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Diversidade antigénica e evasao imune

nos parasitos da malaria

Antigenic diversity and immune evasion in malaria parasites
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Resumo. Uma das principais razées do porqué aimunidade clinica contra a malaria se desenvolve
somente apos diversas infecgdes pela mesma espécie de parasito se deve a extensa diversidade
dos antigenos de superficie dos plasmédios e de hemacias infectadas. Existem duas origens para
tal diversidade antigénica: uma é o polimorfismo alélico, com a existéncia de formas alternativas
e estaveis de genes que codificam antigenos, gerados através de mutagées e recombinagoes;
outra é devido a variacdo antigénica, mecanismo pelo qual uma linhagem clonal de parasitos
expressa sucessivamente formas alternativas de um antigeno sem alteracdes de gendtipo
(Ferreira e col., 2007). Aqui, os mecanismos e origens da diversidade e variacdo antigénica séo
discutidos.
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Abstract. Clinicalimmunity against blood stage malaria is achieved only after multiple infections
with the same species. A major reason for this is the extense diversity of antigens located at the
parasites surface or even at the surface of the infected red blood cell. There are two sources
for antigenic diversity: first, there is allelic polymorphism with the existence of different and
genetically stable versions of antigen encoding genes, generated through mutations and
recombination. The second source is antigenic variation, a mechanism by which different
antigens are expressed successively without change of the underlying genotype (Ferreira and
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col., 2007). Herein, we discuss the mechanisms and origins of diversity and antigenic variation.
Keywords. Antigenic variation; malaria; antigenic diversity; Plasmodium

Polimorfismo e tempo evolutivo

Hartl (2004) sugere que as atuais popula¢des existentes
de Plasmodium falciparum tenham uma origem recente
devido a escassez de substitui¢des sindnimas (alteragdes
na sequéncia de DNA que nio produzem mudangas de
aminoacido) na maioria de seus genes e ao limitado po-
limorfismo em sequéncias de DNA néio-codificantes. En-
tretanto, os antigenos de superficie do parasito, alvos pre-
ferenciais de imunidade, sdo extremamente polimoérficos
(Volkman e col.,, 2002). Para conciliar essas observacoes
aparentemente contraditorias, duas hipdteses principais
vém sendo propostas: (a) o polimorfismo alélico atual-
mente encontrado em antigenos do parasito é extrema-
mente antigo, antecedendo a especia¢do de P. falciparum
(Hughes, 1992) e (b) os genes que codificam antigenos de
superficie de P. falciparum, que frequentemente contém
motivos repetitivos, evoluem de modo muito mais acele-
rado do que o restante do genoma, como resultado de uma
maior taxa de recombinagio genética (Rich e col., 2000).

Antigenos repetitivos

Diversos antigenos de superficie das formas invasi-
vas dos parasitos da maldria, denominados esporozoitos e
merozoitos, possuem sequéncias repetitivas. Os motivos
repetitivos compreendem frequentemente epitopos mui-
to imunogénicos, como os tetrapeptideos NANP e NVDP

da proteina circunsporozoita de P. falciparum, presentes
em 37-50 copias na regido central do antigeno (Sinnis e
Nussenzweig, 1996). As duas proteinas mais abundantes
na superficie de merozoitos, merozoite surface protein
(MSP)-1 e MSP-2, candidatas a inclusdo em vacinas con-
tra os estagios assexuados sanguineos do parasito, contém
exemplos adicionais de polimorfismo em regides repetiti-
vas (Ferreira e col., 2003; Ferreira e Hartl, 2007). MSP-6,
uma proteina que forma com MSP-1 um complexo pro-
téico na superficie dos merozoitos com potencial papel no
processo de invasdo de eritrdcitos, é o terceiro exemplo de
polimorfismo antigénico (Figura 1).

