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RESUMO

Plasmodium vivax € a espécie de plasmddio mais amplamente distribuida no mundo e,
no Brasil, € a principal espécie causadora da malaria. O reconhecimento da ocorréncia de
casos graves da doenca, em infeccbes causadas por P. vivax, tem direcionado diferentes
estudos visando determinar os mecanismos associados & morbidade e suscetibilidade a essa
espécie de parasito. Os autoanticorpos tém sido considerados importantes componentes da
resposta imune e seu potencial em determinar mecanismos imunoldgicos de destruicdo de
células infectadas e ndo infectadas durante a maléria tem sido considerado por nosso grupo.
Cerca de 1% a 5% do repertorio de 1gG e IgM circulantes no plasma sdo direcionados ao
epitopo a-Gal em individuos saudaveis, sendo tais anticorpos produzidos naturalmente em
resposta a estimulacdo antigénica por bactérias do trato gastrointestinal. Estudos mostram que
a producdo de anticorpos anti-a-Gal em algumas doencas parasitarias esta associada a
presenga do epitopo a-Gal no parasito. Antigenos com dominios a-Gal ja foram identificados
em estagios sanguineos de P. falciparum e a producdo de anticorpo anti-o-Gal tem sido
associada a protecdo contra a malaria. Assim, o presente estudo visa determinar a resposta de
anticorpos IgG e IgM anti-a-Gal durante a malaria causada por P. vivax. Para isso, pacientes
infectados por essa espécie tiveram seus niveis de 1gG e IgM anti-a-Gal mensurados por
ELISA e correlacionados as varidveis epidemioldgicas (idade), parasitoldgicas (parasitemia
detectada na gota espessa, exposi¢cdo prévia a maléria), clinicas (presenca de anemia,
trombocitopenia) e hematoldgicas (sistema ABO). Individuos com infeccdo patente por P.
vivax apresentaram niveis elevados de anticorpos 1gG e IgM anti-a-Gal, indicando que tais
imunoglobulinas podem desempenhar papel importante na infeccdo por esta espécie. Nao foi
observada nenhuma associacdo entre os niveis de anticorpos anti-a-Gal e 0s grupos
sanguineos do sistema ABO. Foi verificada uma associagdo positiva apenas entre 1gG anti-a-
Gal e a parasitemia em pacientes com maldria vivax. Entretanto, tais anticorpos nao
estimularam a fagocitose de eritrocitos ndo infectados in vitro, independente do grupo
sanguineo. Tais resultados podem contribuir para o melhor entendimento da resposta imune
do hospedeiro durante a malaria vivax e possibilitar, a longo prazo, o desenvolvimento de

estratégias de controle da doencga em paises endémicos.

Palavras-chave: malaria vivax, autoanticorpos, anticorpos anti-oa-Gal
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ABSTRACT

Plasmodium vivax is the most widely distributed plasmodium species in the world. In
Brazil it is the main species associated with malaria infection. The recognition of occurrence
of severe malaria cases in P. vivax infections has directed different studies to determine the
mechanisms associated with morbidity and susceptibility to this parasite. Autoantibodies have
been considered important components of the immune response and their potential to
determine immunological mechanisms of destruction by infected and uninfected cells during
malaria has been considered by our group. About 1% to 5% of circulating IgG e IgM
antibodies repertoire are targeted to a-Gal epitope in healthy individuals and such antibodies
are naturally produced in response to antigenic stimulation by bacteria of the gastrointestinal
tract. Studies have shown that production of anti-a-Gal antibodies in some parasitic diseases
is associated with presence of a-Gal epitope in the parasite. Antigens with a-Gal domains
have already been identified in asexual blood stages of P. falciparum and anti-a-Gal antibody
production has been associated with protection against malaria. Thus, the present study aims
to determine the response profile of anti-a-Gal IgG and IgM antibodies during P. vivax
malaria. For this purpose, P. vivax infected patients had their anti-a-Gal IgG and IgM
antibodies levels measured and correlated to epidemiological (age), parasitological (parasite
levels detected using thick blood smears, previous exposure to malaria), clinical (presence of
anaemia and thrombocytopenia) and haematological variables (ABO blood group system). P.
vivax infected individuals showed elevated levels of anti-a-Gal 1gG and IgM antibodies,
indicating that such immunoglobulins could play an important role in malaria vivax. No
association was observed between anti-a-Gal antibody levels and blood groups of ABO
system. A positive association was found between anti-a-Gal 1gG and parasitemia in patients
with vivax malaria. However, such antibodies did not stimulate phagocytosis of uninfected
erythrocytes in vitro, independent of blood group. Such results may contribute to a better
understanding of the host immune response during vivax malaria and, in long term, it may

allow the development of disease control strategies in endemic countries.

Key words: vivax malaria, autoantibodies, anti-a-Gal antibodies.
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1. INTRODUCAO

1.1. Situacao atual da maléria

A maléria € uma das doencas parasitarias mais comuns em paises localizados nas
regides tropicais e subtropicais do mundo e é responsavel por elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, sendo considerada uma das doengas infecciosas de maior relevancia em termos
de saude publica (MILLER et al., 2002; KESTEMAN et al., 2014; MURRAY et al., 2014).
Porém, devido a implementacdo, em grande escala, de medidas visando o controle e a
eliminacdo da maléaria em todo o mundo, nas ultimas duas décadas houve um grande

progresso no combate a essa doenca.

De acordo com o relatério mundial sobre o paludismo, elaborado pela Organizacéo
Mundial da Saide (OMS) em 2016, entre os anos 2000 e 2015, a incidéncia de casos de
maléria diminuiu em 41% e a taxa de mortalidade diminuiu em 62%. No inicio de 2016, a
maldria foi considerada endémica em 91 paises e territorios, contrastando com os 108 paises

considerados endémicos em 2000 (Figura 1).

Paises endémicos para malaria, 2016. I Paises endémicos em 2000, mas ndo endémicos em 2016.

| Paises ndo endémicos para maléria, 2000. Néo aplicavel.

Figura 1: Paises endémicos para malaria em 2000 e 2016. Fonte: World Health Organization, World
Malaria Report 2016.
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Apesar deste notavel progresso, entre 2014 e 2016 ocorreu um aumento substancial na
incidéncia de casos de malaria em varias regides, inclusive na América do Sul. Tal doenca
continua tendo um impacto devastador na saude e na vida de muitas pessoas, principalmente
no continente africano, onde foram registrados 90% dos casos de maléaria em 2016, seguido
pela regido sudeste da Asia, que foi responséavel por 7% dos casos. Segundo a Organizacio
Mundial da Salde, cerca de 3,2 bilhdes de pessoas encontram-se sob o risco de adquirir
maléria e, em 2016, foram registrados 216 milhdes de novos casos da doenca em todo o
mundo, em comparacao com os 211 milhdes de casos em 2015 e com os 237 milhdes de casos
em 2010 (WHO, 2017).

