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RESUMO

A malaria € um problema da saude publica amplamente distribuida nas
regides tropicais e subtropicais do globo. No continente americano, o Plasmodium
vivax € responsavel por maior parte das infecgbes. No ano de 2011, 250.498 casos
de malaria foram observados no estado do Amazonas; 80% destes casos foram
causados por Plasmodium vivax.

O objetivo desse trabalho foi Investigar a geracado de diversidade do gene
MSP1 de Plasmodium vivax através da analise de mutag¢des pontuais na regiao do
bloco 2, eventos de precombinag¢ao genética.

Para identificar as mutagdes existentes nas infecgdes multiclonais e geragao
de diversidade em PvMSP1 realizou-se uma série de experimentos,
respectivamente, a extracdo de DNA gendmico do parasita, PCR (Reagdo da
Polimerase em Cadeia) utilizando primers especificos para o bloco 2, ligagado do
fragmento ao vetor de clonagem ( TOPO), transformacgao utilizando células de E.coli
competentes , selecdo de colbénias pertencentes a uma mesma amostra,
sequenciamento de DNA e anadlise das mutagdes n&o sindnimas e sinbnimas
quanto sua localizagao em regides de predicao de epitopos de células B e T (néo
sinbnimas).

O caélculo da distancia genética entre clones recombinantes de uma mesma
amostra pelo programa MEGA 4.0 confirmou a multiclonalidade das amostras. O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos mostrou a presencao de eventos de
recombinagcdo genética utilizando o programa DNASP. As sequéncias de DNA
obtidas demonstrou outro resultado interessante: varias mutagdes sinbnimas e nao
sinbnimas num trecho relativamente pequeno de DNA. A diversidade genética
mostrou mais muta¢des nao sinbnimas, sendo que maior parte delas estavam
localizadas em regides previstas como epitopos das células B e T pelo programa
BcPred e ProPred.

Assim, como esperado, a diversidade genética baseado nas mutagdes
sinbnimas e nao sinbnimas sustenta o fendmeno de escape sobre a imunidade do
hospedeiro. A caracterizacdo desses polimorfismos podera contribuir para estudos
imunoldgicos visando o desenvolvimento de uma vacina contra os estagios
eritrocitarios da malaria causada por P.vivax.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, mutacdes sinbnimas,muta¢des nao sinbnimas,
diversidade genética, gene MSP1.



ABSTRACT

The “malaria” fever is a public health problem, widely distributed in tropical and
subtropical regions of the planet. In North America, Plasmodium vivax is responsible
for the most part of the infections. In 2011, 250,498 cases of “malaria” fever were
studied; 80% of these cases were caused by Plasmodium vivax.

The purpose of this study was to investigate the diversity generation of the
gene MSP1 from Plasmodium vivax through the analisys of a specific mutation in the
region from the block 2 genetic precombination events.

In order to identify the existing mutations in multiclonal infections and
generation of diversity in PYMSP1 a series of experiments were done, respectively,
the extraction of genomic DNA of the parasite, PCR (polymerase chain reaction)
using specific primers for the block 2, ligation of the fragment to cloning vector (top),
processing using Escherichia coli competent cells, selection of colonies belonging to
the same sample, DNA sequencing and analysis of synonymous and non-
synonymous mutations as their location in the prediction of B and T cell epitopes (not
synonymous).

The calculation of genetic distance between recombinant clones of the same
sample by the MEGA 4.0 program confirmed the multiclonality of samples. The
alignment of amino acid sequences showed the presence of genetic recombination
events using DNASP program. DNA sequences obtained showed another interesting
result: several synonymous and non-synonymous mutations in a relatively small
stretch of DNA. Genetic diversity showed most mutations are not synonymous, and
that most of them were located in regions referred to as B and T cell epitopes by
BcPred and ProPred.

So, as expected, the genetic diversity based on synonymous mutations and
not synonymous possible sustains the phenomenon of escape on the immunity of the
host. The characterization of these polymorphisms may contribute to immunological
studies aiming at the development of a vaccine against malaria on stages caused by
p. vivax.

Keywords: Plasmodium vivax, sinonymous mutations, non-synonymous mutations,
genetic diversity, MSP1 gene.
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1. INTRODUCAO
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1.0. Malaria no Mundo

A malaria encontra-se amplamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais do globo. O Plasmodium vivax é mais amplamente distribuido no globo
que o Plasmodium falciparum. No entanto, o P.falciparum & o responsavel por maior
numeros de casos de morbidade e mortalidade. Atualmente, 106 paises vivem em
area endémica de malaria. Destes, 103 (9 da Africa e 29 da Asia (WHO, 20011).
Alguns fatores como o desenvolvimento de resisténcia a drogas, dificuldades de
controlar o mosquito vetor e o baixo crescimento econémico tem tornado alguns
paises tropicais incapazes de controlar a doenga (GOOD et al, 2005). O grau de
endemicidade da doenga tem sido tradicionalmente subdividido em cinco grupos:
hipoendémica, menor que 10%, mesoendémica de 10 a 49%, hiperendémica de 50-
74% e holoendémica maior ou igual a 75%, sendo que o grau de endemicidade de
malaria nas diversas regides do globo esta associado a prevaléncia do parasita
(SULLIVAN, 2010).

Em 2008 foram estimados 243 milhdes de casos de malaria e 86300 mortes
no mundo. O Plasmodium falciparum é responsavel por 91% dos casos de malaria
no mundo, a maior parte restrita ao continente Africano. Em contrapartida, o
Plasmodium vivax dentre as espécies causadoras da malaria humana, é a de maior
distribuicdo geografica, dessa forma, expondo um maior numero de pessoas ao risco
de infecgdo (GUERRA et al,2006), o que tem dificultado o controle da malaria vivax
(STTABONGCOT J et al, 2004; BAIRD JK, 2009). Estima-se que cerca de 2,85
bilhdes de pessoas no mundo todo estdo expostas ao risco de infecgédo por P. vivax
(Figura 1), sendo que a grande maioria (91%) estao localizadas na parte central e
sudeste da Asia, 5,5% localizadas na América e 3,3% na Africa ( GUERRA et al,
2010). O mapa da figura 1, usado para diferenciar as areas de risco (areas livres de
malaria das areas malarigenas), classifica as areas malarigenas em instaveis em
rosa (PvAPI<0,1 por 1.000 pessoas p.a.) e estaveis em vermelho( PvAPI>0,1 por
1.000 pessoas p.a) (HAY S.A. et al,2010).
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Figura 1 — Representagdo esquematica das areas de risco para malaria vivax, definidas por dados do PvAPI.

Fonte: GUERRA et al, 2010

Embora o P. falciparum seja o mais patogénico nas infec¢gdes malaricas, o P.
vivax vem assumindo importante causa de morbidade em regides com alto grau de
transmissao desse agente etioldgico, como podemos observar na figura 1 (PRICE et
al, 2007; GUERRA et al, 2010). Em paises do Sudeste da Asia esta presente em
mais de 50% dos casos, nas Américas exceto no Haiti e na Republica Dominicana

esta presente em 77% dos casos de malaria (WHO,2009).

1.1. Malaria no Brasil

Cerca de 99,5% dos casos de malaria no Brasil ocorrem na regido da bacia
Amazdnica, incluindo os estados do Acre, Amazonas, Roraima, Amapa, Mato
Grosso, Tocantins e regidao ocidental do Maranhao ( SARAIVA M.G.G. et al, 2009).

A ocupacao desordenada da Amazbnia se deu na década de 70, o que
contribuiu para o aumento da transmissdo da malaria. Nos ultimos anos, Manaus
apresenta grandes areas de conglomerados urbanos em regides periféricas,
resultante do fluxo migratorio de outros municipios em busca de oportunidades de
trabalho (SARAIVA, M. G. G. et al, 2009), dessa forma o risco de contrair a doenca
nao é uniforme, sendo medido por indice parasitario anual (IPA), que serve para

classificar as areas de transmissdo em alto risco- IPA maior que 49,9 casos de
16



malaria por mil habitantes; médio risco -IPA entre 10 e 49,9 casos de malaria por mil
habitantes, baixo risco -IPA de 0,1 a 9,9 casos/1000 habitantes e zero risco. Na
figura 2 é possivel observar a incidéncia parasitaria anual nos anos de 1999 e 2005.
Nesse periodo, observou-se uma reducdo em mais de 50% dos casos de malaria
que foi de 635.646 casos para 46.233 casos. Nesse mesmo periodo observou-se
uma importante alteragado na dinamica de transmissdo da malaria com concentragao
de casos em alguns municipios. O numero de municipios de alto risco passou de
160 para 67 municipios (MINISTERIO DA SAUDE, 20009).

" ks [ Jsem transmissio | | B
o ‘ég, 5 DBIIW rises o ..6 L [eatxa risco
N P [Cmedio rieco P P [Cmedio risco
= Wi risco % Waio rsco

Figura 2 — Mapa mostrando a incidéncia parasitaria anual no Brasil.

Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS ATUALIZADO EM 28/12/2009

As areas de alto risco tém como principais caracteristicas floresta tropical
umida, que favorece a transmissado principalmente em grupos de trabalhadores
expostos a altas densidades de Anopheles darlingi, dentro e fora de moradias
precarias que nao oferecem protegdo e populacdo de migrantes com baixa
imunidade. Areas de médio risco, encontra-se floresta menos densa, devido a
ocupagao humana mais antiga, contendo uma populagdo humana com maior
imunidade. Geralmente, corresponde a migragbes das areas rurais para areas
urbanas localizadas principalmente, na margem dos grandes rios. Areas de baixo
risco sao aquelas de malaria instavel onde a transmissao foi interrompida na década
de 70, porém conservam o potencial malarigeno, areas de transmissao eventual,
com predominio de vetores secundarios e com infra-estrutura social bem

desenvolvida. As areas sem risco sao aquelas com auséncia de fatores
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epidemioldgicos necessarios para a transmissdo da malaria (MINISTERIO DA
SAUDE, 1996).

Um levantamento epidemiolégico da malaria em Manaus no periodo de 1986
a 2005 mostrou que o incremento populacional progressivo da cidade de Manaus
nesse perido foi responsavel pelos desmatamentos, assentamentos humanos de
forma programada ou desordenada (invasdes) de areas antes cobertas por mata,
providas de mananciais, estabelecimento de praticas laborais, como piscicultura tem
sido fatores determinantes para a reintrodugcdo e a permanéncia da malaria,
principalmente em areas urbanas da cidade (SARAIVA, M.G.G.,et al 2009).

Cepas resistentes de Plasmodium tem se desenvolvido e se distribuido,
principalmente em areas endémicas de malaria, areas onde se faz o uso improprio
das drogas anti-malaricas ou utilizam estratégias inadequadas de combate e
controle. Dados recentes mostram que ha recidiva em 20 a 80% dos casos de
malaria vivax de acordo com o grau de incidéncia em determinada localidade
(PRICE et al, 2007). Estudos recentes tem evidenciado o aumento de casos graves
de malaria na regido da bacia Amazdnica em pacientes infectados com Plasmodium
vivax ( ALEXANDRE, M. A. A. et al, 2004).

1.2. Mecanismos de escape do parasita

Ainda nos dias de hoje a resposta imune ao parasita da malaria € complexa e
pouco entendida. Torna-se evidente que o mesmo venha mantendo-se ao longo dos
séculos por selegao natural positiva (PUTAPONTIRP et al, 2006) e que o hospedeiro
utiliza tanto a resposta imune celular quanto a produg¢ao de anticorpos para controlar
o crescimento do parasita em varios modelos de sistemas. No entanto para que o
hospedeiro adquira uma imunidade sem patologia, 0 mesmo tem que dispor de um
repertério de anticorpos efetivo contra multiplas linhagens. Caso contrario embora
saibamos que em humanos e modelos animais a resposta mediada por célula pode
controlar o crescimento do parasita, ela desencadeia uma resposta inflamatéria
antiparasitaria com liberagdo de citocinas inflamatérias que estdao implicadas na

patogénese da malaria cerebral, anemia, baixo peso, e prejuizo na respiragao.
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Tendo em vista que a diversidade antigénica € um fendmeno comum a todas
as espeécies de Plasmodium e que ela pode ser considerada um mecanismo
evolucionario importante do parasita da malaria. Segundo Ferreira e colaboradores
(2004) esse fenbmeno tem origem em dois fatores: um deles é o classico
mecanismo de recombinag¢do génica que gera polimorfismos alélicos, dificultando a
aquisicao de uma imunidade clinica (DAY, K. P.; MARSH, K. 1991, FERREIRA et al,
2004), uma das razdes pelas quais a imunidade clinica s6 se desenvolve depois de

repetidas infecgcbes com a mesma espécie de Plasmodium.

O segundo mecanismo € a variagao antigénica, que € a habilidade do parasita
em variar as proteinas de superficie durante o curso da infecgdo para evadir do
sistema imune, variando o fendtipo do parasita. Dessa forma uma unica linhagem
clonal de parasitas expressa sucessivamente formas alternativas do mesmo
antigeno, sem variar o genotipo, (OLIVEIRA et al, 2006; CARLTON et al, 2008).
Dentre os antigenos de superficie variantes (VSAs) expressos pelo parasita da
malaria, podemos citar: vir genes , que € uma superfamilia de genes localizadas na
regido subtelomérica dos cromossomos presentes em Plasmodium vivax. Acredita-
se que exista cerca de 350 genes vir por genoma hapléide. As proteinas VIR estédo
exclusivamente localizadas nas superficies dos eritrocitos infectados e estao
implicados na evasado da resposta imune (DEL PORTILLO H. A. et al, 2001).
PfEMP1 (Plasmodium falciparum menbrane Protein 1) € composto por cerca de
aproximadamente 60 copias de genes variantes em cada parasita, sendo que cada
um expressa uma das cépias ao mesmo tempo (figura 3). Essa variagdo antigénica
do PfEMP1 expressa em cada clone, torna o eritrocito infectado capaz de se ligar
a muitos receptores e tecidos no hospedeiro através de seus multiplos dominios
(figura 3), incluindo CD36, ICAM I, sulfato de condroitina A e acido hialurdnico,
ligando-se nas vénulas e a diferentes tecidos do hospedeiro resultando em
sequestracdo de formas no estado maduro do parasita que expressam PfEMP1,
dificultando a sua eliminagdo pelo bago, consequentemente fugindo da resposta
imune especifica. A aglutinagao a eritrécitos néo infectados (rosetas), e aglutinagao
de eritrécitos infectados através de plaquetas estdo também associados patogenia
da malaria ( MILLER,L.H. et al, 2002).
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Figura 3- Representagéo esquematica de antigenos variantes em P.falciparum (PfEMP1).

1.3. Infeccdes multiclonais em Plasmodium sp

As infecgbes malaricas que consistem de gendotipos mistos para uma mesma
especie podem ser extremamente comuns em seres humanos constituindo mais de
80% das infecgbes em areas de alta transmisséo (BELL A. S. et al, 2006). Estudos
mostram que uma maior variagdo na antigenicidade e no repertorio genético em
populacdes de P. falciparum em areas de alta transmissao é gerada por uma maior
frequéncia de eventos de recombinagao que ocorrem no mosquito (BABIKER H.A, et
al,1994). Multiplas linhagens de Plasmodium no individuo tém sido reportadas em
diferentes regides do globo, informagdes da natureza e extensa diversidade genética
das espécies de Plasmodium podem estar associadas a patologia da malaria, a
aquisicao de imunidade, ao surgimento de resisténcia a drogas e as condigbes de
transmissdo (MAKISSON & READ 2004). Com relagc&o a patologia, tendo em vista
que em infeccbes malaricas clones geneticamente distintos competem entre si
dentro do hospedeiro (BELL A. S. et al, 2006), observou-se que em roedores que a
relacdo entre presenca de infecgbes multiclonais e o aumento dos indices de
transmissao de um gendtipo individual do Plasmodium chaubaudi de malaria sendo
demonstrado em experimentos com linhagens clonais que a competicdo favorece as
cepas de maior viruléncia (TAYLOR et al,1997; DE ROODE et al, 2005). Aumento da

transmissibilidade em infecgbes multiclonais esta associado em alguns estudos ao
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aumento da producgdo de gametdcitos, levando ao aumento da transmissibilidade do
mosquito (TAYLOR et al, 1997; DE ROOD et al, 2005). Ja com relagao a resisténcia
medicamentosa, notou-se que ao remover os clones sensiveis em uma mistura
contendo clones resistentes e sensiveis a droga, a populagdo de clones resistentes

crescia numa propor¢ao maior do que se a competicdo nunca estivesse presente .

Finalmente, infecgdes multiclonais podem provocar recidivas comprovadas
por metodos moleculares de deteccdao do Plasmodium vivax em pacientes
continuamente expostos em area de alta transmissao de malaria (WARGO et al,
2007).

