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"SEQUENCIA GENETICAMENTE MODIFICADA DO ANTIGENO AMA-1 DE
PLASMODIUM VIVAX, PROTEINA RECOMBINANTE AMA-1 E ADENOVIRUS
GENETICAMENTE MODIFICADO QUE EXPRESSA O ANTIGENO AMA-1
RECOMBINANTE"

A presente invencéo descreve a construgdo de uma seqUéncia geneética
modificada do antigeno AMA-1 de Plasmodium vivax, uma proteina recombinante
codificada pela referida seqiiéncia e um adenovirus geneticamente modificado que
expressa o antigeno AMA-1 recombinante. - o -

O antigeno 1 da membrana apical (AMA-1) esta presente em todas as espécies
de Plasmodium (HODDER, A.N.; CREWTHER, P.E.; ANDERS, R.F. Specificity of the
protective antibody response to apical membrane antigen 1. Infect. Immun. v 69, n°3;
p.3286-3294, 2001). AMA-1 é armazenada no micronema apés a sintese e
subsequentemente translocada para a superficie do parasito via roptria ou durante a
invasao da célula hospedeira.

Em todas as espécies de plasmodio, AMA-1 & sintetizada como uma proteina
transmembrana de 66KDa, exceto para P.falciparum. E uma tipica proteina integral
com um ectodominio N-terminal, uma regido transmembrana e um pequeno dominio
citoplasmatico C-terminal (KOCKEN, C.H.M.; WITHERS-MARTINEZ, C.; DUBBELD,
M.A.; WEL, A.: HACKETT, F.; BLACKMAN, M.J; THOMAS, A W. High-level expression
of the malaria blood-stage vaccine candidate Plasmodium falciparum apical membrane
antigen 1 and induction of antibodies that inhibit erytrocyte invasion. Infect. Immun.
v.70, n°8; p.4471-4476, 2002).

Em todos os Plasmodium caracterizados, o gene AMA-1 apresenta 16 residuos
de Cys conservados no ectodominio (PIZARRO, J.C.;NORMAND, B.V,; et al. Cristal
structure of the malaria vaccine candidate apical membrane antigen 1. Science. v.308,
p.408-411, 2005) e é dividido em trés dominios definidos por 8 pontes dissulfeto
(HODDER, A.N.; CREWTHER, P.E.; MATTHEW, M.L.S.M.; REID, G.E.; MORITZ,
R.L.; SIMPSON, R.J.: ANDERS, R.F. The disulfide bond structure of Plasmodium
apical membrane antigen-1. The Jour. Biolog. Chem. v 271, n° 46; p.29446-29452,
1996).

A estrutura cristalografica do ectodominio de AMA-1 de P.vivax (PvAMA-1),
correspondente aos residuos Pro®® a Leu®® confirma a divisdo em trés dominios, e
que os dominios | e Il sdo estruturalmente similares a outras proteinas pertencentes a
superfamilia PAN, cujas proteinas tém fungao retacionadas a adeséo e ligagdo a

receptores ou a outras proteinas. Além disso, o dominio |l possui uma regiao de
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desordem ou mobilidade, correspondente aos residuos 295 a 334, denominada loop
do dominio Il (PIZARRO, J.C.;NORMAND, B.V,; et al. Cristal structure of the malaria
vaccine candidate apical membrane antigen 1. Science. v.308, p.408-411, 2005

Em P. falciparum, AMA-1 é produzida como um polipeptidec de 83Kda que
sofre processamento apds a sintese em que um pequeno fragmento N-terminal é
proteoliticamente clivado, dando origem a proteina madura de 62-Kda (CREWTHER,
PE.: CULVENOR, J.G.; SILVA, A; COOPER, JA.. ANDERS, R.F. Plasmodium
falciparum: two antigens of similar size are located in different compartments of the
rhoptry. Exp Parasitol. v 70, n° 2, p. 193-206, 1990).