Estima-se que, em 2015, ocorrreram 446.000 oObitos devido a malaria em todo o
mundo, seguido por 445.000 mortes em 2016. Embora no periodo compreendido entre 2010 e
2016 todas as regides do globo tenham apresentado uma reducdo nas taxas de mortalidade,
entre 2015 e 2016 houve um aumento dessa taxa em regiGes da América do Sul e do
Mediterraneo (WHO, 2017).

Diante da necessidade de acelerar os progressos na redugdo dos impactos causados
pela doenca, a Organizacdo Mundial da Salde desenvolveu a “Estratégia Técnica Global para
Malaria 2016-2030”, que visa diminuir a transmissao da doenca em pelo menos dez paises a
partir de 2016. As estratégias focam em reduzir, em nivel mundial, a incidéncia de casos de
malaria e as taxas de mortalidade em pelo menos 40% até 2020 e, posteriormente, em 90% até
2030. A OMS também tem como objetivo eliminar a maléaria em 35 paises nos proximos 12
anos. O documento enfatiza a necessidade do alcance universal das medidas de prevencéo,
diagnostico e tratamento da malaria nas populacdes de risco. Além de destacar que a
vigilancia em malaria deve ser a principal estratégia. O documento reconhece também a
importancia da investigacdo e da inovacdo para que 0s objetivos sejam alcancados e resume,

ainda, os custos globais estimados para sua implementacéo.

Cinco espécies de Plasmodium sdo capazes de infectar seres humanos: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi, sendo esta Ultima considerada de cardter zoondtico no continente asiatico
(COLLINS & BARNWELL, 2009). Ha, ainda, outras espécies de Plasmodium, como

Plasmodium brasilianum e Plasmodium simium, nas Américas, que infectam primatas nao
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humanos e também tém o potencial de infectar seres humanos (LALREMRUATA et al.,
2015; DE ALVARENGA et al., 2018). Devido a sua associagdo a elevados niveis de
mortalidade, P. falciparum é considerada a espécie mais virulenta, principalmente no
continente africano (GETHING et al., 2016; MURRAY et al., 2012), onde foi responsavel por
99% dos casos de malaria em 2016 (WHO, 2017). J& P. vivax, por sua vez, € a espécie mais
amplamente distribuida no mundo (GUERRA et al., 2010) e é responsével por mais de 50%
dos casos de maléria registrados fora da Africa (MENDIS et al., 2001). Essa é também a
espécie predominante nas Américas, representando 64% dos casos de malaria que ocorrem na
regido (WHO, 2017).

No que se refere ao Brasil, nas ultimas décadas tem-se observado uma queda
significativa no nimero de casos de maléria, sendo que em 2016 o pais registrou 0 menor
namero desde 1981, o que pode ser considerado um grande éxito no combate a doenca
(WALDMAN et al., 1999). No entanto, em 2017 houve uma mudanga nesse panorama: 0
numero de casos de malaria aumentou novamente, totalizando cerca de 194 mil registros. Isto
é, em 2017 houve um aumento de 51% no nimero de casos da doenca comparado com 2016
(SIVEP-Malaria/SVS — Ministério da Salde). Essa intensificacdo da malaria no Brasil

ocorreu apds seis anos de sucessivas quedas no nimero de casos da doenca no pais (Figura2).
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Figura 2: Evolugdo do nimero de casos de maléaria no Brasil entre 2007 e 2017. Fonte: Ministério da
Saude - Sinan/SVS/MS e Sivep - Malaria/SVS/MS.
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Portanto, a maléria ainda é considerada um grande problema de salde publica no
Brasil, principalmente na regido que compreende os estados da Amazoénia Legal (conceito
politico que engloba a totalidade de oito estados: Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso,
Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins; e parte do estado do Maranhdo). Nessa regido, em 2016
foram registrados cerca de 128 mil casos da doenga e em 2017 foram mais de 193 mil casos.
Ja em 2018, até o més de junho ja foram notificados 88.340 casos de maléria, nUmero 23%
maior que o0 observado no mesmo periodo em 2017, o que mostra que 0 quadro
epidemioldgico desta doenca é preocupante (SIVEP-Malaria / SVS — Ministério da Saude)
(Figura 3). Diante de tal cenario, € preciso refletir sobre o que esta contribuindo para o
fenbmeno recente de expansdo da malaria na regido amazonica. Dentre os diversos fatores
qgue podem estar envolvidos, destaca-se a fragilidade das medidas de controle da doenca e,
também, a menor importancia que o poder publico vem atribuindo a malaria, tanto nos

ambitos federal, estadual quanto municipal.

Legenda
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Figura 3: Mapa de risco da maléaria por municipio de infecgdo, Brasil, 2017. As diferentes cores
indicam o risco de transmissdo de malaria, que foi estimado a partir da IPA = Incidéncia Parasitaria
Anual (nimero de exames positivos de malaria por 1000 habitantes em uma determinada éarea, no
periodo de um ano). Baixo risco (IPA menor que 10 casos/mil hab.), Médio risco (IPA entre 10 e 49

21



casos/mil hab.) e Alto risco (IPA igual ou maior que 50 casos/mil hab.). Fonte: Ministério da Saude -
Sinan/SVS/MS e Sivep - Malaria/SVS/MS.

Dentre as trés espécies que ocorrem no Brasil, P. vivax é a espécie predominante,
sendo responsavel por 83,7% dos casos de maléria registrados no pais (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010). A espécie P. falciparum também é encontrada, porém, em menores
proporc¢oes, cerca de 15% dos casos, enquanto P. malariae permanece com transmissdo baixa
e pontual, correspondendo a menos de 1% dos casos confirmados (SIVEP-Malaria / SVS —
Ministério da Saude). Entretanto, vale ressaltar que a real distribuicdo e prevaléncia de P.
malariae permanece desconhecida, uma vez que a utilizacdo da gota espessa para diagndstico

especifico da infeccdo ndo permite a exata diferenciacao entre esta espécie e o P. vivax.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, os estados do Acre e Amazonas, juntos,
sdo responsaveis por 45% dos casos da doenca verificados no pais (WHO, 2017) e ¢
importante lembrar que a transmissdo da doenca estd geralmente relacionada as condicdes
ambientais e socioculturais (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Apesar de as infecgdes por
P. vivax raramente resultarem em &bito, esta espécie ndo deve ser negligenciada, pois, nos
ultimos anos, o numero de casos de malaria grave causada por P. vivax aumentou
consideravelmente (ALEXANDRE et al., 2010; LACERDA et al., 2012; SIQUEIRA et al.,
2015). Além disso, tem sido relatada em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil, a
ocorréncia de cepas resistentes aos principais antimalaricos utilizados no tratamento da
doenca (SANTANA FILHO et al., 2007).

Todos os fatos acima mencionados justificam a necessidade de estudar mais esta
espécie em uma tentativa de se desenvolver novos métodos e estratégias de intervengdo, com

0 objetivo de controlar efetivamente a malaria.