As sequéncias repetitivas podem favorecer, de diver-
sos modos, o escape pelo parasito das respostas imunes
do hospedeiro. Um deles é a reatividade cruzada entre
motivos repetitivos semelhantes, presentes em diferen-
tes antigenos do parasito, bem como em moléculas do
hospedeiro, que dificulta a maturagdo de afinidade dos
anticorpos naturalmente adquiridos (Anders, 1986). Os
antigenos RESA, Pf11.1 e Pf332, por exemplo, expressos
por diferentes formas do parasito, contém um pentapep-
tideo em comum (VTEEI). Outro mecanismo é conhe-
cido como “cortina de fumaga”; a resposta imune contra
os epitopos imunodominantes presentes nesses antigenos
repetitivos ndo seria capaz de conferir prote¢do, mas inibi-
ria o reconhecimento de outros antigenos funcionalmente
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mais relevantes (Schofield, 1991). Os antigenos repetitivos
podem também estimular respostas de anticorpos sem o
auxilio de células T, interferindo na forma¢io da memoria
imunolodgica e na maturagao de afinidade dos anticorpos.
Os antigenos com essas propriedades - conhecidos como
antigenos T-independentes do tipo II - sdo geralmente
carboidratos, mas talvez os polipeptidios repetitivos na
superficie de estagios infectantes de plasmddios possam
comportar-se de modo semelhante (Schofield, 1991). Fi-
nalmente, o simples polimorfismo, decorrente de variagdo
na sequéncia e no numero de repeti¢cdes, pode permitir a
evasdo da resposta imune, pois a experiéncia prévia com
uma variante nao necessariamente protegeria contra uma
variante distinta. Os anticorpos contra polipeptidios re-
combinantes derivados de MSP-1 e MSP-2 de P. falcipa-
rum, por exemplo, sdo capazes de distinguir entre motivos
repetitivos diversos, ainda que estruturalmente relaciona-
dos, de antigenos pertencentes a mesma familia alélica.
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diversas espécies de plasmodios, que a maioria das regi-
des sub-teloméricas dos cromossomos (100-200 kilobases
da repetigdo telomérica) é ocupada por varias familias
multigénicas. A maior delas é representada pela superfa-
milia denominada Plasmodium interspersed repeat (pir),
compartilhada por P. vivax (vir) e espécies de maldria de
primatas como P. knowlesi (kir) e de roedores como P. cha-
baudi (cir), P. yoelii (yir) e P. berghei (bir) (Janssen e col,
2004; Cunningham e col., 2010). Estas trés tltimas espé-
cies representam importantes modelos experimentais,
uma vez que reproduzem alguns fendmenos bioldgicos
semelhantes aos da malaria humana, permitindo a reali-
zagdo de estudos que seriam impossiveis de serem feitos
em seres humanos.

A maioria dos genes pir apresenta uma estrutura si-
milar, contando com um primeiro éxon curto, um segun-
do éxon longo seguido por um dominio transmembrana e
um éxon final altamente conservado (Figura 2). Os genes
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Figura 1. Representagdo esquematica de trés antigenos de superficie de P. falciparum. A proteina de superficie de merozoitos (MSP)-1
foi dividida em 17 blocos, classificados como conservados, semiconservados e variaveis segundo o nivel de divergéncia de sequéncia
entre os alelos conhecidos (K1 e MAD20). Um tnico dominio (bloco 2), altamente polimorfico, é repetitivo. A MSP-2 de P. falciparum
foi dividida em cinco blocos, dos quais dois sdo conservados, dois sdo variaveis, porém nao-repetitivos, e um ¢é repetitivo. Os motivos
repetitivos do bloco 3 diferem entre as familias alélicas (conhecidas como FC27 e 3D7), bem como no interior de cada familia. Na estru-
tura de MSP-6, destacam-se os trés dominios presentes em alelos de uma familia (K1), mas ausentes na outra familia (3D7). O dominio
dimoérfico desses antigenos é indicado pela linha interrompida acima de cada figura. Adaptado de Roy et al. (2008).