A capacidade desta molécula na indugao da resposta imune protetora depende
da estabilidade de sua conformagdo por pontes dissulfetos (HODDER, A.N.;
CREWTHER, P.E.; MATTHEW, M.L.S.M_; REID, G.E.; MORITZ, R.L.; SIMPSON, R.J;
ANDERS, R.F. The disulfide bond structure of Plasmodium apical membrane antigen-
1. The Jour. Biolog. Chem. v 271, n° 46; p.29446-29452, 1996), ja que anticorpos
inibitorios reagem preferencialmente com epitopos com conformagao estabilizada por
pontes dissulfeto (HODDER, A.N.; CREWTHER, P.E.; ANDERS, R.F. Specificity of the
protective antibody response to apical membrane antigen 1. Infect. Immun. v 69, n°® 5;
p.3286-3294, 2001).

A seqiéncia de AMA-1 é relativamente conservada entre as espécies de
Plasmodium, com o nivel de identidade das seqUéncias de aminoacidos excedendo
50% em comparagdes entre todas as seqléncias conhecidas (CHENG,Q.; SAUL, A.
Sequence analysis of the apical membrane antigen 1 (AMA-1) of de Plasmodium vivax.
Mol. Biochem. Parasitol. v 65; p.183-187,2004). Além disso, AMA-1 ndo apresenta
seqUéncias repetitivas e o polimorfismo encontrado em outros antigenos como MSP-1
e MSP-2 (ANDERS, R.F., SMYTHE, J.A. Polymorphic antigens in Plasmodium
falciparum. Blood. v.74, p.1865-1875, 1989).

A fungéo biolégica de AMA-1 ainda n&do é conhecida, mas ha evidéncias que
esta proteina esteja envolvida no processo de invasdo do eritrocito pelo merozoito
(KOCKEN, C.H.M.; WITHERS-MARTINEZ, C.; DUBBELD, M.A.; WEL, A.; HACKETT,
F.; BLACKMAN, M.J; THOMAS, A W. High-level expression of the malaria blood-stage
vaccine candidate Plasmodium falciparum apical membrane antigen 1 and induction of
antibodies that inhibit erytrocyte invasion. Infect. Immun. v.70, n°8; p.4471-4476, 2002,
LI, F.; DLUZEWSKI, A.; COLEY, A.M.; THOMAS, A.; TILLEY, L.; ANDERS, R.F;
FOLEY, M. Phage-displayed peptides bind to te malarial protein apical membrane
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antigen-1 and inhibit the merozoite invasion of host erythocytes. The Jour. Biolog.
Chem. v 277, n°52; p.50303-50310, 2002).

Anticorpos monoclonais direcionados contra AMA-1 foram capazes de inibir a
invasio de merozoitos, evidenciando que AMA-1 tem atuagéo no processo de invasao
(CREWTHER et al., 1990). Mitchell e colaboradores (2004) sugerem que esta proteina
é diretamente responsavel pela reorientagdo dos merozoitos durante o processo de
invasao ou que AMA-1 pode iniciar a jungao de contato e que depende de proteinas
de ligagio Duffy para que o processo ocorra efetivamente (MITCHELL, G.H,;
THOMAS, AW. MARGOS, G.; DLUZEWSKI, A.R.; BANNISTER, LH. Apical
membrane antigen 1, a major malaria vaccine candidate, mediates the close
attachment of invasive merozoites to host red blood cells. Infect. Immun. v 72, n°1;
p.154-158, 2004).

AMA-1 esta envolvida também na invasao de hepatécitos, a proteina deixa de
ser expressa depois da invasido do hepatdcito pelo esporozoita e € re-expressa
somente nos merozoitas. A inibicdo da invasdo de esporozoitas por anticorpos anti-
AMA-1 indica que AMA-1 pode ser considerada como potencial candidata a vacina
multi-estagio da malaria, sendo alvo tanto no estagio eritrécitico como no preé-
eritrocitico (SILVIER, O.;FRANETICH,J.F.;CHARRIN,S.;MUELLER,M.S. et al. A role
for apical antigen 1 during invasion of hepatocytes by P.falciparum sporozoites. J Biol
Chem. V. 279(10), p.9490-6, 2004).