1.4. Proteinas polimorficas sdo alvos para vacina contra malaria

Os alvos especificos de imunidade protetora a malaria ainda sdo desconhecidos,
mas existem evidéncias de cerca de 20 antigenos candidatos. A maioria deles sao
proteinas de superficie polimérficas, visto que estruturalmente, diferentes antigenos
sao expressos durante cada parte do ciclo de vida do parasita, levando a uma
imunidade adquirida estagio-especifica ( BERZINS et al, 1999). Tendo em vista que
a imunidade na malaria é também cepa-especifica (CONWAY et al,2000), proteinas
polimérficas expressas pelo parasita tem sido alvo de estudo para o
desenvolvimento de uma vacina para malaria. Embora a dificuldade de se
desenvolver uma vacina universal contra malaria, pesquisadores demonstram em
estudos de diversidade genética a existéncia de diferentes hapldtipos
correspondentes a essas proteinas presentes no parasita variando de acordo com a
regidao em estudo, levando em conta fatores como: grau de transmissdo da doencga,
alta ou baixa endemicidade, presenca de infeccdes multiclonais. Tendo em vista que
em regides endémicas, a imunidade protetora é induzida por infecgbes naturais
contra com parasitas contendo geralmente mais de uma cepa, levando alguns anos
para que o individuo adquirir uma imunidade clinica (WIJAYALATH et al, 2008).
Diante disso, uma solu¢do para minimizar o problema da indug¢ao vacinal por uma
unica cepa seria o desenvolvimento de uma vacina com a combinagcdo de mais de
um alelo do mesmo antigeno ( BARCLEY,V. C. et al, 2008). No entanto, acredita-se
que a inclusdo de mais de uma forma alélica de um antigeno nao seria suficiente

para superar a existéncia dos polimorfismos que decorrem em grande parte do
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fenbmeno de recombinagcdo génica que ocorre no vetor (SAUL A., 2007). Em
contrapartida, estudos apontam que embora a imunidade em indug¢des vacinais
utilizando um unico alelo seja eficaz, composi¢des bi-alélicas apresentam menor
impacto na selegao clonal pelo hospedeiro, por apresentarem menores alteragdes

nas composigdes clonais do mesmo ( BARCLEY C. V. et al, 2008).

Muitas proteinas tem sido estudadas como alvos para vacinas contra malaria e
a técnica de PCR atualmente € utilizada para examinar alelos dos genes da proteina
de superficie do merozoito MSP1 e MSP2 (VIRIYAKOSOL,S. et al,1996), Apical
merozoite antigen 1, AMA-1 ( BARCLEY C. V. et al, 2008), proteina circunsporozoita
( ZAKERI,S. et al, 2006), proteina rica em Glutamato (GLURP)(VIRIYAKOSOL,S et
al,1996).

1.5. O antigeno MSP1

Dentre outros antigenos da forma assexuada sanguinea do parasita, a MSP-1
tem recebido mais atengao por ser considerada a primeira molécula lider candidata
a vacina contra o estagio assexuado sanguineo do parasita, tendo sido comprovado
o papel do gene PVMSP-1( Plasmodium vivax merozoite surface protein 1) na
resposta adquirida a malaria (NOGUEIRA et al, 2005) e em indugbes vacinais
(YANG et al, 1999; HERRERA et al, 2007). Considerada a maior proteina de
superficie do estagio eritrocitico do Plasmodium e sabe-se que desempenha um
papel na invasao do eritrocito (HOLDER et al, 1992). O gene PvMSP1 expressa uma
proteina de 190 a 200kDa (DEL PORTILLO, 1998). Estudos indicam que essa
proteina € processada em duas etapas de clivagem proteolitica durante a maturagao
do merozoito, como mostra a figura 4. Primeiramente, € clivada em quatro
fragmentos de cerca de 83kDa, 30kDa,38kDa e 42kDa. Uma segunda etapa cliva o
fragmento C-terminal de 42kDa em um polipeptidio de 33kDa que é posto na
circulagdo e uma por¢cdao de 19kDa (MSP1-19) que permanece aderido ao
merozoito apds a sua invasdo (FREEMAN R.R.; ROLDER, A.A., 1983).
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Figura 4 — Representagéo esquematica do processamento da MSP1 (Proteina de Superficie do Merozoito).

A comparacao das sequéncia de proteinas de parasitas da malaria humana P.
vivax e P. falciparum e da malaria em roedores P. yoelli revelou a presenga de 10
blocos conservados entre as espécies (ICBs) e oito regides polimorficas entre eles,
como podemos observar na figura 5 (DELL PORTILLO H.A., 1991).

ICB1 ICB2 CB3 ICB4 ICBS 1CBO CB7 ICBS CBY ICB10

Figura 5- Representacdo esquematica do gene msp-1 de Plasmodium vivax com retangulos representando blocos
conservados entre as espécies (ICBs) e blocos conservados (CBs).

Os genes PvMSP1 e PIMSP1 sao basicamente similares. A organizacdo desses
genes é subdividida em blocos baseados no nivel de diversidade genética. Séao
composto por uma porcao de blocos interalélicos variaveis intercalados com blocos
conservados (PUTAPONTIRP et al, 2002). A estrutura primaria do PvMSP1 ,
originalmente caracterizada em duas linhagens de P.vivax (Belém e Salvador-1) que
foram adaptadas ao macaco, exibe regides conservadas, semi-conservadas e
polimérficas (DEL PORTILLO et al,1991; GIBSON et al,1992).

O gene PvMSP1 & composto por seis dominios polimérficos (quatro deles
repetitivos), separados por regides conservadas como mostra a figura 6. Os blocos
variaveis mostram variacdo nas sequéncias repetitivas e nas nao repetitivas e
numerosos locais de recombinagdo sao distribuidos ao longo do gene PvMSP1,
tanto na sequéncias dos blocos conservados como dos variaveis sem uma
distribuicdo uniforme (PUTAPORNTIP, 2002).
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Figura 6 — Representagéo esquematica do gene Pvmsp1. As regibes conservadas estdo em branco, as regides listradas e
pretas sdo polimoérficas, sendo repetitivas e dimorfismo, respectivamente.

Analises de regides especificas de genes derivados de parasitas isolados do Sri
Lanka (PREMANZA et al, 1993), Coldbmbia (MANCILA et al,1994) e Tailandia
(PUTAPONTIRP et al, 1995), sugerem recombinagdo interalélica entre as
sequéncias tipificadas Belém e Salvador-1, suportando a nocdo de que o0s
polimorfismos em msp1 de P. vivax ndo é dimorfico na natureza. Estudos iniciais de
imunizagdo com MSP1 purificada de estagios sanguineos mostrou que macacos e
roedores poderiam ser vacinados com sucesso contra P. Yoelli ou P. falciparum
respectivamente (HOLDER, A. A., RILEY,E. M. 1996). O potencial dessa molécula
para vacina motivou estudos baseados na geragcdo de proteinas recombinantes

contendo porgbes da MSP1.

Estudos de imunidade adquirida contra MSp1 de P.vivax foram iniciados apos o
achado de que humanos vivendo em areas endémicas também desenvolviam

anticorpos contra diferentes regides da proteina (DEL PORTILLO et al, 1991).

Analises soroldgicas contra proteinas recombinantes correspondentes as regides
polimorficas e conservadas demonstraram que a regidao N-terminal apesar de ser
imunogénica, esta associada com episodios de malaria recente. Diferentemente a
regiao N-terminal do gene PvMSP1 esta associada a protegao clinica e risco
reduzido de infecgdo, cujos anticorpos contra essa regido sao adquiridos
naturalmente (NOGUEIRA et al, 2006).

1.6. Polimorfismos e geracao de novos alelos em msp1.

Tanto em P. falciparum quanto em P. vivax observa-se dimorfismo alélico no
gene que codifica a Proteina de superficie do merozoito (MSP1), uma potencial
candidata a vacina contra malaria. No entanto, a alta quantidade de polimorfismos
existente nos antigenos de superficie do parasita, especialmente em P. vivax (CUIl et

al, 2003), além de ser um obstaculo ao desenvolvimento de uma vacina para
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malaria, reflete em efeitos combinados na histéria da populacdo de parasitas e na
selecdo obrigatdria imposta pelo sistema imune do parasita (ESCALANTE et al,
2004). Os polimorfismos existentes no gene que codifica a MSP1 sdo gerados por
diferentes mecanismos (TANABE et al, 1987): pontos de mutagdo resultando em
polimorfismos em nucleotideos (SNPs), os quais parecem permanecer estaveis ao
longo do tempo (TANABE et al, 2004) e acredita-se que tenha origem remota
(POLLEY et al, 2005); insergédo ou delegcédo de repetigdes causa polimorfismos nas
repeticbes, que sdo muito comum (FERREIRA et al, 2003) e cuja extensdo e o
tamanho das repeticbes sado usados para genotipar o parasita (SNOUNOW et
al,1999); e recombinacdo meidtica envolvendo a troca de fragmentos de genes
entre alelos produzindo novos alelos na progénie. Dentre todos esses mecanismos
a recombinagao genética € o maior na geragado de diversidade nos alelos no gene
que codifica a MSP1 (TANABE et al, 2007). Possiveis locais de recombinagao tém

sido mapeados para regioes especificas em msp1 (TANABE et al, 1987).

Analise de varios alelos do gene que codifica a MSP1 tem mostrado que as
variagbes no gene nao sdo dimoérficas. Tem sido proposto e subsequentemente
confirmado que os polimorfismos estruturais na MSP1 sdo resultado de
recombinacao intragénica entre diferentes alelos no estagio sexuado que ocorre no
mosquito vetor (TANABE et al, 1987).