Variagio antigénica

A expressdo sequencial de antigenos na superficie da
hemacia infectada, fendmeno que caracteriza a variagio
antigénica, ocorre gragas ao fato do parasito possuir vérias
copias de genes codificadoras de determinados antigenos
no seu genoma, que sdo estruturalmente parecidos, mas
imunologicamente diferentes (familia multigénica). Desta
forma, ele pode manter um determinado antigeno expres-
so ou realizar uma mudanca transcricional para evadir da
resposta imune do hospedeiro. Acredita-se, portanto que
as familias multigénicas estejam envolvidas na codificagao
de antigenos variantes de superficie (variant surface anti-
gens — VSAs) do parasito.

Tem-se mostrado, através da andlise gendmica de

pir podem ser transcritos em diferentes estagios do ciclo
de vida do parasito, sugerindo que eles possuam fungdes
diferenciadas. Alguns codificam proteinas expressas na
superficie dos eritrdcitos infectados ou préximos a ela e,
portanto, poderiam ser alvos potenciais para a resposta
imune do hospedeiro e estarem envolvidos com a varia-
¢ao antigénica e evasdo imune (Cunningham e col., 2010).

Em P. falciparum, pelo menos dois antigenos va-
riantes, conhecidos por suas siglas em inglés, sdo expres-
sos na superficie de hemdcias infectadas: P. falciparum
erythrocyte membrane protein-1 (PfEMP-1), codificados
pela familia de genes var, e repetitive interspersed family
proteins (RIFINs), codificados pelos genes rif. Os mem-
bros de uma terceira e quarta familia de antigenos varian-
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tes, codificados pelos genes stevor (subtelomeric variant
open reading frame) e Pfmc-2TM (P. falciparum Maurer’s
clefts 2 transmembrane), encontram-se nas granula¢des de
Maurer, uma rede tubular de origem parasitdria presente
no citoplasma das hemadcias infectadas. Portanto, esses an-
tigenos ndo sdo diretamente expostos na superficie da he-
macia infectada (Kaviratne e col., 2002; Templeton 2009).
Uma outra familia de antigenos grandes potencialmente
expostos na superficie da hemacia infectada, porém sem
papel definido, é codificada pelos genes surf (Cunnin-
gham e col., 2010).

Transcrigdo de genes var

O genoma de P. falciparum esta organizado em 14
Cromossomos, os quais encontram-se compartimentaliza-
dos e contém regides conservadas nos seus dominios cen-
trais e regides polimorficas nos dominios terminais. Desta
forma, genes housekeeping estdo localizados dentro de re-
gides centrais dos cromossomos, enquanto que a familia
de genes altamente varidveis, responsaveis pela variagdo
antigénica do parasito, estdo agrupados predominante-
mente em dire¢do aos teldbmeros (Hernandez-Rivas e col.,
2010).

A familia de genes var foi descrita em 1995 (Baruch
e col., 1995; Smith e col., 1995; Su e col., 1999); cada geno-
ma de P, falciparum contém cerca de 60 genes var distintos
regulados em nivel transcricional, de modo que somente
um gene var ¢ expresso a um dado momento, enquanto
os outros 59 genes estao silenciados (Chen e col., 1998;
Scherf e col., 1998). Recentemente, um trabalho demons-
trou, pela primeira vez, que pode ocorrer a co-expressao
de antigenos de superficie de P. falciparum em uma unica
hemdcia infectada (Joergensen e col., 2010). Entretanto, a
expressdo dos antigenos variantes segue em geral o modo
da “exclusdo alélica” que também ¢ conhecida de outros
eucariontes como Trypanosoma brucei, causador da do-
enga de sono. Este modo especial de expressio evita a ex-
posicdo desnecessaria do repertdrio antigénico inteiro do
organismo, mas estabelece a expressao seqiiencial que leva
a um escape imunologico continuo.