Entre os veiculos de imunizagdo, os mais promissores para a indugac de
respostas imunes mediadas simultaneamente por linfocitos T e B s&o as vacinas de
virus recombinantes, sendo os adenovirus bastante promissores, com algumas
vacinas ja em avangados testes clinicos para AIDS.

Sabe-se que anticorpos contra AMA-1 sdo capazes de inibir a multiplicagao do
parasito in vitro e in vivo, quando interagem com a superficie de merozoitas. Estudos
de vacinas com AMA-1 em modelos animais (camundongos € macacos)
demonstraram que a imunizagio com esta proteina purificada ou recombinante induziu
resposta imune protetora quando os animais foram desafiados com especies de
Plasmodium.

Nao existe vacina disponivel contra a malaria. Porém, muitas pesquisas
apontam favoravelmente para a viabilidade de uma vacina. Os principais argumentos
existentes que apdiam essa tese sdo: (i) ja foi conseguida prote¢do completa em
modelos animais, assim como no ser humano, utilizando esporozoitas irradiados; (ii)

os adultos que moram em dareas endémicas tém menos malaria que as criangas,
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sugerindo que €& possivel a indugdo de imunidade acumulativa por exposi¢ao
repetitiva; (iii) os soros de pacientes adultos de areas endémicas protegem outros
aduitos. Os principais obstaculos a serem vencidos para conseguir uma vacina efetiva
contra a malaria s3o: um melhor entendimento da biologia na interacdo parasito-
hospedeiro e sua correlagdo com a resposta imune protetora, a complexidade do ciclo
do plasmédio, uma grande variedade de antigenos e a imunogenicidade, sobretudo
celular, dos antigenos administrados deve ser methorada.

'~ Diante destes obstaculos, a presente invengio busca o desenvolvimento de um
adenovirus humano tipo 5 ndo replicativo capaz de expressar, em células HEK293A, o
antigeno vacinal AMA-1 de Plasmodium vivax (PvAMA-1). A utilizagdo de um vetor
viral justifica-se pelo fato do mesmo induzir principalmente uma resposta imune celular
e por atuar como adjuvante potencializando a resposta imune. O antigeno vacinal
expresso pelo adenovirus recombinante corresponde ao ectodominio de AMA-1 de
P.vivax, referente aos residuos Pro*® a Leu*® da cepa Bel 12 de P.vivax, fusionado ao
peptideo sinal do virus influenza(HASS) que permite direcionar a AMA-1 para o meio
extracelular induzindo resposta imune humoral que leva a geragdo de anticorpos
especificos.

A possibilidade de uma vacina recombinante contra P. vivax utilizando
Adenovirus humano tipo 5 como vetor, capaz de expressar o antigeno 1 da membrana
apical (AMA-1), deve-se ao fato desta proteina ser altamente imunogénica. Sabe-se
que anticorpos contra AMA-1 séo capazes de inibir a multiplicagdo do parasito in vitro
e in vivo, quando interagem com a superficie de merozoitas (MITCHELL, G.H;
THOMAS, AW., MARGOS, G.; DLUZEWSKI, A.R.; BANNISTER, L.H. Apical
membrane antigen 1, a major malaria vaccine candidate, mediates the close
attachment of invasive merozoites to host red blood cells. Infect. Immun. v 72, n°1;
p.154-158, 2004)). Estudos de vacinas com AMA-1 em modelos animais
(camundongos e macacos) demonstraram que a imunizagdo com esta proteina
purificada ou recombinante induziu resposta imune protetora quando os animais foram
desafiados com espécies de Plasmodium (LI, F.; DLUZEWSKI, A.; COLEY, AM;
THOMAS, A.; TILLEY, L.; ANDERS, R.F.; FOLEY, M. Phage-displayed peptides bind
to te malarial protein apical membrane antigen-1 and inhibit the merozoite invasion of
host erythocytes. The Jour. Biolog. Chem. v 277, n°52; p.50303-50310, 2002).