1.2 Ciclo Biolégico de Plasmodium

A malédria é uma infecgdo parasitaria cujo agente etiologico pertence ao filo
Apicomplexa, familia Plasmodidae, género Plasmodium. O ciclo de vida desse parasito

(Figura 4) inicia-se quando sua forma infectante, denominada esporozoito, é inoculada na
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pele do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo realizado por fémeas de mosquitos
do género Anopheles parasitadas. Esporozoitos sdo formas evolutivas alongadas com ndcleo
central e extremidades afiladas, podendo ser inoculados, juntamente com a saliva, de 15 a 200
esporozoitos (MEDICA & SINNIS, 2005).

Esporozoitos inoculados
pelo inseto

Ruptura oocisto

Gametas
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Figura 4: Ciclo bioldgico de Plasmodium vivax. Fonte: Adaptado de MUELLER et al., 2009.

Cerca de uma hora apés a infeccdo, em torno de 50% do total de esporozoitos
inoculados na pele do hospedeiro deixam o local da picada, sendo que aproximadamente 30%
deles alcangam os vasos linfaticos, de onde sdo drenados até os linfonodos mais proximos, e a
maioria é degradada e destruida por células dendriticas. Os outros 70% dos esporozoitos, por
sua vez, podem migrar e alcancar a corrente sanguinea, sendo transportados passivamente até
o figado (AMINO et al., 2006; EJIGIRI & SINNIS, 2009). Para que a infec¢do por
Plasmodium seja estabelecida, os esporozoitos devem alcancar, via circulacdo sanguinea, o
endotélio do figado e invadir as celulas-alvo, os hepatocitos, onde véo se desenvolver, dando
inicio a fase hepética (ou exo-eritrocitica) da infec¢do. Para isso, o parasito deve ser capaz de

atravessar o estreito espaco existente entre os capilares sinuséides e os hepatdcitos (espaco de

23



Disse), onde estdo presentes as células de Kupffer, que sdo os macrdfagos residentes no
figado. Essa travessia é realizada por meio da migracdo ativa dos esporozoitos, que, dessa
maneira, conseguem atravessar a barreira endotelial e entrar nos hepatdcitos. Tal capacidade
desenvolvida pelos esporozoitios, de migrar ativamente, é fundamental para que o parasito
possa invadir as células do figado (VANDERBERG & STEWART, 1990; ISHINO et al.,
2004; DOUGLAS et al., 2015).

A interagdo entre o parasito e as células hepaticas pode ocorrer de diferentes maneiras.
Foi demonstrado que, inicialmente, 0s esporozoitos atravessam os hepatdcitos dentro de
vacuolos transitérios que antecedem a formacao do vacutolo parasitéforo, em um processo que
ndo requer a remodelacdo da membrana do vactolo nem a liberacdo de organelas do parasito
envolvidas no processo de invasdo. Em seguida, os esporozoitos sdo internalizados por meio
de uma juncao movel, que originara o vacuolo parasitoforo (RISCO-CASTILLO et al., 2015).
Os esporozoitos podem, também, induzir o rompimento da membrana plasmatica do
hepatdcito e atravessa-la, deslizando através do seu citoplasma (MOTA et al., 2001; MOTA et
al., 2002; MOTA & RODRIGUEZ, 2004). Em um trabalho realizado em 2014,
FORMAGLIO e colaboradores monitoraram, in vivo, a atividade migratoria dos esporozoitos
na pele, assim como avaliaram a integridade da membrana celular ao longo do tempo, e
observaram que a maioria das células atravessadas ndo sobrevive apds a passagem do
parasito, possivelmente devido ao comprometimento da permeabilidade de suas membranas
(FORMAGLIO et al., 2014).

Apesar de ndo apresentarem cilios ou flagelos, 0s esporozoitos sdo capazes de se
movimentar através da reorientacdo da proteina Circum-esporozoito (CS - Circum-
sporozoite) e da Proteina Adesiva Associada a Trombospondina (TRAP — Thrombospondin-
Related Anonymus Protein), que sdo fundamentais para a interacdo entre o parasito e as
células do hospedeiro. Tais proteinas permitem que o parasito possa deslizar sobre substratos
solidos, incluindo superficies de células hospedeiras. Essa movimentacdo, caracteristica de
organismos Apicomplexa, recebe o nome de gliding motility (“deslizamento”) e é definida
pela auséncia de qualquer modificacdo na forma da célula em movimento, como a formagéo

de pseudépodes, e pela dependéncia de um substrato (MENARD, 2001).
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A proteina CS é uma molécula multifuncional que desempenha um papel crucial em
diversas etapas do ciclo de vida do Plasmodium, por exemplo, no desenvolvimento do
parasito no interior do vetor, na invasdao das glandulas salivares do mosquito e também na
invasdo de células do figado do hospedeiro vertebrado, sendo a proteina mais abundante na
superficie dos esporozoitos. Tal proteina interage com os proteoglicanos de heparan-sulfato
presentes nos hepatécitos, facilitando assim a internalizagdo do parasito (FREVERT et al.,
1993; EJIGIRI & SINNIS, 2009). Ja a proteina TRAP contribui para o deslocamento (gliding)
dos esporozoitos e para o reconhecimento de receptores nas glandulas salivares dos mosquitos
e nas células hepéticas, além de ser essencial para que o0 parasito possa invadir os hepatocitos
(AKHOURI et al., 2008).

Tem sido demonstrado que 0s esporozoitos atravessam diversos hepatdcitos antes de
se estabelecerem e se desenvolverem no interior de uma dessas células, de modo que essa
rpida migracdo parece ser fundamental para que o parasito possa evadir do sistema imune do
hospedeiro durante a fase inicial da malaria (MOTA et al., 2001; MOTA et al., 2002; AMINO
et al., 2008). Estudos tém sugerido que a proteina CS também estaria envolvida na modulacao
do perfil invasor dos esporozoitos. COPPI e colaboradores, em 2011, mostraram que tal
proteina apresenta dois estados conformacionais diferentes: uma conformacéo na qual o
dominio C-terminal estd exposto, o que favorece a invasdo dos hepatocitos, e uma
conformacao na qual a regido N-terminal encobre esse dominio, mantendo 0s esporozoitos em
um estado migratorio (COPPI et al, 2011). Alguns estudos sugerem que o inicio do processo
de invasdo estd associado aos niveis de proteoglicanos de heparan-sulfato presentes na
superficie dos hepatocitos. Assim, o contato dos esporozoitos de Plasmodium com células que
expressam niveis aumentados desses proteoglicanos ativaria o0 processo de invasdo, alterando
o fendtipo dos esporozoitos de migratorio para invasor. Por outro lado, o contato dos
esporozoitos com células que expressam menores niveis de proteoglicanos de heparan-sulfato
resultaria em uma migracdo continua dos esporozoitos através das células, com auséncia de
invasao (COPPI et al., 2007; EJIGIRI & SINNIS, 2009).