Como em todos os eucariontes, a cromatina em P
falciparum estd organizada dentro de unidades fundamen-
tais chamadas nucleossomos, as quais restringem a ligacéo
de fatores de transcrigdo as suas sequéncias alvo e regulam
a expressdo do gene. Além disso, P. falciparum possui os
genes que codificam para cada uma das quatro histonas
que constituem os nucleossomos. Estudos mostram que
a regulagdo dos genes var ocorre em nivel epigenético e
determinadas modificag¢oes reversiveis de histonas deter-
minam a atividade ou inatividade de promotores de ge-
nes var e provavelmente das outras familias multigénicas
(Hernandez-Rivas e col., 2010). Mais recentemente, uma
nova proteina, a PfSIP2, demonstrou ser importante no
silenciamento de genes var e na biologia da por¢éo final
dos cromossomos (Flueck e col., 2010).

Citoaderéncia e antigenos variantes de P. falcipa-
rum
Os genes var possuem tipicamente dois éxons (Fi-

gura 2). O primeiro codifica dominios altamente variaveis
DBL (Duffy Binding Like) e CIDR (Cysteine-Rich Interdo-
main Region) e C2 (este Gltimo menos comum), expos-
tos na superficie de hemadcias infectadas, que medeiam a
aderéncia a receptores do endotélio vascular, enquanto o
segundo codifica o dominio carboxi-terminal do antigeno
(ATS), mais conservado. Este ultimo dominio insere-se
em estruturas conhecidas como knobs - complexos elé-
tron-densos de proteinas parasitdrias que formam protu-
berancias na superficie da hemdcia parasitada.

As hemacias infectadas por trofozoitos jovens de P
falciparum circulam livremente pela corrente sanguinea,
mas quase todas as hemadcias contendo trofozoitos ma-
duros e esquizontes de P. falciparum sdo sequestradas em
pequenos vasos, especialmente vénulas pds-capilares, de
diversos 6rgaos. Este processo foi denominado citoade-
réncia. Em 1984, a capacidade de adesdo de hemacias in-
fectadas ao endotélio vascular foi associada a presenca de
antigenos variantes de alta massa molecular, codificados
por P. falciparum, na superficie das hemacias infectadas.
Esses antigenos codificados pelos genes var receberam o
nome de PIEMP-1 (Leech e col., 1984). Nos anos seguin-
tes, demonstrou-se que a PfEMP-1 seria capaz de ligar-
-se a um amplo espectro de receptores endoteliais (CD36,
molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1), condroitina
sulfato A (CSA), molécula de adesao de plaquetas e células
endoteliais (PECAM), molécula de adesio de células vas-
culares (VCAM), acido hialurdnico, sulfato de heparana,
além do receptor de complemento-1 (CR1), imunoglobu-
lina G e antigenos do grupo sangtiineo ABO (Rowe e col,,
2009)).

Acredita-se que a aderéncia de hemacias infectadas a
receptores endoteliais desempenhe papel fundamental na
fisiopatologia da malaria grave por P. falciparum. Estudos
mostram que diferentes dominios de PfEMP-1 se ligam
a receptores especificos in vitro, como é o caso do domi-
nio CIDR1-a com o ligante CD36; DBLBC2 com ICAM1;
DBLP com PECAMI e, portanto, receptores especificos
do hospedeiro estariam implicados em uma determinada
sindrome da maldria (Chen e col., 2000, Robinson e col,,
2003, Smith e col., 2000). Esses dados possuem grande im-
portancia em estudos que relacionados & malaria cerebral,
uma vez que ICAM1 ¢é o receptor mais relevante envolvido
nessa complica¢io (Hviid, 2010).

Nas infec¢des placentarias, a adesdo de hemacias pa-
rasitadas a moléculas de CSA do endotélio desempenha
um papel fundamental (Fried e Duffy, 1996). Proteinas
PfEMP-1, codificadas especificamente pelo gene var re-
lativamente conservado var2csa, e que possuem seis do-
minios DBL, estdo fortemente associadas a ligacdo com
os receptores CSA e representam um alvo em potencial
contra a maldria na gravidez (Rogerson e col., 2007).