A construgdo de um adenovirus humano tipo 5 n&o replicativo que expressa o
antigeno 1 de membrana apical (AMA-1) de P.vivax. AMA-1 & extremamente

imunogénica capaz de induzir resposta imune no hospedeiro. Varios estudos tém
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confirmado, nos Ultimos anos, o grande potencial da utilizagdo de adenovirus do tipo 5
recombinantes (Adr5) como vetores vacinais. Huarte et al. (2006) demonstraram que
estes virus sdo capazes de induzir a produgéo de interferon do tipo | pelas células
dendriticas sem interferir na expressdo do transgene, o que é de grande importancia ja
que o interferon do tipo | atua na modulagéo da resposta imune adaptativa (HUARTE,
E.: LARREA, E.; HERNANDEZ-ALCOCEBA, R.; ALFAROQ, C.; MURILLO, O.; ARINA,
A TIRAPU, I.; AZPILICUETA, A ; HERCAS-STUBBS, S.; BORTOLANZA, S.; PEREZ-
GARCIA, J.L.; CIVEIRA, M.P; PRIETO, J.; RIEZU-BOJ, J.I.; MELERO, |. Recombinant
adenoviral vectors turn on the type 1 interferon system without inibition of transgene
expression and viral replication. Molecular Therapy, v.14. p.129-38, 2006).

Santra et al. (2005) mostraram que os Adr5 sdo capazes de gerar tanto
resposta imune humoral quanto celular duradouras. Além disto, Yang et al. (2006)
revelaram que a vacinagao com Adr5 desencadeou um fendtipo efetor duradouro nas
células T CD8 especificas, além de uma imunidade protetora de longa duragao
(SANTRA, S.; SEAMAN, M.S.; XU, L; BAROUCH, DH.; LORD, C.I;; LIFTON, MA
GORGONE, D.A.; BEAUDRY, KR,; SVEHLA, K.; WELCHER, B.; CHAKRABARTI,
B.K: HUANG, Y.. YANG, ZY, MASCOLA, J.R; NABEL, G.J. LETVIN, N.L
Replication-defective adenovirus serotype 5 vectors elicit durable cellular and humoral
immune responses in nonhuman primates. Journal of Virology, v.79, n.10. p.6516-22,
2005).

Resumidamente, nesta invengdo, o virus recombinante foi gerado por
recombinagio homdloga, sendo que foi inserido no genoma do adenovirus a regi&o
codificadora para ectodominio de AMA-1 de P. vivax contido no vetor de transferéncia
pAdCMV-Link-1. A proteina recombinante expressa pelo adenovirus corresponde a
seqiéncia dos aminoacidos 43 — 487 de AMA-1 de P. vivax da cepa BEL 12,
proveniente de um paciente de Belém-PA, que foi obtida a partir do plasmideo pHIS-
AMA-1(RODRIGUES, M.H.C.; RODRIGUES, K.M.; OLIVEIRA, T. R.; COMODO, AN.;
RODRIGUES, M.M.; KOCKEN, C.H.M.; THOMAS, AW., SOARES, |.S. Antibody
response of naturally infected individuals to recombinant Plasmodium vivax apical
membrane antigen-1. Int. J. Parasitol. v35, p185-192, 2005). Além disso, esta proteina
recombinante apresenta também um peptideo sinal do virus influenza (HASS) que
permite a secrecdo da mesma no meio extracelular. Para a geragdo do Adenovirus
recombinante (AdAMA-1) foi elaborada uma estratégia de clonagem do gene que
codifica para AMA-1 de Plasmodim vivax no pAdCMV-Link-1.
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A seguir, a presente invengao sera descrita detalhadamente através de
exemplos. E necessario frisar que a invengdo ndo esta limitada a esses
exemplos, mas que também inclui variacdes e modificacdes dentro dos limites

nos quais ela funciona.