Apos invadir o hepatécito e formar o vacuolo parasitoéforo, onde se estabelece, os
esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos pré-eritrociticos, que durante a reproducgdo
assexuada se multiplicam, por esquizogonia, originando esquizontes teciduais. Tais

esquizontes sdo formas evolutivas arredondadas, multinucleadas e com citoplasma unico, que
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se transformam em milhares de merozoitos (SILVIE et al., 2008). Estes, por sua vez, sdo
liberados por meio dos “merossomos”, que sdo vesiculas formadas a partir da evaginacéo da
membrana dos hepatdcitos. Ao chegarem aos vasos sanguineos, a membrana dos merossomos
desintegra-se, liberando 0s merozoitos na corrente sanguinea. Sa0 0S MeErossomos que
possibilitam aos merozoitos sua evasao do sitema imune do hospedeiro durante sua migracéo
do figado até a circulagdo sanguinea, garantindo, assim, que a infec¢do das células sanguineas
ocorra de forma eficiente (STURM et al., 2006). E importante destacar que P. vivax apresenta
algumas particularidades em seu ciclo de vida, por exemplo, a capacidade de alguns
esporozoitos permanecerem nos hepatdcitos por longos periodos, como formas dormentes
denominadas “hipnozoitos”, antes de iniciar a infeccdo sanguinea. 1sso explica as recaidas

tardias que podem ocorrer apds a cura da infeccdo (WHITE, 2011).

Inicia-se, entdo, a fase sanguinea (ou eritrocitica), na qual os merozoitos infectam os
eritrécitos de maneira especifica, sendo que P. vivax infecta preferencialmente reticuldcitos,
enquanto P. falciparum é capaz de invadir hemacias de todas as idades. Os receptores
denominados antigenos do grupo sanguineo Duffy (Fy), presentes na superficie dos
eritrécitos, sdo importantes para que o P. vivax possa invadir essas células (HANS et al.,
2005). Em um estudo realizado com soros de individuos do Brasil, em 2011, foi mostrado que
um polimorfismo (Fy* / Fy®) no antigeno Duffy dos eritrdcitos reduz a suscetibilidade a
maldria causada por P. vivax, uma vez que essa mutacdo diminui consideravelmente a ligacao

do parasito a superficie do eritrocito (KING et al., 2011).

O contato entre merozoitos e eritrocitos é mediado por interacGes de baixa afinidade
entre as proteinas de superficie das hemacias e do parasito. A membrana do eritrocito envolve
0 merozoito, que se reorienta, fazendo com que sua extremidade apical entre em contato
direto com a membrana do eritrécito. Em seguida, interacGes especificas ligante-receptor
mediadas por proteinas das familias EBA (Erythrocyte Binding Antigens) e PfRh (P.
falciparum Reticulocyte-binding protein Homologs) déo inicio ao processo de invasao. Tal
processo esta associado ao fluxo de célcio para dentro da hemacia, 0 que permite a deposicao
do complexo de proteinas RON (Rhoptry Neck protein) no interior da membrana do eritrdcito
e a ligacdo direta da proteina AMA-1 (Apical Membrane Antigen-1), formando uma juncéo

movel. O parasito, entdo, empurra a membrana da heméacia a0 mesmo tempo em que 0
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conteido das roptrias é liberado, formando a membrana do vacuolo parasitoforo, que ira
envolver o merozoito (COWMAN et al., 2016).

Ap0s invadir os eritrocitos, os merozoitos transformam-se em trofozoitos jovens e, em
seguida, transformam-se em trofozoitos maduros. O desenvolvimento intra-eritrocitico do
parasito se da por esquizogonia, seguida pela formacéo de esquizontes. Com o rompimento do
esquizonte e consecutiva ruptura da membrana do eritrécito, sdo liberados na corrente
sanguinea 0s merozoitos que invadirdo novos eritrécitos. ApoOs algumas geracdes de
merozoitos sanguineos, dentro do eritrécito infectado ocorre a diferenciacdo do parasito em
gametocito masculino e feminino, isto é, o estagio sexuado do parasito que infecta as fémeas
do mosquito Anopheles, dando inicio a fase sexuada do ciclo. A fase eritrocitica é responsavel
pelas manifestacdes clinicas da doenca, devido ao rompimento dos eritrécitos e consequente

liberacdo de antigenos, pigmento malarico e do préprio parasito.

Durante seu desenvolvimento, os gametdcitos apresentam cinco estagios morfologicos
distintos. Inicialmente, os estagios I e 1l sdo morfologicamente parecidos, sendo que ao final
do segundo estagio ja é possivel distinguir os gametdcitos de trofozoitos assexuados. Os
estagios Il e IV sdo mais alongados, enquanto gametdcitos do estagio V apresentam
extremidades mais arredondadas. Sabe-se que hemacias parasitadas com gametdcitos sdo
sequestradas na medula dssea, de onde migram para o espaco extravascular. O aumento da
rigidez dos gametocitos imaturos favorece sua maturacdo no sistema hematopoiético. Os
gametocitos maduros deixam este microambiente, provavelmente devido a restauracdo de sua
deformabilidade, e retornam para a circulacdo sanguinea, sendo preferencialmente
sequestrados nos microcapilares da pele, onde tornam-se facilmente acessiveis ao mosquito
vetor (DE NIZ et al., 2018).

No ciclo sexuado, os gametécitos formados no hospedeiro vertebrado sdo ingeridos
por um mosquito anofelino fémea durante a hematofagia. Somente hemacias contendo
gametocitos conseguem sobreviver no intestino do mosquito anofelino, onde ocorre hemdlise
e as outras formas do parasito sdo destruidas. Para que o processo de gametogénese ocorra €
necessario que o gametocito saia da hemacia, entdo, devido a temperatura menor que 30°C e
ao aumento do pH no intestino médio do mosquito, o gametécito feminino transforma-se em

um macrogameta e o gametocito masculino d& origem a oito microgametas. Ainda nesse
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6rgdo, ocorre a fusdo do macrogameta com um microgameta, formando o ovo (zigoto), que
apos 24 horas se transforma em uma forma moével capaz de se movimentar por meio das
contragdes do corpo do inseto, recebendo o nome de oocineto. Esse atravessa a matriz
peritrofica e migra até a parede do intestino médio do inseto, onde se adere na camada

epitelial do 6rgéo e passa a ser chamado de oocisto.

Entdo, da-se inicio o processo de divisdo esporogbnica e, apos 9 a 14 dias a partir da
infeccdo, ocorre a ruptura da parede do oocisto e séo liberados na hemolinfa do anofelino os
esporozoitos formados durante a esporogonia. Os esporozoitos sao carreados até as glandulas
salivares do mosquito, migram para o canal central da glandula e posteriormente para o ducto
salivar, onde serdo inoculados no hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva, durante o

préximo repasto sanguineo infectante, reiniciando o ciclo (MUELLER et al., 2009).