O segundo grupo de antigenos parasitarios pelo
menos parcialmente expressos na superficie das hema-
cias infectadas compreende as RIFINs (Kyes e col., 1999,
Petter e col., 2007), codificadas pela familia de genes rif
(Figura 2A). Estes genes estdo geralmente presentes nas
regides subteloméricas dos cromossomos, proximos aos
genes var; mais de 160 cdpias sao encontradas por genoma
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hapléide do parasito. Os genes rif parecem ser transcritos
somente em trofozoitos jovens (Kyes e col., 2000), porém
existem evidencias que a transcrigdo pode se estender até
o esquizonte (Wang e col., 2009). A expressdo de RIFINs
parece ser controlada pelos mesmos mecanismos epigené-
ticos que os genes var (Howitt e col., 2009), mas aparente-
mente a troca de transcritos ocorre de modo muito mais
rapido que nos genes var (Cabral e Wunderlich 2009). As
RIFINSs sdo alvo de anticorpos naturalmente adquiridos; o
reconhecimento de grande niimero de variantes de RIFIN
parece conferir certo grau de imunidade clinica (Abdel-
-Latif e col., 2003). As RIFINs nio medeiam citoaderén-
cia; seu papel na fisiopatologia da malaria é desconhecido.

O terceiro grupo de proteinas variantes compreen-
de os antigenos STEVOR (Weber 1988). Os genes stevor
apresentam dois éxons, com estrutura semelhante a dos
genes rif (Figura 2A). Estao presentes em 30-40 copias por
genoma hapldide do parasito e codificam uma proteina de
30-40 kDa expressa em trofozoitos maduros e, possivel-
mente, também em esporozoitos e gametocitos. Sua fun-
¢do bioldgica é desconhecida, assim como o quarto grupo
de proteinas variantes sdo representados pelas proteinas
Pfmc-2TM, cujos genes codificantes apresentam apenas
13 membros (Templeton, 2009).

Antigenos variantes de Plasmodium vivax

A infeccao de hemdcias imaturas, os reticuldcitos,
por P, vivax levam a formagao de invagina¢des contendo
antigenos altamente polimoérficos codificados pelo parasi-
to, sugerindo que P. vivax se utiliza da variagdo antigénica
para estabelecer uma infec¢éo cronica (del Portillo e col.,
2004). O sequenciamento do genoma dessa espécie (Carl-
ton e col.,, 2008) identificou 346 genes vir localizados den-
tro de regides subteloméricas ricas em A-T. Esses genes
possuem organizagdo diversa com membros mostrando
uma estrutura contendo de 1 a 5 éxons. As proteinas VIR
diferem de outras familias PIR, de forma que, apenas a
metade delas (172 dos 346 virs) contém regido transmem-
brana, que estd presente em mais de 95% dos membros de
outras familias pir (Cunningham e col., 2010).