Embora muitos estudos tenham sido feitos, utilizando moléculas de proteinas
existentes no parasita com o objetivo de imunizagao contra o P. vivax, a imunidade
adquirida ao P.vivax em infecgdes naturais tem sido verificadas em estudos
realizados em regides endémica de malaria. Utilizando proteinas recombinantes
para partes especificas da MSP1, verificou-se que em pacientes assintomaticos os
niveis de anticorpos estavam altos para a regiao N-terminal da MSP1, associando
esta resposta com protegdo a infecgdo. No entanto diferentes niveis de anticorpos
foram observados para reconhecimento dessa porcdo da MSP1 nas amostras. Isso
deve estar associado a aquisicdo de anticorpos contra o repertério de antigenos
polimérficos apresentados em individuos continuamente expostos e a aquisicdo de
imunidade verificada apos repetidas infeccdes com a mesma espécie de parasita
(NOGUEIRA et al, 2006; BASTOS et al, 2007). Além disso estudos demonstram
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que a MSP1 tem papel na invasdo do merozoito e € acessivel a anticorpos e
sistema complemento (HOLDER et al, 2009).

O gene PvMSP1 é constituido por sete blocos conservados intercalados com
seis blocos polimérficos ( quatro deles repetitivos). Os blocos variaveis mostram
variagbes nas sequéncias, como numeros de substituicbes, insergdes, delecdes e
numeros de repeticbes, pontos de recombinagdo, sendo comum encontrarem
substituigdes dimorficas nos blocos conservados( PUTAPONTIRP et al, 2002, 2006).

A diversidade genética do bloco 2 do gene MSP1 de P.vivax é gerada e
mantida na regido Amazodnica ao longo do tempo. Dessa forma, analise dos
possiveis pontos de recombinagdo, substituicdes, dele¢des, insergoes,
polimorfismos e predicdo de epitopos de células B e T serdo examinados neste

estudo.

26



2. OBJETIVO0
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2.1. Objetivo Geral

Investigar a geragdo de diversidade do gene MSP1 através da analise de mutacdes
pontuais na regido do bloco 2.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Analisar as sequéncias obtidas e comparar as similaridades com sequéncias
encontradas no banco de dados do NCBI ;

e Determinar a distancia genética das sequéncias em cada caso isolado;

e Estimar o numero de haplétipos como indicativo de policlonalidade da
infeccdo pelo P. vivax.
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3. METODOLOGIA
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3.1. Amostragem

Foram utilizadas sete amostras previamente identificadas como malaria
causada por P.vivax, pelo método da gota expressa. Os pacientes selecionados
foram aqueles que apresentaram entre duas e trés cruzes de malaria causada por P.
vivax diagnosticadas na Fundagdo de Medicina Tropical do Estado do Amazonas.
Cada amostra selecionada resultou em dez colénias de DNA recombinante a fim de
que o objetivo do estudo pudesse ser alcangado. A pesquisa desenvolvida foi
aprovada em comité de Etica em Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°
3640.0.000115-07(Anexo 1).

As amostras foram coletadas apos assinatura de termo de consentimento livre
e esclarecido. Essa coleta de sangue foi por via intravenosa em tubos contendo
EDTA. Apds a retirada de sangue infectado, o mesmo foi centrifugado a 8000
rom/10min, formando trés fases no centrifugado. Do qual foi retido a primeira e
segunda fase, a qual € composta de plasma e creme leucocitario (figura 7). O
creme leucocitario € constituido de leucécitos e plaquetas. A terceira fase é
composta de sedimentos com hemacias, a qual foi aliquotada em volumes de 500pL.

Essas amostras foram armazenadas em -80° C para as subsequentes analises.

Plasma

Creme
leucocitario

hemacias -

Figura 7 — Representagéo de uma aliquota de sangue ap6s a centrifugagéo, com a formagéo de trés camadas. O plasma em
cima, os leucécitos no meio e as hemacias no fundo do tubo.
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3.2. Extracédo de DNA gendmico

A partir do sedimento de hemacias infectadas com Plasmodium vivax,
obtidas apds centrifugacédo do sangue total contendo EDTA, o DNA genbémico do
parasita foi extraido por “kit” comercial (Charge switch gDNA 50-100uL Blood kit
(Invitrogen)). O método utilizado pelo fabricante do “kit” consiste em separar o DNA
da amostra por pequenas esferas magnéticas que em baixas condi¢cdes de pH se
tornam positivas, se ligando ao DNA que tem carga negativa. Apds a extragao o
DNA de dentro das hemacias, o mesmo foi visualizado em gel de agarose 0,8%

contendo brometo de etideo, visualizado em luz ultravioteta.

3.3. PCR do bloco 2 do gene PvMSP1

Apos a extragdo de DNA gendmico, foi realizada a amplificacdo de
fragmentos de cerca de 500pb pela técnica de Reagédo de Polimerase em Cadeia
(PCR), com a utilizagdo de iniciadores que reconhecem o bloco 2 , 6 e 10 do gene
PvMSP1. Para o bloco 2: PvF1 (5° CTCTGACAAAGAGCTGGAC 3),PvR9 (5
TACTACTTGATGGTCCTCAAAAG 3’), na concentragao de 10pM. As concentragdes
padronizadas para os reagentes utilizados na reagao sao: 2,5uM de Tampéao 10x,
2,5uM de DNTP, 3uM de primer forward, 3uM de primer reverso, 1uM de MgCl, ,
2,5uM de DNA e 0,5uM Taq DNA polimerase. A PCR foi realizada nas seguintes
condicdes: 95°C 5 minutos 1x, 94° 1 minuto, 63°C 1 minuto, 72°C 1minuto 36x, 72°C
1minuto 1x. Apo6s a PCR o produto foi misturado a um tampao de corrida (load
buffer) e posteriormente aplicado em gel de agarose 1% e visualizado em
transluminador apoés ter sido corado com brometo de etidio.

3.4. Ligacao ao vetor de clonagem

Os fragmentos purificados foram ligados ao vetor de clonagem TOPO
(INVITROGEN) em uma reagdo que seguiu o método proposto pelo fabricante do
vetor e utilizou os reagentes contidos em seu kit. O sistema de ligacdo do DNA ao

vetor de clonagem constituiu-se de: 4uL do produto de PCR, 1pL de solugdo Salt,
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0,5uL de agua, 0,5uL de vetor. A ligagdo ocorreu numa temperatura de 16°C,
overnight.

3.5. Preparacao de célula competente

A preparagdo da célula competente seguiu o proposto por INOQUE et al,
(1990). Foram utilizados 5uL da ligagao para transformacgédo por choque térmico,
100uL de células de E-coli, linhagem TOP 10. Os fragmentos de DNA clonados em
vetor TOPO (Invitrogen) e posteriormente foram inseridos em célula E.coli, linhagem
TOP 10 F’.

3.6. Transformacéo

Os 105 pL obtidas no tépico 3.5 foram colocados a 42°C por noventa
segundos, em seguida colocou-se no gelo por dois minutos. Adicionou-se ao
sistema 400uL de solu¢do S.O0.C ou LB+ e deixamos estufa a 37°C sob agitagéo
por quarenta e cinco minutos . Posteriormente, foi realizado a semeadura, utilizando
um volume de 10uL do produto de cada transformacdo em placas contendo o meio
de cultura LB- Agar com antibiético. Para avaliar a eletro competéncia da célula foi
utilizado um controle positivo que consistia de um plasmideo conhecido e para

excluir qualquer hipétese de contaminagéo foi utilizado um controle negativo.

3.7. Selecao

De acordo com o protocolo do kit TOPO de clonagem, as colénias obtidas
possuem o inserto em estudo, devido a existéncia de um gene letal que € expresso
pelo vetor quando ele ndo recebe o inserto, induzindo a apoptose da célula. As
colbénias crescidas serdao submetidas a uma extracdo plasmidial utilizando o kit de
extragdo plasmidial mini-prep (Qiagen), sendo seu protocolo fornecido pelo

fabricante. Os plasmidios obtidos foram em seguida sequenciados.
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3.8. Extracao de DNA Plasmidial

Apods clonagem e transformacgéo do inserto referente ao bloco 2 do PvMSP1
em célula de E. coli , foi realizada a extracdo plasmidial de dez colbnias crescidas
pertencentes a cada amostra. A extragado do plasmidio das colénias contendo DNA
recombinante foi realizada com kit comercial (mini prep Qiagen),conforme

instru¢des do fabricante.

No entanto antes que o plasmidio fosse extraido, as colénias foram postas
para crescer em 3mL de meio LB com tetraciclina e ampicilina por 16 a 18 horas,

sob agitagao a 37°C.

3.9. Sequenciamento do fragmento

O sequenciamento do fragmento com o vetor TOPO foi realizada na
plataforma de sequenciamento FIOCRUZ (Bahia). Apos o sequenciamento as
sequéncias obtidas foram analisadas pelas ferramentas PHRED e CAP3 para a
correcao dos possiveis erros de leitura do sequenciamento, disponivel no site:

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/cqgi-bin/phph/phph.pl. Dessa forma,

disponibilizando a quantidade de leituras do sequenciamento com base em calculo
dos graficos dos eletroferogramas.