1.3. A anemia na maléaria vivax

O quadro de manifestacGes clinicas na malaria € amplo, variando desde infeccbes
assintomaticas até casos de doenca grave e Obito (ANSTEY et al., 2012). A apresentacao
clinica da doenga esta relacionada a diversos fatores: do parasito, como espécie, taxa de
multiplicacdo, polimorfismos e resisténcia a drogas; do hospedeiro, como imunidade e
aspectos genéticos; e também fatores geograficos e sociais, como intensidade da transmisséo,
aspectos culturais e econémicos, politicas de saude e acesso ao tratamento (MILLER et al.,
2002; QUINTERO et al., 2011).

Sabe-se que P. falciparum € a mais virulenta dentre as espécies de Plasmodium que
infectam humanos e a maior patogenicidade atribuida a essa espécie esta relacionada a sua
capacidade de aderir ao endotélio dos capilares sanguineos de 6rgdos vitais, como cérebro e
pulmdo. A citoaderéncia de eritrécitos infectados por essa espécie envolve multiplos fatores
do parasito e do hospedeiro, associando-se as complicacGes clinicas na maléria grave, como
maldria cerebral, malaria associada a gravidez e a sindrome do desconforto respiratorio
(WASSMER et al., 2015). Interessantemente, CARVALHO e colaboradores, em 2010,
demonstraram que eritrocitos infectados por P. vivax também sdo capazes de se aderir a

diferentes receptores de células endoteliais pulmonares, cerebrais e da microvasculatura
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placentéria, porém, em menores taxas quando comparado com P. falciparum (CARVALHO
etal., 2010).

Embora as infec¢des por P. vivax tenham sido consideradas benignas durante muitos
anos, estudos realizados em diversos paises tém mostrado que P. vivax também pode causar
manifestacdes clinicas graves, como maléria cerebral, faléncia renal, sindrome respiratoria e
anemia grave, além de outras complicacBes, mostrando que o termo “benigna” ndo é mais
apropriado para a malaria vivax (ANSTEY et al., 2009; KASLIWAL et al., 2009,
WASSMER et al., 2015).

Além disso, ja foi relatado em diversos paises, inclusive no Brasil, a ocorréncia de
cepas resistentes a cloroquina, que é uma das principais drogas utilizadas no tratamento da
doenca (BAIRD et al., 2011; CHEHUAN et al., 2013). Tal fato constitui um grande problema,
uma vez que o desenvolvimento de novos farmacos é dificultado devido a auséncia de um

bom sistema de cultivo in vitro para P. vivax.

Assim como na maléria causada por P. falciparum, individuos expostos a malaria
vivax tendem a desenvolver uma imunidade protetora, de forma que as manifestacdes clinicas
graves da doenca sdo observadas principalmente em criancas menores de cinco anos de idade
(MUELLER et al., 2009). Sabe-se que infec¢des por P. vivax provocam um quadro clinico de
febre, mesmo em infeccBes com baixas parasitemias, e estdo associadas a producdo de altos
niveis de citocinas pré-inflamatdrias, porém, pouco se sabe sobre o papel da resposta imune

do hospedeiro na patologia das infec¢bes por essa espécie (MILLER et al., 2002).

A anemia é uma manifestacdo clinica tipica de infecdes por P. vivax e é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade, principalmente em gestantes e criancas com
menos de cinco anos de idade que residem em areas endémicas (GENTON et al., 2008). Sabe-
se que eritrocitos sdo destruidos durante o desenvolvimento intra-eritrocitico do parasito, mas
tal fato ndo é suficiente para explicar a anemia como manifestacdo clinica da maléria.
Principalmente em infeccbes causadas por P. vivax, uma vez que esta espécie infecta apenas
reticuldcitos, que correspondem a cerca de 1 a 2% do nimero total de eritrocitos (KITCHEN
et al., 1938). Além disso, estudos realizados com P. falciparum mostraram que ndo hé relacéo
direta entre a carga parasitaria e a gravidade da infeccdo em areas endémicas (DONDORP et
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al., 1999), o que sugere gue outros mecanismos podem contribuir para o desenvolvimento da

anemia em infeccOes causadas por P. vivax.

A destruicdo de hemdcias ndo parasitadas € uma caracteristica marcante na malaria
vivax. Estudos estimaram que em infec¢Bes causadas por P. vivax, para cada célula infectada,
aproximadamente 32 hemécias normais sdo destruidas (COLLINS et al., 2003), enquanto que
em infecgdes causadas por Plasmodium falciparum esta proporcdo é menor: cerca de nove
hemacias ndo infectadas sdo removidas da circulacdo para cada célula infectada por esta
espécie (JAKEMAN et al., 1999). Sendo assim, se faz necessario investigar quais seriam 0s
mecanismos envolvidos na destruicdo de hemécias ndo parasitadas, uma vez que a patogénese
da anemia associada a malaria é complexa e multifatorial. Embora os mecanismos envolvidos
na remocdo precoce de células vermelhas normais ainda ndo estejam esclarecidos, acredita-se
que esta remocdo pode estar relacionada a diversos fatores como antigenos do parasito,
citoaderéncia, citocinas, estresse oxidativo e auto-anticorpos (CASTRO-GOMES et al.,
2014).

Assim como em outras doencas infecciosas que podem causar anemia, durante a
malaria também ocorre a producdo de auto-anticorpos contra uma grande variedade de
antigenos, como proteinas do citoesqueto (TERNYNCK et al., 1991), proteinas de membrana
(ARESE et al., 2005), enzimas (RITTER et al., 1993), fosfolipidios (CONSIGNY et al., 2002)
e motivos de carboidratos, como o epitopo a-Gal (RAVINDRAN et al., 1988). No entanto,
estudos com P. vivax sobre esse tema sdo escassos e a relagéo entre auto-imunidade e anemia
na malaria vivax ainda é pouco conhecida, principalmente acerca do papel desempenhado

pelas imunoglobulinas G (IgG) e M (IgM) nesse contexto.

Alguns estudos verificaram uma associacdo entre 0s niveis de autoanticorpos e a
sintomatologia clinica na malaria, sugerindo a utilizacdo dessas moléculas como
biomarcadores de gravidade. Ja foi demonstrado, por exemplo, que 0s niveis de
autoanticorpos 1gG contra antigenos do cérebro estdo aumentados em pacientes de regides
endémicas infectados por P. falciparum, relacionando tais imunoglobulinas com a gravidade
da doenga (GUIEYEDI et al., 2007; BANSAL et al., 2009). Também j& foi relatada a

producdo de autoanticorpos em infeccbes maléricas, correlacionando essas moléculas a
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patogénese da anemia associada a doenca (FACER, 1980; BERZINS et al., 1983;
FONTAINE et al., 2010).