Diferentemente das PfEMPI, as proteinas VIR néo
sao expressas de forma clonal em reticulécitos infectados
e cada célula pode apresentar mais que um alelo VIR. Em-
bora se acredite que elas ndo medeiam citoaderéncia, Car-
valho e colaboradores (2010) descreveram pela primeira
vez, evidéncias de que eritrocitos infectados com P. vivax
sao capazes de aderir aos receptores endoteliais ICAM-1 e
CSA, e mostraram que preincuba¢do com anti-VIR inibia
parcialmente esta interagdo. Apesar da citoaderéncia ter
sido dez vezes menor com eritrdcitos infectados por P, vi-
vax do que por P. falciparum, uma vez aderidos, a afinida-
de das hemadcias parasitadas por P. vivax a CSA se mostrou
tdo forte quanto as parasitos por P, falciparum. Esses da-
dos sugerem uma possivel retengio parcial dos reticuléci-
tos infectados por P. vivax da circulagdo periférica, o que
explicaria a existéncia de casos graves, possivelmente de-
sencadeado por citoaderéncia, e a concomitante presenca
de formas maduras no sangue periférico.
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Figura 2. A. Estrutura de genes variantes de P. falciparum e P.
vivax. Os genes var codificam um nimero variavel de dominios
com diferentes propriedades de adesdo, conhecidos como Duffy
binding-like domains (DBL). etc., além de cystein-rich
interdomain regions (CIDR). As regides que codificam dominios
transmembrénicos de genes var, rif, stevor e vir (representativo
por todos os genes pir) sdo indicadas por hélices. B. Modelo pro-
posto de troca ectopica de teldomeros. Os telomeros de cromos-
somos unem-se em estruturas semelhantes a buqués de flores em
dominios perinucleares das células em mitose. A similaridade
entre os elementos repetitivos (repetitive telomere elements ou
TARESs) de cromossomos, bem como entre os alelos de genes var
(e possivelmente de genes stevor e rif) facilitaria a recombinagao
de telomeros de cromossomos heterélogos (recombinagao ect6-
pica) (Scherf e col., 2001).

. vivax vir

B

Geracao de novos alelos por recombinagio ecto-
pica

Novas hipéteses sobre as origens da diversidade de
sequéncia em genes variantes presentes em regides subte-
loméricas de cromossomos de plasmodios vém sendo for-
muladas com base em estudos da fisiologia dos telémeros,
as extremidades dos cromossomos. Ao examinar o resulta-
do de um cruzamento entre dois isolados bem caracteriza-
dos de P. falciparum, Freitas-Junior e colaboradores (2000)
observaram uma freqiiéncia de alelos ndo-parentais supe-
rior & esperada com base nas taxas de recombinag¢do meio-
tica previamente estimadas para este parasito. Além disso,
havia troca de posi¢do, nos cromossomos, de alguns genes
presentes nos parentais e em seus descendentes. A troca
de posicdo dos genes seria possibilitada pela formagao de
estruturas semelhantes a buqués de flores, que aproximam
diversos teldomeros de cromossomos heterdlogos, também
durante a mitose (Figura 2B). A proximidade fisica entre
telomeros de cromossomos heter6logos e o envolvimento
de proteinas especificas neste processo (Marti e col. 2006),
e também facilitada pela similaridade entre as sequéncias
repetitivas teloméricas (TAREs) de cromossomos distin-
tos, favoreceria a ocorréncia de eventos de recombinac¢do
ectopica durante as diversas etapas de reprodugao assexu-
ada por que o parasito passa ao longo de seu ciclo no hos-
pedeiro vertebrado. Entretanto, este tipo de recombinagéo
ectopica durante mitoses parece ser um evento extrema-
mente raro e foi observado apenas uma vez na literatura
(Duffy e col., 2009) e nio deve ter um papel importante
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em infec¢des naturais.

Um fator importante na eficiéncia da troca efetiva de
genes variantes de regides subteloméricas deve ser a oferta
de gametocitos de repertdrios diferentes de genes varian-
tes. Enquanto em muitos lugares da Africa ndo parece ter
limite de genes variantes (por exemplo, Bull e col., 2005),
no Brasil o repertdrio ao menos genes var é limitado, indi-
cando que o processo de geragdo de novos variantes nao é
um processo eficiente em situagdes naturais de transmis-
sao da Amazonia (Albrecht e col., 2010).

Conclusao

A existéncia de diversos mecanismos de geragao de diver-
sidade genética e antigénica permite a sobrevivéncia do
parasita em um ambiente hostil como no hospedeiro hu-
mano. Entretanto, a variagdo antigénica, ausente em seres
humanos, pode ser alvo para interven¢des quimioterapéu-
ticos.
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