue. Vamos coletar cerca de 3 tubos de sangue (10 ml cada, isto €, cada tubo corresponde a
cerca de uma colher de sopa de sangue). Esta quantidade de sangue retirada ndo causa nenhum
problema a sua saude. A coleta de sangue vai ser realizada com tubos descartaveis e todo o
material também ¢ descartavel, incluindo agulhas e as luvas usadas pela nossa equipe de
pesquisa. A coleta de sangue pode gerar um certo desconforto no momento da picada da agulha
e existe a possibilidade de formagao de um “rouxidao” no local da pungdo. Entretanto, todas as
providéncias serdo tomadas para diminuir ao maximo estas possibilidades. Nossa equipe sabe
coletar bem o sangue e tem muita experiéncia nisto. Além do material ser descartdvel n6s vamos
limpar bem a sua pela com alcool (fazer assepsia), no local da picada, para evitar a
possibilidade de contaminagdo no momento da coleta. Caso a coleta de sangue deixe uma
rouxiddo no seu brago, este efeito € temporario e ndo vai ficar muito tempo no seu brago. Mas,
caso esta coleta de sangue leve a algum dano permanente em voc€, nds vamos indeniza-lo de
acordo com os temos legais vigentes no Brasil

Vocé ou sua comunidade ndo terdo nenhum beneficio direto e imediato relacionado a esta
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pesquisa. Mas, a sua contribuicdo neste estudo ¢ importante porque este estudo podera
contribuir para o desenvolvimento futuro de uma vacina contra a malaria. Vocé também
podera ter acesso aos resultados da nossa pesquisa. Para isto basta que entre em contato conosco
e nos podemos lhe explicar os resultados pessoalmente, por escrito ou por telefone.

O material que sobrar do seu sangue, nds estamos pedindo a sua autorizagdo para nao
jogar fora, mas guardar apropriadamente no nosso laboratdrio. Este material (resto do seu
sangue) serda mantido a baixas temperaturas para ser conservado e podera ser usado em
pesquisas futuras relacionadas a este projeto. Caso nds decidirmos fazer outro projeto de
pesquisa, nds voltaremos e iremos pedir novamente a sua autorizagdo para usar o sangue
estocado. Quando isto acontecer vocé€ poderd aceitar ou ndo que utilizaremos o seu sangue
guardado. Vocé serd sempre o dono da sua amostra guardada no nosso laboratorio e nos
seremos apenas os guardides e vamos cuidar para que esta amostra de sangue seja bem
preservada ao longo dos anos. A qualquer momento também vocé podera nos solicitar que nao
guarde mais o material proveniente do seu sangue. Neste caso, nos descartaremos
apropriadamente a sua amostra..

As suas informacdes obtidas mediante essa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos
o sigilo sobre sua identidade Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificagdo, sendo o seu sangue e os dados obtidos identificadas com um cédigo, conhecido
somente pelo responsavel por esta pesquisa.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta os telefones e o endereco institucional
do coordenador desta pesquisa (Dra. Luzia Helena Carvalho) e do Comité de Etica em Pesquisa
com seres humanos da nossa institui¢ao (Dr. Naftale Katz, Presidente), e vocé podera a qualquer
momento nos ligar para tirar suas davidas sobre sua participacdo, esta pesquisa ou a doenca.

Luzia Helena Carvalho

Coordenadora do Projeto

Centro de Pesquisas René Rachou — Fiocruz-MG

Av. Augusto de Lima, 1715, Barro Preto, CEP: 30190-002 Belo Horizonte
Fone (31) 3349-7793 / (31) 91974144

Comité de Etica, Presidente, Dr. Naftale Katz: (31) 3349-7825

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa e
concordo em participar.

Sousa, de de 20

Nome do voluntario da pesquisa

Assinatura do voluntario




ANEXO III - Lista de gene avaliados no PCRarray
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Simbolo Descriciao
APCS Amyloid P component, serum
C3 Complement component 3
CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
CCR4 Chemokine (C-C motif) receptor 4
CCR5 Chemokine (C-C motif) receptor 5
CCR6 Chemokine (C-C motif) receptor 6
CCRS Chemokine (C-C motif) receptor 8
CD14 CD14 molecule
CD4 CD4 molecule
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD40LG | CDA40 ligand
CD80 CD80 molecule
CD86 CD86 molecule
CDSA CD8a molecule
CRP C-reactive protein, pentraxin-related
CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
CXCL10 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
CXCR3 Chemokine (C-X-C motif) receptor 3
DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
FOXP3 Forkhead box P3
GATA3 GATA binding protein 3
HLA-A Major histocompatibility complex, class [, A
HLA-E Major histocompatibility complex, class I, E
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1
IFNA1 Interferon, alpha 1
IFNARI Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
IFNBI Interferon, beta 1, fibroblast
IFNG Interferon, gamma
IFNGRI1 Interferon gamma receptor 1
IL10 Interleukin 10
IL13 Interleukin 13
IL17A Interleukin 17A
IL18 Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor)
IL1A Interleukin 1, alpha
IL1B Interleukin 1, beta
IL1RI Interleukin 1 receptor, type |
1L2 Interleukin 2
IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19
IL4 Interleukin 4
IL5 Interleukin 5 (colony-stimulating factor, eosinophil)
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)
CXCLS Interleukin 8
IRAKI Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
IRF3 Interferon regulatory factor 3
IRF7 Interferon regulatory factor 7
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ITGAM Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit)

JAK2 Janus kinase 2

LY96 Lymphocyte antigen 96

LYZ Lysozyme

MAPKI Mitogen-activated protein kinase 1

MAPKS Mitogen-activated protein kinase 8

MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble

MPO Myeloperoxidase

MX1 Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse)
MYDS88 Myeloid differentiation primary response gene (88)

NFKBI1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
NFKBIA | Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
NLRP3 NLR family, pyrin domain containing 3

NODI Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1

NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2

RAGI Recombination activating gene 1

RORC RAR-related orphan receptor C

SLC11A1 | Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporters), member 1
STATI1 Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)
STAT4 Signal transducer and activator of transcription 4

STAT6 Signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced
TBX21 T-box 21

TICAMI1 | Toll-like receptor adaptor molecule 1

TLR1 Toll-like receptor 1

TLR2 Toll-like receptor 2

TLR3 Toll-like receptor 3

TLR4 Toll-like receptor 4

TLRS5 Toll-like receptor 5

TLR6 Toll-like receptor 6

TLR7 Toll-like receptor 7

TLR8 Toll-like receptor 8

TLR9 Toll-like receptor 9

TNF Tumor necrosis factor

TRAF6 TNF receptor-associated factor 6

TYK2 Tyrosine kinase 2

ACTB Actin, beta

B2M Beta-2-microglobulin

GAPDH | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HPRTI1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

RPLPO Ribosomal protein, large, PO

HGDC Human Genomic DNA Contamination

RTC Reverse Transcription Control

RTC Reverse Transcription Control

RTC Reverse Transcription Control

PPC Positive PCR Control

PPC Positive PCR Control

PPC

Positive PCR Control