3.10. Busca por similaridade

Em seguida, para a investigacao de mais de um haplétipo na mesma amostra
fez-se um alinhamento entre as sequéncia obtidas utilizando os programas EditSeq
e MegAlign do pacote Lasergene versdo 4.05 (DNA Star). No entanto, para as
demais analises como busca de potenciais pontos de mutagcdes e comparagdes com
as sequéncias de PvMSP1 depositadas no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology information), utilizou-se as ferramentas BLAST ( Basic
Local Aligniment Search Tool), sendo o BLASTn utilizado para a comparagédo das
sequéncias nucleotidicas e BLASTx, para comparacdo das sequéncias protéicas

(ambas disponiveis no site: www.ncbi.nlm.nih.gov). Essas ferramentas foram
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também utilizadas para fazer um banco de dados local. As amostras sequenciadas
contendo a regiao do loco 2 do genePvMSP1, juntamente com as sequéncias
nucleotidicas encontradas no banco de dados mundial (NCBI), passaram por uma
segunda etapa: alinhamento multiplo de sequencias, utilizando a ferramenta clustaw
w, que disponibiliza as sequéncias para um alinhamento linear exato, possibilitando
a visualizagdo dos possiveis pontos de mutagbes e visualizar as similaridades

encontradas com as sequéncias comparadas.

3.11. Analise de haplétipos e infecgdes multiclonais

A distancia genética entre as sequéncias provenientes da mesma amostra foi
estimada através do modelo de distdncia de Tamura e Nei (1993), disponivel no
programa Mega 4.0 (TAMURA et al, 2007).

3.12. Predicao de epitopos de célulasBe T

A predicdo de epitopos de célula B foi realizada utilizando o programa
BepiPred 1.0 Server ( LARSEN, JEP; NILSEN, O.L., 2006). Epitopos putativos de
célula B foram gerados com especificidade de 75%. Os epitopos das células T
abrangendo fragmentos do bloco 2 foram preditos usando o programa ProPred MHC
class Il binding pepitide prediction Server ( SINGH, H.; RAGHAVA, G.P., 2001), para
quatro alelos de MHC classe Il: HLA DRB1*0101, DRB1* 0401, DRB1 0701 e
DRB1*1101.

34



4. RESULTADOS
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4.1. Extracdo de DNA gendmico

O DNA foi extraido dos eritrécitos de dois pacientes infectados com
Plasmodium vivax utilizando kit comercial Charge switch gDNA Blood kit (Invitrogen).
Na figura abaixo podemos visualizar o padrdo de bandas resultante da extragdo de
DNA de amostras de pacientes com malaria causada por Plasmodium vivax

provenientes da Fundagao de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM).

1,500bp |—»
800bp 1>
500bp [
300bp 1
100bp —>

Figura 8- Resultado da extragdo de DNA com kit comercial Charge switch gDNA Blood kit ( Invitrogem). O Ladder comercial

Promega de 100PB foi utilizado como Padrao de Peso Molecular visualizado na primeira canaleta do gel de agarose 0,8% .

4.2. Resultado da PCR para o gene PvMSP1

Apods a extragdo de DNA das amostras com a utilizagdo de kit Charge switch
gDNA Blood kit (Invitrogen), foram obtidos a amplificagado com primers PvF1 e PvR9

em 7 amostras positivas para o bloco 2, como podemos observar na figura 9.
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1kB

100pB
750pB

500pB

Figura 9 — Resultado da PCR para o bloco 2 com fragmentos de cerca de 500PB. ). O Ladder comercial de 1kB Ludwig foi
utilizado como Padrédo de Peso Molecular visualizado na primeira canaleta do gel de agarose 1,5%.

4.3. Extracdo de DNA plasmidial

O produto foi clonado vetor Topo (invitrogen) e apds a ligagao, os plasmidios
foram introduzidos em linhagem TOP 10 F’ de Escherichia coli por transformacéo.
Colbnias foram selecionadas e apés PCR confirmatorio, os plasmidios foram
extraidas em kit minipreparacado da (Qiagen) de 7 amostras, resultando em um total
de 70 colbnias (10 colénias de cada amostra). A figura 10 mostra o perfil

eletroforético de alguns plasmidios recombinantes de duas amostras.

10000 pB

3000pB
2000pB
750pB

500pB

250pB

Figura 10- Resultado da extragéo plasmidial (Mini prep) referente as amostras 10 e 15. O Ladder comercial utilizado como

Padrao de Peso Molecular foi 1kb DNA ladder Ludwig Biotec vizualizado na primeira canaleta do gel de agarose 0,8%.
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4.4. Purificacdo de Plasmideo

O produto da extracao plasmidial foi purificado com kit comercial MiniPrep

(Qiagen). Abaixo podemos visualizar o resultado da purificagao plasmidial.

1kB

2000pB

1000pB

750pB

500pB

Figura 11- Resultado da purificagdo de DNA plasmidial utilizando kit comercial MiniPrep( Kiagem). O Ladder utilizado como

Marcador de Peso Molecular foi o de 1KB.

4.5. Sequenciamento do fragmento

A Figura 11A mostra a sequéncia de letras na cor azul, que segundo o
programa indica maior qualidade e portanto confiavel. Em 11B, esta apresentada
uma parte do perfil eletropherograma, com os picos bem definidos. Segundo os

autores do programa, estas sequéncias sao de altissima qualidade.

A B

> CO4_2-RS 20100923 Manaus.abl ( View CO4 2-RS 2010

C04 2-R9 20100929 Manaus.ab] Eletropherogram

CACGGCTTGGAAGATGATTTT

GCACGTGCTTGAGAAGOTGATATATTGCCAGTTOAACCCETOGCCAGTTGAACCCOTGCCACTCOAACCAARBGCCAGATOAACC
140 150 160 170 180 190 200 21 2
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= :
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Figura 12 — Figura esquematica mostrando um eletroferograma de amostra seqlienciada e o padrao de qualidade da mesma.
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gb|GaB0943.1] Plasmodium vivax isolate CTRCB merozoite surface protein-1 (msp-1)
ene, partial cds
Length 5160

Score = 774 bits (419) EXpPECT =
Identities = 41974 (100%) Gaps = 0 dlg (o%)
strand=Flus/Plus
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4.6. Alinhamento e busca por similaridade com sequéncias do bloco 2

disponiveis no banco de dados do NCBI

ApOs obtidas, as sequéncias foram submetidas ao programa Blast (Basis
Local Alignment Search Tool) no endereco http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. A sequéncia

da amostra 10 apresentou similaridade de 100% e valor esperado (e-value=zero)
GQ 890943 correspondente a ao gene MSP1 do isolado CTRC 8 de P. vivax (Figura

12-A). E quando se alinhou uma sequéncia da amostra 10 com sequéncias do bloco

2 disponibilizadas no banco de dados do NCBI, foram selecionadas através do
programa blast (n) cepas com e-value iglal a zero provenientes de diferentes areas
geograficas, como podemos observar na tabela 1.

A sequéncia da amostra 15 também apresentou uma similaridade 100% com a
sequéncia cujo codigo € AF435629 de MSP-1 de origem Plasmodium vivax isolado
BP63 (Figura 12-B) e valor esperado (e-value) igual a zero, confirmando a

identidade de ambas as sequéncias com a regido do Bloco 2 de P. vivax.
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61 GGAAAC A AATATAAACAAGT TAATTAGTGATGAGAA TAAAAGGGGAGGL: 120
1 -|IIII IIIII IIII PELLLRRRRELREnInt IIII| [ERNL IIIII
576 GOAAACAA ATAAAC AAGTTAATTAGTGATGAGAATECTAAAAGGOGAGGCCA 635
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CLRE R R e e eeiiniinnl

636 ﬂT(I:A{(M(-&CﬂA(IMTmAA MG{MA((I&AIGGT(—\1(M(TMMQGC 695
A T e 20
696 CGGAAACATCTTC TGGAAGTTCTGT TTCATCTGTCTCTGGTTCATCTGGECTTGG 755
241 ((AAGYGG(MGGG TTCAACT GGCA(GGGYT(AACY&KAAY.\\YAI(A{(TI(YCAAC..C 300
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301 ACGTGCTGATTCACCTTCAACAGGTACAGACTACAACGCGAAGAAAATCATCTTCCAAGE 360
LRELEELE R R i e i e e i i i inertnigl
816 ACGTGCTGATTCACCTTCAACAGGTACAGAC TACAACGCGAAGAAMATCATCTTCCAAGE 875

361 C’GTGTMAACMCATAT‘I’TTAC CGMCCAGCTGC#GGAAGCTCAAMGTTAATCGCAG 419

o ALREELRRERR ittt ||III IIIII I|II (ARENRNNRERY|
876 COTGTACAACACCATATTTTACACGAAC CAAMAGTTAATCGCAG 934

Figura 13 .Resultado da pesquisa de similaridade no programa Blast (Genbank). As sequencias da amostra 10 (A) e 15 (B) que

foram submetidas a pesquisa de similaridade no programa BLAST do site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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4.7. Mutacbes, delegao e eventos de recombinacio génica

Para facilitar a observacdo de eventos de recombinagdo foram comparadas
as sequéncias de aminoacidos dos isolados (figura 1A). Duas trocas marcantes
foram observadas ao longo da regido de repeticdo, sendo a primeira: IKDDIG —
LEAFITKNKETTISNINKLSDENAKRGQSTNT de isolados de 80 e 2. Outro evento de
recombinacdo foi observada a jusante da regido de repeticdo na sequéncia de
aminoacidos: SSTNANYEAKKIIYQAIY-GIFTNQLEEA entre isolados 80 e 59. Ambas
as regides polimoérficas do bloco 2, foram confirmados como locais de recombinagéo

por analise das sequéncias de DNA SP-5.