Em um estudo realizado com modelo murino, foi observado qua a infec¢do por P.
yoelii induz a producdo de autoanticorpos anti-fosfatidilserina que se ligam a superficie de
eritrécitos ndo infectados, contribuindo para a anemia. Neste mesmo trabalho foi mostrado
que pacientes infectados por P. falciparum também apresentam tais anticorpos, sendo 0s
mesmos correlacionados com a anemia p6s malaria (FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016).
Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa verificaram que pacientes anémicos
infectados por P. vivax apresentam maiores niveis de anticorpos contra proteinas de hemacias
guando comparados com pacientes infectados ndo anémicos. Tais anticorpos foram
associados a maior rigidez na membrana das hemacias, o que diminui a flexibilidade dessas
células, bem como ao aumento da fagocitose por macréfagos, contribuindo, assim, para a
anemia na malaria vivax (ZITHA, 2014; MOURAO et al., 2016; MOURAO et al., 2018).

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado a aquisicdo de protecdo clinica
associada a producdo de anticorpos IgG contra antigenos da superficie de merozoitos, em
individuos de &reas de transmissdo endémica na Papua Nova Guiné e no Brasil (KING et al.,
2008; NOGUEIRA et al., 2006). Uma vez que individuos que residem em areas endémicas
para malaria sdo repetidamente expostos a multiplos antigenos, a caracterizacdo dos padrdes
de resposta imune induzidos por diferentes antigenos e a associacdo dessa resposta a
parametros indicativos de morbidade podem contribuir para o desenvolvimento de vacinas,
além de ampliar nosso conhecimento acerca dos aspectos imunoldgicos envolvidos na

malaria.

Alem disso, diante da atual escassez de dados sobre os mecanismos envolvidos na
patogénese da anemia na maldria vivax, faz-se necessario investigar mais profundamente
quais fatores estdo envolvidos neste processo, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de

novas estratégias de controle para a maléaria.

1.4, O epitopo a-Gal
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Epitopo a-Gal é a nomenclatura atribuida ao carboidrato de formula molecular
Galal,3Galp1,4GIcNAc-R (Figura 5). Tal molécula esté presente nas cadeias de carboidratos
dos glicolipideos e glicoproteinas de macacos do Novo Mundo, prosimios e de mamiferos ndo
primatas. Em contraste, 0 epitopo oa-Gal ndo € expresso em células de seres humanos e
macacos do Velho Mundo, sendo estes organismos capazes de produzir, naturalmente,
grandes quantidades de anticorpos contra o epitopo a-Gal (GALILI et al., 1987; GALILI et
al., 1988).

OH OH
0
HO OH on
OH 0 OH
0 o) O
oH HO
AcHN
0
R

Figura 5: Formula estrutural do epitopo a-Gal (Galal,3Galp1,4GIcNAc-R). Fonte: Adaptado de
SCHOCKER et al, 2016.

Dentro do aparelho de Golgi das células de mamiferos ndo primatas, a enzima a-1,3-
galactosiltransferase (a0-1,3-GT) produz o epitopo o-Gal em cadeias de glicoproteinas,
glicolipideos e proteoglicanos (GALILI, 2013). Essa enzima catalisa a transferéncia do
residuo de galactose fornecido por um acgucar, a Uridina difosfato galactose (UDP-Gal), ao
radical exposto de N-acetilglicosamina (Galf1,4GIcNAc-R), gerando o epitopo a-Gal
(BLANKEN & VAN den EIJNDEN, 1985; GALILI et al., 2015), como pode ser visto na
figura 6.
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Figura 6: Sintese do epitopo o-Gal (identificado por retdngulos com linhas tracejadas) em
glicoproteinas (A) e em glicolipidios (B), e também a ligacdo de anticorpos anti-a-Gal. Fonte:
GALILI, 2015.

A inativacdo do gene que codifica a enzima o-1,3-GT é responsavel pela ndo
expressdo do epitopo a-Gal em macacos do Velho Mundo e hominideos (grupo dos
Catarrhini) e ocorreu ha aproximadamente 28 milhdes de anos. Tem sido especulado que um
patdgeno, possivelmente um virus, bactéria ou protozoario, endémico da Euréasia e Africa
pode ter exercido uma pressdo evolutiva que favoreceu os primatas que ndo expressavam 0
epitopo a-Gal em suas células (GALILI & SWANSON, 1991; GALILI, 2015). Assim, esses
primatas desenvolveram a capacidade de produzir, naturalmente, elevados titulos de
anticorpos contra o epitopo a-Gal como um mecanismo de protecdo contra determinados

patdgenos que expressassem este epitopo (MACHER & GALILI, 2008).

RAMASAMY e colaboradores, em um estudo realizado em 1977, sugeriram que uma
especie de Plasmodium (provavelmente parasito de aves ou répteis), adaptou-se para infectar
primatas no Velho Mundo. A capacidade de algumas populagdes de primatas produzirem
anticorpos contra o epitopo a-Gal desse parasito pode ter conferido uma protegéo significativa

contra a maléria, sem inducdo de autoimunidade, e ter favorecido a sobrevivéncia dessas
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populagdes, o que mais tarde pode ter levado a inativagdo da enzima a-1,3-GT nos
hospedeiros (RAMASAMY et al., 1997). Uma razdo alternativa para a inativagdo do gene que
codifica a enzima a-1,3-GT pode ter sido o uso do epitopo a-Gal como um receptor celular
por um patdgeno, por exemplo, bactérias que produzem toxinas. Desse modo, a infeccdo
endémica de primatas do Velho Mundo com determinada cepa de bactérias, que produziria
uma toxina capaz de se ligar ao a-Gal, pode ter induzido uma presséo seletiva para a evolucao
de primatas que ndo expressavam o epitopo a-Gal e, portanto, ndo eram suscetiveis aos efeitos
dessa toxina (MACHER & GALILI, 2008).

A inativagao do gene para a enzima a-1,3-GT em um ancestral de macacos do Velho
Mundo parece ser um evento relativamente recente na evolucdo dos mamiferos, uma vez que,
embora seja estimado que a divergéncia entre mamiferos placentarios e marsupiais tenha
ocorrido ha aproximadamente 125 milhdes de anos, o epitopo o-Gal esta presente em ambos
os grupos (MACHER & GALILI, 2008). Tal evento é extraordinario na evolugdo dos
mamiferos, visto que foi acompanhado pela producdo de grandes quantidades de
imunoglobulinas contra o epitopo a-Gal eliminado. Tais anticorpos podem ter proporcionado
protecdo imunolodgica contra agentes infecciosos endémicos do Velho Mundo que eram
prejudiciais aos primatas e que expressavam o epitopo a-Gal (GALILI, 2013).

1.5. Anticorpos anti-a-Gal

Os anticorpos anti-a-Gal sdo produzidos naturalmente em seres humanos em grandes
quantidades, representando cerca de 1% das imunoglobulinas G (IgG) circulantes no soro,
sendo também encontrado nos isotipos IgM, IgA (GALILI et al., 1984; HAMANOVA et al.,
2015) e Ige (CHUNG et al., 2008). Ao longo da vida, a producdo desse anticorpo é
estimulada pela continua exposicdo aos componentes de bactérias gastrointestinais da
microbiota normal que expressam o epitopo a-Gal, sendo que aproximadamente 1% dos
linfécitos B circulantes é capaz de produzir esse anticorpo (GALILI et al., 1988; GALILI et
al., 1993a; MACHER & GALILI, 2008).