EXEMPLO 01: Iniciadores especificos para AMA-1

As sequéncias de genes que codificam para as proteinas AMA-1 de P.vivax
foram amplificadas por PCR a partir de plasmideo pHIS-AMA-1, com os iniciadores
senso 5 GCA GAT ATC GGC AGC AGC CAT CAT CAT e anti-senso 5 GGT ACC
TTA TAG TAG CAT CTG CTT GTT. Os coédons em vermelho s&o os sitios para as
enzimas de restricdo Eco RV e Kpn |, respectivamente, e o codon em azul
corresponde ao cddon de terminagio. As reagdes de PCR foram feitas com a enzima
de alta fidelidade Pfx (Invitrogen), conforme as instrugdes do fabricante e nas
seguintes condigdes de amplificagéo: um ciclo de 5min a 84°C, 38 ciclos de 40seg a
94°C, 45seg a 45°C e 1:30min 68°C e um ciclo final de extens&o de 4min a 68°C.

EXEMPLO 02: Seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos

Seqliéncia de nucleotideos correspondentes ectodominio de AMA-1 de P.vivax,
com o peptideo sinal HASS, os sitios das enzimas de restrigdo Eco RV e Kpn |, com o
codon de terminacéo estdo descritas na listagem de seqiiéncia (Seq 1D n° 01) (Tabela
1).

Tabela 1. A localizagdo das sequéncias de nucleotideos da proteina

recombinante (Seq ID. n°01).

Localizag&o dos Seqiiéncia Identificagéo
Nucleotideos
1-81 ATG.....ATG Peptideo sinal HASS
82-87 GAT ATC Sitio de Eco RV
88-135 CCA....CCG Residuo do pHIS-AMA-1
136-1470 CCT....CTA AMA-1
1471-1473 TAA Cédon de terminagao
1474-1479 GGT ACC Sitio de Kpnl
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Seqiéncia de aminoacidos correspondentes ectodominio de AMA-1 de P.vivax,
com o peptideo sinal HASS, os sitios das enzimas de restri¢do Eco RV e Kpn |, com o
codon {Seq. ID n® D2) (Tabela 2).

Tabela 2. A localizagdo dos aminoacidos da proteina recombinante (Seq 1D

n®02).
Seqiiéncia correspondente Aminoacidos
HASS : S 1-29
AMA-1 30 - 490
Codon de terminagéo 491 - 496
Sitio de clivagem para Kpn | 497 - 502

A seqéncia de nucleotideos da proteina recombinante foi confirmada por
seqlienciamento, utilizando os iniciadores especificos para AMA-1, citados acima, e
para o vetor pAdCMV-Link-1, sendo o senso correspondente a regido do promotor do
CMV (5’ACGGGGATTTCCAAGTCT 3'), e o anti-senso correspondente a cauda poli A
do SV40 (5" CACTGCATTCTAGTTGTGG 3'). A figura 2 apresenta a localizagao dos

iniciadores.

EXEMPLO 03: Estratégia de clonagem
- Clonagem no pAdCMV-link 1.

Para a clonagem no pAdCMV-Link1 o produto de PCR correspondente a AMA-
1 e o plasmideo foram digeridos com as enzimas de restricdo EcoRV e Kpn | (Figura
4). Ap6s as digestdes os fragmentos desejados foram purificados pelo kit Qiaquick gel
extraction (QIAGEN). O produto da ligagéo foi utilizado para transformar bactérias XL-
1 blue. Desta forma foi criado o pAdCMV-AMA-1 e figura 4 mostra a selegdo de clones

positivos.
- Clonagem do peptideo sinal HASS no pAdCMV-AMA-1

Foi utilizado o pAd32.1 que contém o peptideo sinal HASS. O pAdCMV-AMA-1
foi digerido com Bgl Il que lineariza o plasmideo, e o pAd32.1 com BamHl, originando
um fragmento de 717pb, sendo 92 bases correspondentes ao HASS e as 625 bases

restantes serviram para facilitar a clonagem(Figura5).




10

15

20

25

8/10

Bgl il e BamHI possuem extremidades compativeis, ou seja, extremidades
geradas com Bgl Il podem ser diretamente ligadas as extremidades de BamHI, mas
seus sitios de restricdo nao sdo regenerados, conforme representado na figura 6.