DKELDlﬂLKKVVLGVRKPLGNILDDIG!LEAFITKNKETISNINKLISDENAP\.RGGQSTNT

..................................................................................................................

+ +
I === —= = = LLLGYRKPPG IKD FITKNRKETISNINKLISDENAKRG|G[QS TN T| isolate 2

1 DKELDMLEKKVVLGYRKPLDNUIEK K AFTTKNKET N INE NaAKRGIS[QS TNT| isolate B0
1 - - - - — === IKD FITKNRKITIKNIED KKREG PT isolate 59

____________________________________________________________________________ e T i i
70 &0 90 100 110 120
------------------ o o
42 TNGTGAQTDGHQP TTASSETSSGS5VSS5VSG5SG6LGESS56TGSTGTGSTGNISPSQARADS isolate 2
51 TNGTGAQINNAAQGS TGNTETGTQSSASSNTLS --6G6-AGTTVVGTSSPAPAAP - - - = - - - isolate 80
31 TTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGESSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADA fsolate 59

isolate 2
isolate BO
| 1solate 59

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
TAATAGAACCGAA|GC GCAAA[CCAATAGTCATCAACCTACRAL GGG6TTCAACTGGCACGGEGTTCAACTGGCAATATAT f30late 2 ¢
TAATEGAACCGGAIGCGCAAMACARTECTGCTCAAGETTCAAC e CGAACATETTYTCCAGEAYETGETGETCEATEC TTC {solate 80

GCGGCAGCCAGTTCGGAAA - - - - - - CTACTCAAATTTC--TG GGACAATCTCYTCCAGCAACTGCTGATGCATCTTC isolate 59

Figura 14- Sequencias homologas entre diferentes isolados com possiveis pontos de recombinagdo. Em (A) podemos
observar mudangas no alinhamento de sequéncias homodlogas dos isolados (2, 80 e 59). O retangulo azul mostra mudancas
entre os isolados 2 e 80 . O retangulo vermelho mudangas entre os isolados 59 e 80. Em (B) pode-se notar dois locias de

recombinacéo (quadrados azul e vermelho) utilizando o programa DNASP.

Substituicdo de nucleotideos foi o evento mais frequente, com um alto niumero
de substituicbes dimoérficas. Para cada isolado, doze colénias foram seqlienciadas.
Nos isolados 10 e 15 foram verificadas substituicdes nucleotidicas na regidao do
bloco 2 (figura 12A,B). A referéncia usada para comparar as sequéncias das
colbénias do isolado 10 foi AF435637. Inser¢cdes pontuais e delegdes também foram
observados, porém em menor quantidade (figura 13). Das quatro mutacdes que
ocorreram com delecao de nucleotideos, as posi¢cdes dos nucleotideos 912 e 916

estavam dentro do bloco 2 e as posi¢cdes 939 e 940 estavam na interespécie
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observadas no bloco 2 (ICB-2). Um maior numero de mutagdes pontuais foram
observados em doze col6nias de isolados 10 e 15 (figura 13). Dessas mutagdes a
maioria era de substituicdo de nucleotideo dimorfica. Além disso observou-se uma

supressdo de nucleotideos. A grande maioria de substituigdes pontuais foram

encontradas no bloco 2.
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Figura 15 — Diversidade nucleotidica por mutagées sinébnimas e nado sindnimas gerando polimorfismo na regido do
bloco 2. As seqliéncias que codificam os blocos conservados entre as espécies (ICB 1 e 2) foram examinadas. A area do
retangulo é a regido do 2 altamente polimérfica e rica em repeti¢cdes. Analise das seqliéncias revelou substituicbes de

nucleotideos na regiao do bloco 2 para as amostras 10 e 15.
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4.8. Calculo da distancia genética e confirmagdo de infecgbes

multiclonais.

Na Tabela 1 podemos observar com base na distancia genética entre as
sequéncias das diferentes colbnias bacterianas carregando fragmento do Bloco 2
clonado no vetor Topo. Dentre as dez colbnias bacterianas provenientes da amostra
10 foi possivel distinguir 5 haplotipos diferentes. O célculo da distancia genética
entre essas colbnias mostrou que, dentro desta amostra 10 foi detectada um unico
alelo do Bloco 2 pertencente a GQ 890943 correspondente a ao gene MSP1 do
isolado CTRC-8 de P. vivax da Tailandia (Jongwutiwes,S. and Putaporntip, C.

2010), disponivel no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery e que sofreu

mutagdes pontuais que resultaram na formacao de 5 haplétipos deste alelo.

Tabela1- Distancia genética entre nove col6nias de clones recombinantes PvMSP1 provenientes da amostra 10.

1 2 3 4 5 8 10 11 13
1

2 0,005

3 0,007 0.012

4 0,002 0,007 0,010

5 0,000 0.005 0,007 0,002

8 0,000 0.005 0,007 0,002 0,000

10 0,005 0,010 0,012 0,002 0,005 0,005

11 0.002 0,007 0,010 0,000 0,002 0,002 0,002

13 0,005 0,010 0,012 0,002 0,005 0,005 0,000 0,002

Distribuicao haplotipica: Numero de haplotipos = 5; Taxa de diversidade haplotipica (Hd): 0,8611
Haplotipo_1: 3 [1 5-8]; Haplotipo_2: 1 [2]; Haplotipo_3: 1 [3]; Haplotipo_4:2 [4 11] e Haplotipo_5: 2 [10 13]

A Tabela 2 mostra também a distancia genética das colénias bacterianas
carregando o produto de PCR do bloco 2 do isolado 15. As sequéncias foram
correspondentes pertencente a uma sequéncia completa do gene MSP1 numero
AF435623 de origem do Brasil Plasmodium vivax isolate BP13 (PUTAPORNTIP et
al, 2002)
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Tabela 2- Distancia genética entre treze colénias de clones recombinantes PvMSP1 da amostra 15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1
2 0,000
3 0,000 0,000
4 0,067 0,067 0,067
5 0,015 0,015 0,015 0,078
6 0.000 0.000 0.000 0.067 0.015
7 0.006 0.006 0.006 0.070 0.009 0.006
8 0.012 0.012 0.012 0.078 0.015 0.012 0.006
9 0.009 0.009 0.009 0.078 0.024 0.009 0.014 0.021
10 0.003 0.003 0.003 0.064 0.018 0.003 0.009 0.015 0.012
11 0.012 0.012 0.012 0.078 0.015 0.012 0.006 0.003 0.021 0.015
12 0.006 0.006 0.006 0.074 0.021 0.006 0.012 0.018 0.015 0.009 0.018
13 0.000 0.000 0.000 0.067 0.015 0.000 0.006 0.012 0.009 0.003 0.012 0.006

Distribuicao haplotipica: Numero de haplétipos = 9; Diversidade de haplotipos = 0,8718
Haplétipo _1: 5 [1-36 13];  Haplotipo_2: 1 [4]; Haplotipo_3: 1 [5]; Haplotipo_4: 1 [7];
Haplotipo_5: 1 [8]; Haplotipo_6: 1 [9]; Haplotipo_7:1 [10]; Haplotipo_8: 1 [11]; Haplotipo_9: 1 [12]

Na Tabela 2 podemos observar de forma semelhante que a distancia genética
entre as sequéncias das diferentes colbnias bacterianas distinguiram 9 haplotipos
diferentes.

4.9. Mutagdes sinbnimas e nao sinbnimas e predicdo de epitopos em

haplotipos das amostras.

O alinhamento das sequéncias demonstrou outro resultado interessante:
Varias mutagdes sinbnimas e ndo sindnimas ao longo de um trecho relativamente

pequeno de DNA (Figura 13).

Os haplotipos do isolado 10 tiveram seis mutagdes, cinco nao-sinbnimas e
uma sindnima, enquanto que no isolado 15 o numero de mutacdes foi bem maior,

quatorze, sendo 7 nao-sindnimas e 7 sinbnimas.