Uma vez que os anticorpos anti-a-Gal sé@o constantemente produzidos ao longo da

vida, tais imunoglobulinas foram identificadas e isoladas com o objetivo, inicialmente, de
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serem utilizadas como uma potencial ferramenta para a avaliagdo da resposta imune, visto que
desordens em sua producdo poderiam indicar uma imunodeficiéncia humoral (GALILI et al.,
1984; GALILI et al., 1988). Esses anticorpos reconhecem o residuo terminal a-Galactosil em
glicoproteinas e glicolipidios, apresentando uma grande especificidade de ligacdo por
terminais Gala1-3Gal, como mostra a figura 6 (GALILI et al., 1985).

Os anticorpos anti-a-Gal sdo responsaveis pela barreira imunoldgica que impede o
xenotransplante de 6rgéos de porcos em seres humanos. Tais imunoglobulinas se ligam ao
epitopo a-Gal presente nas células desses animais e induzem a sua destrui¢cdo por meio da lise
celular mediada pelo sistema do complemento e por citotoxidade celular dependente de
anticorpo (CCDA) (GALILI, 1993c; MACHER & GALILI, 2008). Tal rejeicdo ao
xenotransplante tem sido eliminada devido a criacdo de animais Knockout para a enzima a-
1,3-GT (0-1,3-GT-KO) (TSENG et al., 2005; STONE et al., 2007).

Devido a abundancia de anticorpos anti-a-Gal em humanos imunocompetentes, tais
imunoglobulinas tém potencial para serem utilizadas atualmente em diversas aplicacdes
clinicas, como em vacinas antivirais e antitumorais. A presenca deste epitopo, por exemplo,
em vacinas contra os virus Influenza e HIV, bem como em vacinas de células tumorais
autologas processadas para expressar 0 epitopo a-Gal, é capaz de direcionar as células
apresentadoras de antigeno para o sitio de vacinacdo, aumentando, assim, a imunogenicidade
dessas vacinas (ABDEL-MOTAL et al,, 2010; MACHER & GALILI, 2008). Além de
atuarem em uma primeira linha de defesa contra agentes infecciosos, os anticorpos anti-oa-Gal
parecem contribuir para a remocao de eritrécitos normais e patologicamente senescentes,

opsonizando essas células para a fagocitose realizada pelos macrofagos (GALILI, 1993b).

A expressdo do epitopo a-Gal foi constatada em varios agentes patogénicos, incluindo
virus envelopados (REPIK et al., 1994; WELSH et al., 1998) e bactérias dos géneros
Klebsiella, Salmonella, Streptococcus, e Escherichia coli (GALILI et al., 1988; POSEKANY
et al., 2002; HAN et al., 2012). Protozoarios dos géneros Trypanosoma e Leishmania também
apresentam estruturas semelhantes ao epitopo a-Gal (AVILA et al., 1989; ALMEIDA et al.,
1991; SCHNEIDER et al., 1994). J& foi mostrado que anticorpos anti-a-Gal se ligam ao

epitopo a-Gal presente em Trypanosoma cruzi e induzem a lise do parasito mediada pelo
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sistema do complemento, sugerindo que tais imunoglobulinas podem contribuir para a

protecdo do hospedeiro na fase aguda da doenga de Chagas (GAZZINELI et al., 1991).

Outros estudos, ainda, tém sugerido a presenga do epitopo a-Gal na superficie de
esporozoitos de P. falciparum, P. berguei e P. yoelii (YILMAZ et al., 2014). Também foi
verificada a presenca de residuos o-Gal nas cadeias de carboidrato de antigenos
glicoproteicos, em trofozoitos e esquizontes de Plasmodium falciparum, sugerindo que esses
residuos a-Gal apresentam um papel essencial na ligacdo de anticorpos as glicoproteinas do
parasito (RAMASAMY & REESE, 1986). A producdo aumentada de anticorpos anti-a-Gal
nas infeccBes por P. falciparum pode ser importante contra os estagios eritrociticos do
parasito, uma vez que antigenos com determinantes a-Gal foram identificados na superficie
de eritrécitos infectados por P. falciparum e no sobrenadante de cultivo in vitro
(RAVINDRAN et al., 1988).

YILMAZ e colaboradores, em 2014, verificaram que quando o intestino de
camundongos foi colonizado por Escherichia coli O86:B7, uma bactéria encontrada
normalmente no trato gastrointestinal de seres humanos, esses camundongos exibiram
resisténcia a infeccdo malérica transmitida por anofelinos infectados com P. berguei, sendo
tal resisténcia associada ao aumento nos niveis de anticorpos IgM anti-a-Gal (Figura 7). Tais
animais foram geneticamente modificados, sendo, portanto, capazes de produzir anticorpos
anti-a-Gal. Do mesmo modo, foi observada uma associagéo entre os niveis de IgM anti-a-Gal
e prote¢do a infeccdo por P. falciparum em individuos que residem em &reas endémicas para a
malaria. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que tanto anticorpos IgG anti-a-Gal quanto
IgM podem conferir protecdo contra a transmissdo da malaria causada por P. berguei, apés a
imunizagdo dos camundongos com membrana de hemacias de coelhos e também com o
epitopo a-Gal sintético conjugado com BSA (Figura 7). Além disso, foi sugerido que
anticorpos IgM e algumas subclasses de 1gG (IgG2 e 1gG3) sdo capazes de inibir a migracédo
através dos hepatdcitos e a invasdo dessas células por esporozoitos de P. berghei in vitro
(YILMAZ et al., 2014).
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Figura 7: Interagdo entre a microbiota intestinal do hospedeiro, o vetor e a resposta imune ao
Galal,3Galp1,4GIcNAc-R (a-Gal). Fonte: Adaptado de CABEZAS-CRUZ et al., 2015.

Uma vez que a presenga do epitopo a-Gal na superficie de Plasmodium spp. tem sido
demonstrada e relacionada aos efeitos dos anticorpos anti-a-Gal em infecgdes por P.
falciparum, CABEZAS-CRUZ e colaboradores investigaram se a incidéncia da maléria esta
correlacionada com a resposta protetora desses anticorpos em individuos expostos a infecgéo,
residentes no Senegal. Observou-se, entdo, que os niveis de 1gG e IgM anti-a-Gal séo
significativamente maiores entre os individuos ndo infectados, sugerindo que h& uma
correlagdo negativa entre a incidéncia da doenca e a resposta protetora de anticorpos IgG e
IgM anti-a-Gal (CABEZAS-CRUZ et al., 2017).