Apos digestdo os fragmentos foram entdo purificados e ligados conforme
mencionado anteriormente. Nesta clonagem foi criado o pAdCMV-HASS- AMA-1
parcial. A triagem dos clones positivos foi feita com Not |, sendo que os clones
positivos apresentam fragmentos de 2200pb e clones negativos 1500pb. Na figura 7

mostra a sele¢do de clones positivos.
- Digestdo com Eco RV do pAdJCMV-HASS- AMA-1 parcial

Os clones positivos pAdCMV-HASS-AMA-1 foram digeridos com EcoRV para
retirada das 625 bases adicionais. O fragmento maior de 8176 bases foi recortado do
gel de agarose para purificagdo com kit Qiaquick gel extraction (QIAGEN). O
plasmideo linearizado foi religado com a T4 DNA ligase, originando 0 pAdCMV-HASS-
AMA-1. Assim, nesta clonagem foi criado o pAdCMVHASS-AMA-1. A figura 8

demonstra esta etapa de clonagem.

EXEMPLO 04: PCR E RT-PCR a partir de células HEK 293 infectadas com os
adenovirus recombinantes para confirmar a presenc¢a do transgene
Amplificagbes de 1,4kb com os iniciadores especificos para AMA-1 foram
obtidas a partir de DNA e RNA extraidos de células HEK293A infectadas com o virus
recombinante AdAMA-1. Para o RNA total fez-se a reagao de transcri¢éo reversa e o
cDNA originado foi tratado com DNAse. Além dos iniciadores especificos para AMA-1
utilizamos também iniciadores especificos para gene E4 de adenovirus que amplificam
um fragmento de 500pb. Estas amplificagbes a partir de DNA viral € RNA viral indicam
que o adenovirus recombinante esta expressando a AMA-1. A figura 9 demonstra as

amplificagdes.

EXEMPL.O 05: Detecgéo das proteinas recombinantes por anticorpos

A deteccido das proteinas recombinantes por anticorpos foi feita por western
blot. Foram utilizados como anticorpos primarios soro de camundongos BALB/c
imunizados com as proteinas recombinantes. Como anticorpo secundario anti-

camundongo conjugado a peroxidase (Zymed).
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O extrato celular de células HEK293A infectadas com adenovirus recombinante
AdAMA-1 apresentou intensa reatividade com soro de camundongos BALB/c
imunizados com AMA-1. Este resultado confirma a expressio de AMA-1 pelo AdAMA-
1. Os animais foram imunizados por via subcutanea com 200ul de emuls@o Montanide
ISA 720 (30:70 proteina/oleo) com 20ug de proteina AMA-1 purificada. Foram feitas
duas imuniza¢des com intervalo entre elas de 3 semanas, em cada imunizagao, foram
aplicados 50ul em 4 pontos diferentes no dorso do animal, totalizando os 200ul. Os
soros foram coletados corh” 14 apés a ulti-mé _imuniza(;éo. A figura 10 apresenta a
reatividade de AMA-1, expressa em E.coli e em AJAMA-1, com soro murino.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS:

FIGURA 01: A: Vetor de transferéncia pAdCMV-Link-1: promotor do Citomegalovirus
(CMV), Sitio de clonagem, sitio de poliadenilagdo (poly A), regides de homologia com
HAdV5. m.u: unidade de mapa. B. HASS-AMA-1 clonado no pAdCMV-Link-1. O
peptideo sinal foi clonado no sitio de Bgl i, que apds a clonagem este sitio foi perdido
e AMA-1 foi clonada nos sitios de Eco RV e kpn |. * Sitios de enzimas utilizados para
clonagem de HASS- AMA-1: Bgl Il , Eco RV e Kpn |.

FIGURA 02: Representagdo esquematica do sitio de clonagem do pAdCMV-AMA-1,
promotor CMV e cauda poli A do SV40. A seqiléncia correspondente a HASS-AMA-1
localiza-se entre o sitio de Not | e kpn |. A localizagédo dos iniciadores utilizados esta

representada por setas.