As sequéncias de DNA foram traduzidas em aminoacidos e alinhadas atraveés
do programa MegAlign do pacote DNASTAR (Lasergene) para que pudéssemos

avaliar a localizagdo das mutagdes nao sinbnimas em relacdo a predicdo de
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epitopos (Figura 14). A anadlise de predicdo se baseou no mapeamento e
superposi¢cao das amostras 10 e 15 em varias sequencias lineares de tamanho de
20 aminoacidos que sao preferencialmente ligadas mas moleculas do MHC de
Classe IlI, usando através de analises computacionais baseadas em matrizes
quantitativas (STURNIOLO et al. 1999). A previsao de epitopos lineares de células
B e T foi realizado nas duas amostras utilizando dois software BcPred (Elmanzalawy
et al., 2008) e Propred (Sturniolo et al., 1999). A diversidade genética mostrou mais
mutagdes n&o sinbnimas do que substituicdes sinbnimas (figura17). As predigbes
realizadas pelo BcPred e ProPred na regiao em estudo mostraram que maior parte
das mutacbes nao sinonimas nas amostras 10 e 15 restavam localizadas nos
dominios previstos como epitopos B e T (figuras 18 e 19, respectivamente). O
resultado da analise é localizagdo das regides que se ligam promiscuamente a

varias moleculas MHC e assim serem uteis na sele¢ao de candidatos a vacina.

A

[ ]
DKELDMLKKVVLGYRKPLDNIKDDIGKLEAFITKNKETISNINKLISDENAKRGGQSTNTTNGTGAQTDGHQP

L o o0 o o
TTASSETSSGSSVSSVSGSSGLGSSGTGSTGTGSTGNISPSOARADSPSTGTDYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQ

B

L
KELDMLKKVVLGYRKPLDNIKDDIGKLETFITKNKITIKNISDLIIAENKKRSGHP NGAGTQPANGSIAAASSE

\ 7 4 ® L J [ ]
TTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKITYQAIYNGIFYTNQLEEAQKLIEVL

EKRVKVLKE

Figure 16. Localizagdao das mutagdes nao-sindnimas relacionada a predigao linear de epitopos B e T. Predigdo de
epitopos B lineares foi realizada e sublinhada por barras (Larsen and Nielsen, 2006). Diferentes ligagdes aos epitopos das
células T foram preditos para todos os alelos HLA-DRB acessiveis dentro do ProPred usando um servidor que prediz a
ligagdopeptidica ao MHC de classe 1l (Singh and Raghava, 2001). No6s observamos que muitos epitopos de célula T
(letras azul) com residues ancorados (letra vermelha). A localizagéo das substituicbes nao sinbnimas foram representadas
por circulos pretos. A) Haplétipo do isolado 10 10. B) Haplétipo de isolado 15.
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Figura17. Resultado do alinhamento dos diferentes haplotipos referentes as amostras 10 e 15 do bloco 2. A) Alinhamento dos haplotipos
da col6nia 10. B) Alinhamento dos haplotipos da colénia 15. Circulo preto= mutagdes nédo sindnimas. Circulo branco= mutagdes sindnimas
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I QARAIL 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
I SPSQARAL DYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
I QARAL DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
I QARAL IIFQAVYNTIFYTNQLQEAQKI
I QARAL 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
TNTTNGTGAQTDGHS ISPSQARADSPSTGTDYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLOEAQK]
YTDGHS ISPSQARADSPSTGTDYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLOEAQK]
T
I
I
I
I
I

R R R R R R R

)TDGH

TDGH PSQARADSPSTGTDYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLOEAQK]
TNT QTDGH PSQARADSPSTGTDYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLOEAQK]
PSQARADSPSTGTDYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
PSQARADSPSTGTDYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLOEAQK]

DRB1_1305: GKLEAFITKNKETISNINKLISL QTDGH( PSQARAL 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
DRB1_1307: GKLEAFITKNKETISNINKLISDENAKR( YTDGH( PSQARAL 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
: !GKLEAFITKNKETISNINKLISI QTDGHQPT! ISPSQARAL DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
GKLEAFITKNKETISNINKLISI )TDGHQPT ISPSQARAI 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
GKLEAFTTKNKETI SNINKLISI  TDGHQPT IISPSQARAI 'DYNAKKI IFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
GKLEAFITKNKETISNINKLI - ISP! DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK!

: \GKLEAFITKNKETISNINKLISL L3 ISP IIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
GKLEAFITKNKETISNINKLISL YTDGHQPT ISPSC IIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK!
GKLEAFITKNKETISNINKLISD: TNT JTDGHQPTTA: TGTGSTGNISPSQARAL TGTDYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQOEAQK!
GKLEAFITKNKETISNINKLISD: TNTTNGT 2TDGHQPTTA! 'GSTH ISPSC 'STGTDYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQKI
GKLEAFITKNKETISNINKLISE DTDGHQPTTA ISPS( TGTDYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLOEAQK!
GKLEAFITKNKETISNINKLISE )TDGHQPT' ISPSS 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQK]
GKLEAFITKNKETISNINKLISL Q: Q' QPT! ISPSQARAIL 'DYNAKKIIFQAVYNTIFYTNQLQEAQKI

Figura 18. Mutagdes ndo sinénimas e predigdo de epitopos dos haplotipos em isolados da amostra 10. A) Alinhamentos dos haplétipos
da amostra 10 realizados pelo programa MegAlign do DNASTAR (Lasergene) mostram as posi¢cdes similares e alteradas. Na parte superior a
esquerda de cada alinhamento esta definido por espectro de cores o nivel de consensualidade entre a posi¢gdo de um residuo em uma sequiéncia
em relagdo as outras sequéncias. Quanto maior o consenso entre os aminoacidos de uma posi¢do, a cor indicada acima do alinhamento é
vermelho. Do laranja para o preto o nivel de divergéncia entre as sequéncias fica maior gradativamente. Exemplo: nos alinhamentos as
seqliéncias estdo empilhadas e na parte de cima do alinhamento ha uma barra vermelha. Ela indica que os aminoacidos sdo os mesmos em
todas as seqiiéncias. Quadrado laranja ou verde indica que pelo menos uma sequéncia houve a substituicdo do aminoacido em alguma
sequéncia; B) Analise de predigdo de epitopo pelo programa BCPred. Determinacéo dos epitopos de células B e T. C) Analise de predi¢édo das

regides ligantes ao MHC de classe Il dos haplotipos da familia HLA DR-B1.



A

T ________________&§ __________ N & B _&§_________________§ |
[ Consensus |1 | AENKKRSGHPTTTTNGAGT QPANGS| AAASSETTQI SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGT GSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAL
9Sequences |30 40 50 60 70 80 % 100 110 1
colonia 1 ame || | AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQl SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
colonia 2 amos || | AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQl SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
coloniadamos |1 | AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQl SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
colonia 4 amos || | AENKKRSGHPI TTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQl SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
colonia6amos |1 | AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQl SGSSNSGSTGHGS- NSGSSGTGSTGNGQSPSATADASSTNANYEAKKI TYQAI

1

I

I

Il

colonia 5 amos AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQTSGSSNSGSTGHGSFNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
colonia 8 amos AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQI SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTLSTGNGPSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
colonia 10 amo AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQI SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI
colonia 9 amos AENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSI AAASSETTQI SGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKI | YQAI

B
ISDLIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNGIFYTNQLEEAQKLIEVLEKRVKVLKE

c =30 40-—=m——e 50-=mmmmme 60 -==70~- -=80--- 90-——mmmm 100--==~-- 110--==~=- 120-
DRB1_0101: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0102: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNC
DRB1_0301: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0305: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0306: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0307: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0308: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0309: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNC
DRB1_0311: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNC
DRB1_0401: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNC
DRB1_0402: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0404: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0405: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0408: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0410: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0421: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0423: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0426: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0701: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNC
DRB1_0703: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNC
DRB1_0801: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYOATIYNC
DRB1_0802: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNG
DRB1_0804: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNG
DRB1_0806: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKITIYQATYNG
DRB1_0813: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_0817: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1101: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNG
DRB1_1102: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1104: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1106: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNG
DRB1_1107: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNG
DRB1_1114: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNG
DRB1_1120: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATYNG
DRB1_1121: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1128: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1301: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1302: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1304: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1305: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1307: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1311: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1321: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1322: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1323: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1327: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1328: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1501: DLITIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1502: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB1_1506: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQATIYNG
DRB5_0101: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG
DRB5_0105: DLIIAENKKRSGHPTTTTNGAGTQPANGSIAAASSETTQISGSSNSGSTGHGSSNSGSSGTGSTGNGQSPPATADASSTNANYEAKKIIYQAIYNG