FIGURA 03: Representacdo esquematica da recombinagdo homéloga entre os
plasmideos pAdCMV-HASS-AMA-1 e o pJM17: as regides de homologia no pAdCMV-
HASS-AMA-1 (Ad 0-1 e Ad 9 -16) sofrem pareamento e recombinagao com o pJM17 e
o cassete de expressao com AMA-1 é transferido para o genoma do adenovirus 5,

eliminando-se E1 com a inser¢ao pBR.

FIGURA 04: Selegac de clones positivos por digestdo com as enzimas de restricao
EcoRV e Kpn |. Clones positivos apresentam um fragmento de 1431pb. PM:1kb
promega, 1 a 4: clones positivos pAdCMV-AMA-1.
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FIGURA 05: Representacao esquematica do fragmento de 717pb do pAd32.1, que foi
inserido no pAdCMV-AMA-1, sendo que as 92 bases iniciais correspondem a

seqiéncia HASS.

FIGURA 06: Sitios de restricbes de BamHI e Bgl Il com extremidades compativeis.

FIGURA 07: Selegado de clones positivos por digestdo com Not I. Clones positivos
apresentam um fragmento de 2200pb. PM: 1kb promega, 2, 4: Clones positivos, 6:
clone negativo, 1, 3 e 5. DNA plasmidial ndo digerido dos respectivos clones nas

canaletas 2, 4 e 6.

FIGURA 08: Processo de clonagem do HASS no pAdCMV-AMA-1: 1: Digestao de
clone positivo pAdCMV-HASS-AMA-1 parcial com Not |, originando um fragmento de
2200pb 2: Digestdao do mesmo clone com Eco RV, originando um fragmento de 625pb
que foi eliminado do vetor. 3:Novo clone pAdCMV-HASS-AMA-1, que ao ser digerido
com Not | origina um fragmento com 1600pb, correspondente a sequéncia de HASS-
AMA-1.

FIGURA 09: PCR e RT-PCR a partir de DNA e RNA viral extraidos de HEK293A
infectadas com AdAMA-1. Amplicons de 500pb foram obtidos com iniciadores
especificos para 0 gene E4 de adenovirus (canaletas 1 a 3 - DNA viral e canaletas 4 a
7 - RNA viral) e amplicons de 1,4Kb foram obtidos com iniciadores especificos para
AMA-1 (canaletas 8 a 11 - DNA viral e canaletas 12 a 16 - RNA viral). 1:CP (controle
positivo) : pAdCMVAMA-1, 2: DNA viral, 3: CN (controle negativo), 4: RT-PCR de RNA
tratado com DNAse, 5: PCR de RNA tratado com DNAse, 6. CP. pAdCMVAMA-1, 7.
CN, 8:Padrao de peso molecular 1Kb Promega, 8: CP: pAdCMVAMA-1, 10: DNA viral,
11: CN, 12: RT-PCR de RNA tratado com DNAse, 13: PCR de RNA tratado com
DNAse, 14: CN, 15: CP.

FIGURA 10: AMA-1 recombinante expressa em E.coli e pelo Adenovirus detectadas
por anticorpos especificos utilizando soro de animais imunizados com AMA-1. rAMA-
1(Expressa em E.coli), AAMA-1(Expressa pelo adenovirus), CN:Controle negativo.
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REIVINDICAGOES

1- SEQUENCIA GENETICAMENTE MODIFICADA DO ANTIGENO AMA-1
DE PLASMODIUM VIVAX caracterizada pela sequéncia de DNA consistir na Seq.
ID N°(1).

5 2- PROTEINA RECOMBINANTE AMA-1 caracterizada pela sequéncia de

aminodcidos consistir na Seq. ID N°(2).

3- ADENOVIRUS DO TIPO 5 GENETICAMENTE MODIFICADO QUE
EXPRESSA O ANTIGENO AMA-1 RECOMBINANTE caracterizado por
compreender a Seq. ID N°(1).
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