Figura 19. Mutagdes nao sinénimas e predigdo de epitopos dos haplotipos em isolados da amostra 15. A) Alinhamentos dos haplotipos
da amostra 15 realizados pelo programa MegAlign do DNASTAR (Lasergene) mostram as posi¢cdes similares e alteradas. Na parte superior a
esquerda de cada alinhamento esta definido por espectro de cores o nivel de consensualidade entre a posigdo de um residuo em uma sequiéncia
em relagdo as outras sequéncias. Quanto maior o consenso entre os aminoacidos de uma posi¢éo, a cor indicada acima do alinhamento é
vermelho. Do laranja para o preto o nivel de divergéncia entre as sequéncias fica maior gradativamente. Exemplo: nos alinhamentos as
seqliéncias estdo empilhadas e na parte de cima do alinhamento ha uma barra vermelha. Ela indica que os aminoacidos sdo os mesmos em
todas as seqiiéncias. Quadrado laranja ou verde indica que pelo menos uma seqiiéncia houve a substituicdo do aminoacido em alguma
sequéncia; B) Analise de predigdo de epitopo pelo programa BCPred. Determinacéo dos epitopos de células B e T. C) Analise de predi¢édo das

regides ligantes ao MHC de classe Il dos haplotipos da familia HLA DR-B1.
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5. DISCUSSAO
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Nas duas amostras analisadas ficou claro o predominio de alguns clones
especificos. O predominio mais evidente se viu com a amostra 15, na qual o
haplétipo 5 apareceu 5 vezes enquanto todos os outros apareceram apenas uma
vez. Com a amostra 10, a predominancia foi menos evidente, pois o haplétipo 1
apareceu 3 vezes, os haplétipos 4 e 5 apareceram 2 vezes cada um. Um resultado
semelhante foi observado em outros estudos, os quais demonstram que dentro do
hospedeiro, clones distintos competem entre si uns predominando mais em
detrimento de outros (BELL A.S et al, 2006).

Ao comparar as sequéncias de aminoacidos obtidas do sequenciamento dos
plasmideos pertencentes as colbnias das amostras 10 e 15, foi observado a
existéncia de eventos de recombinacédo entre os isolados (figura 11A e B). Foram
observadas insergdes pontuais e delegdes em amostras de plasmideos
pertencentes a amostra 10 e 15 (figura 14 e 15) . Quase todas as mutag¢des pontuais
ocorreram na regido polimérfica do bloco 2, apoiando a idéia de que o nivel de
polimorfismo seriam afetadas pelo nivel de recombinagcdo alélica sob pressao
seletiva e acredita-se que esses polimorfismos tem se mantido ao longo dos anos
também por selegdo natural positiva(TANABE et al , 2007).

Para mecanismos de evasdo, um simples evento, como recombinacio
genética pode acarretar alteragdes em um numero maior de aminoacidos, e também
por ocorrer em algumas ordens de magnitude com mais frequéncia do que as
mutacdes. Foi observado neste trabalho muitas mutagdes pontuais, incluindo
insergdes, delegcdes e substituicdes. As substituicbes foram mais frequente e do tipo
dimérfica. No entanto, uma grande porcentagem de substituicbes n&do sindnimas
dentro dos blocos conservados resulta em mudanca na ligagdo com os al6tipos do
HLA de classe Il. Assim, os polimorfismos nestes epitopos da células B e T
habilitariam o parasita a escapar da resposta imune (TANABE et al, 2007). Dessa
forma um grande numero de substituicbes nao-sinbnimas de nucleotideos pode
influenciar modificagdes no reconhecimento de epitopos de células B e T. Estudos
sobre diversidade genética, com base em mutagdes e recombinagdo tem mostrado
que essa variagao pode resultar em fuga da imunidade do hospedeiro ( FERREIRA
et al, 2004).
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As mutacgdes pontuais encontradas nas colbnias de clones recombinantes
pertencentes a cada amostra podem ou nao alterar aminoacidos que estdo dentro
dos epitopos reconhecidos pelas moléculas de HLAs existentes no individuo. Os
HLAs sdo os antigenos de leucocitos humanos, conhecidos como apresentadores
de antigenos aos linfécitos T. Esses HLAs sdo polimérficos, de modo que um ser
humano herda um conjunto de moléculas HLA paternas e maternas.
Surpreendentemente os dados analisados mostraram uma proporcdo maior de
mutagdes pontuais ndo sinonimias dentro dos epitopos selecionados por dois
programas que predizem a forga de ligagdo entre uma suposta sequéncia peptidica
e um banco de dados contendo moléculas HLAs de uma familia génica conhecida
como HLA-DR-B1. Os nossos resultados mostraram que todas as mutagcdes nao
sinbnimas do isolado 10 estavam localizadas nos epitopos das células B ou T ou

em ambos.

Em contraste as substituicdes né&o-sinbnimas foram preferencialmente
distribuidas na regido rica em repeticdo que continha os epitopos da célula B
preditos por BepiPred (LARSEN, JEP; NIELSEN, OL. 2006). Os nossos dados
sugerem que as mutagdes pontuais ndo silenciosas no bloco 2 polimérfico do gene
MSP1 eram aleatdrias, mas por ndo serem raros os eventos e por estas mutagoes
estarem localizadas estrategicamente nos epitopos de células B que reconhecem a
MSP1, devem induzir variantes intra-espécie que podem permitir que o parasita

venha a escapar da resposta imune do hospedeiro.

Observamos com grande detalhe que as mutagbes pontuais geram
polimorfismos, porém, ainda ndo se sabe com clareza de detalhes de que forma
essas substituicdes de nucleotideos no l6cus do bloco 2 foram geradas e mantidas
em infecgbes naturais de P.vivax, nessa area central da Amazbdnia, onde a
transmissdo da malaria baixa prevalece. Enquanto essas mutagdes forem
relativamente raras, conduziram a mutagdes pontuais. Se ocorrer de uma forma néo
aleatéria em sequéncias que codificam para epitopos das células B ou T, esse

evento sera vantajoso para o parasita.

Mudancas na estrutura primaria da Proteina MSP1, consequentemente,
levam a alteragbes na estrutura secundaria do antigeno MSP1. Em virtude de a

regiao em estudo ser altamente polimorfica e tendo por base os estudos realizados
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que comprovam a imunogenicidade da regido N-terminal da MSP1 em infec¢des
malaricas naturais ocasionadas por Plasmodium vivax, o desenvolvimento de
multiplos alelos MSP1 bloco 2 abre um campo de pesquisa que visa 0
desenvolvimento de uma vacina que incluira sequéncias isolado-especifica, ou seja,
a partir de diferentes tipos e alelos que ocorrem naturalmente, afim de amplificar os
anticorpos direcionados contra cada variante. A partir desses resultados, serao
construidas proteinas recombinantes contendo a diversidade genética encontrada
nessas cepas. Posteriormente, possibilitara a analise do nivel de anticorpos contra
esses epitopos recombinantes e finalmente, a médio e longo prazo, realizar testes
para avaliar o potencial de anticorpos contra esses epitopos presentes na molécula

recombinante na inibicdo do merozoito no eritrocito.
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5.CONCLUSAO
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Nossos resultados mostraram que as mutagdes pontuais encontradas para o
bloco dois do gene PvMSP1 podem gerar polimorfismos nos epitopos dos
HLAs de classe dois resultando em diversidade antigénica, sendo portanto,

um importante mecanismo de escape do parasita.

Nossos resultados mostraram que as mutagdes pontuais sdo um mecanismo
importante na geragdo de novos haplétipos. Portanto, a compreensédo dos
mecanismos geradores de diversidade genética e a dindmica das cepas de P.
vivax circulantes em determinadas regibes, tornam-se extremamente

importantes para o desenvolvimento de uma vacina.

. Tendo em vista que o gene que codifica a MSP1 em Plasmodium expressa
apenas uma copia do gene por parasita, considera-se que método utilizado foi

satisfatério no diagndstico de multiclonalidade das infecgdes em P. vivax.

Na analise das sequéncias um grande numero de substitui¢des nucleotidicas
foram encontradas na regido do bloco 2, mostrando que € o local onde ocorre
grande variagcdo genética em MSP1 de P.vivax, principalmente sob a forma
de substituicbes dimorficas, indicando que uma pressao seletiva € que atua

sob a regiao polimoérfica do bloco 2.

Neste tabalho podemos observar um grande nivel de diversidade genética no
bloco 2 do PvMSP1 na Amazénia Central, na qual mutacdes, selecao natural
e recombinacdo parecem alimentar e sustentar a habilidade do parasita de
evadir do sistema imune.Esses estudos poderdo possibilitar a realizacdo de
ensaios de uma vacina multimérica contra P.vivax baseados na producao de
proteinas recombinantes contendo a diversidade genética encontradas

nessas cepas.
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ANEXO 1

(e UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
4 Comité de Etica em Pesquisa - CEPIUFAN

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

C Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reumdo ordindria realizada nesta data, por unanimidade de volos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°, 3640.0.000.1 15-07,
mtitulado: “Dindmica das infecgdes maldricas em comunidades do Amazonas sob
aspecto de marcadores moleculares de parasitas e do polimorfismo de protefnas
candidatas a vacinas”, tendo como Pesquisador Responsavel Paulo Afonso Nogueira.
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