Embora os anticorpos anti-a-Gal sejam alvo, atualmente, de varios estudos em
diferentes areas do conhecimento, pouco se sabe sobre o papel desses anticorpos na malaria,
principalmente no que se refere as infec¢Bes causadas por P. vivax, espéecie que foi, por muito
tempo, negligenciada pela comunidade cientifica. Dessa forma, compreender melhor os

mecanismos imunes envolvidos na resposta ao epitopo o-Gal em individuos com malaria
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vivax pode contribuir para a elucidacdo do papel desses anticorpos durante a infec¢do, bem
como possibilitar a criagdo de novas metodologias de controle e prevencgéo da doenga.

1.6. Grupos sanguineos do Sistema ABO e a malaria

O sistema ABO de grupo sanguineo consiste em dois antigenos (A e B) e quatro tipos
de sangue (A, B, AB e O), dentre os quais A, B e O sdo os tipos sanguineos mais frequentes
entre humanos, sendo O o tipo mais comum. O grupo sanguineo O resulta da herancga
homozigo6tica dos alelos A e B, genes co-dominantes entre si e dominantes em relacdo ao
alelo recessivo O, e individuos deste grupo expressam o antigeno H, que é o precursor dos
antigenos A e B (Figura 8) (COOLING, 2015). A diversidade fenotipica do sistema ABO
deve-se a diferenca estrutural do gene das glicosiltransferases, que sdo enzimas responsaveis
pela transferéncia dos residuos especificos de agucar ao substrato H. Enquanto a enzima N-
acetilgalactosamina transferase converte o substrato H ao antigeno A, a enzima N-

galactosiltransferase converte esse mesmo substrato ao antigeno B (YOSHIDA et al., 1979).

Antigenos ABO

Antigeno u-Gal | Antigeno B Antigeno A Antigeno H
O Galactose
. N-acetilgalactosamina

’ N-acetilglicosamina

‘ Fucose

Figura 8: Estrutura dos antigenos de grupos sanguineos e a-Gal. Individuos que apresentam o tipo
sanguineo B, A e O expressam o0s antigenos B, A e H, respectivamente. Fonte: Adaptado de
CABEZAS-CRUZ & DE LA FUENTE, 2017.

Os antigenos ABH sdo carboidratos ligados a glicolipidios e glicoproteinas presentes

na membrana dos eritrdcitos, podendo também ser encontrados em uma grande variedade de
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células como plaquetas, endotelio capilar, células sinusoidais do bago, mucosa gastrointestinal
e outros fluidos como saliva, urina e leite (SCHENKEL-BRUNNER et al., 2000). De maneira
geral, seres humanos produzem anticorpos contra 0s antigenos A ou B ausentes. Assim, 0s
individuos do grupo sanguineo A produzem anticorpos contra o antigeno B, mas ndo contra o
antigeno proprio A, e os individuos do grupo sanguineo B produzem anticorpos contra o
antigeno A, mas ndo contra o antigeno préprio B. J& individuos do grupo O produzem
anticorpos contra ambos os antigenos (COOLING, 2015). A origem dos anticorpos anti-A
ainda € controversa, ja os anticorpos anti-B, por outro lado, tem sido associados a resposta

imune estimulada pela microbiota intestinal (GALILI et al., 1988).

Estruturalmente, o antigeno B é bastante semelhante ao antigeno a-Gal (Figura 8),
uma vez que ambos compartilham o dissacarideo Galal-3Gal. Tal molécula é crucial e
suficiente para que haja o reconhecimento deste epitopo por anticorpos anti-a-Gal. Além
disso, ja foi observado que individuos com tipo sanguineo B apresentam menor resposta de
anticorpos contra antigenos relacionados ao epitopo o-Gal (RISPENS et al., 2013;
MUTHANA & GILDERSLEEVE, 2016). Por essa razdo, tem sido questionado se a
autotolerancia ao sangue do tipo B pode afetar a resposta imune ao a-Gal, 0 que por sua vez,
poderia aumentar ou diminuir a suscetibilidade desses individuos a doencas infecciosas
causadas por patdogenos que apresentam o epitopo o-Gal em sua superficie, como o

Plasmodium sp.

Sabe-se que 0s grupos sanguineos ABO estdo correlacionados a suscetibilidade e a
gravidade em algumas doencas, dentre elas, a malaria. No entanto, até 0 momento, a maioria
dos mecanismos que relacionam tais grupos sanguineos as doencas infecciosas sdo baseados
em interacBes entre as células do hospedeiro e o parasito. Por exemplo, o tipo sanguineo O
tem sido associado a protecdo contra a malaria grave, em infec¢des por P. falciparum, devido
a formacdo de rosetas, isto é, a adesdo de eritrocitos parasitados a eritrocitos ndo parasitados,
formando um agrupamento de células que se assemelha a uma roseta. Tem sido verificado, in
vitro, que eritrocitos do tipo O formam um namero inferior de rosetas, e de tamanho reduzido,
quando comparados a eritrocitos infectados dos tipos sanguineos A e B. Tal decréscimo na
formagéo de rosetas diminui a obstru¢cdo microvascular, que pode estar envolvida na
patogénese da malaria grave (ROWE et al., 2007; MERCEREAU-PUIJALON et al., 2008).

Por outro lado, individuos do grupo sanguineo A sdo mais suscetiveis a malaria grave, visto
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que polipeptideos expressos na superficie de eritrocitos infectados por P. falciparum
(Repetitive Interspersed Families of Polypeptides - RIFINS) se ligam mais eficientemente a
eritrocitos do grupo sanguineo A, aumentando, assim, a formacédo de rosetas (GOEL et al.,
2015).

Recentemente, CABEZAS-CRUZ e colaboradores investigaram se a frequéncia dos
tipos sanguineos A, B, O e AB, em populacdes da Africa, Asia, Europa e América, pode estar
relacionada com a incidéncia de malaria, tuberculose e dengue. Entdo, observou-se que a
frequéncia do tipo sanguineo B esti positivamente correlacionada com a incidéncia de
malaria e tuberculose, cujos agentes etiologicos apresentam a-Gal em sua superficie, mas ndo
ha correlacdo com a incidéncia de dengue, cujo virus ndo produz tal antigeno. Por outro lado,
constatou-se uma correlacdo negativa entre a frequéncia do tipo sanguineo A e a incidéncia de
maléria e tuberculose (YILMAZ et al., 2014; CABEZAS-CRUZ et al., 2017).

Em conformidade com tais resultados, um estudo prospectivo realizado com criancgas
residentes em area endémica para malaria mostrou que criancas dos grupos sanguineos B e
AB apresentaram maiores taxas de incidéncia da doenca, comparando-se com criangas dos
grupos sanguineos A e O (LOPERA-MESSA et al., 2015). E, ainda, foi observado que a
reducdo da incidéncia de malaria em paises do continente africano, entre os anos de 2000 e
2015, esta correlacionada com a diminuicdo da frequéncia do tipo sanguineo B nessas
populagdes (CABEZAS-CRUZ et al., 2017).

No entanto, deve-se ressaltar que todas essas informacdes foram relatadas em
infeccdes causadas por P. falciparum, ao passo que poucos estudos tém sido realizados no que
se refere a P. vivax. Nota-se, portanto, uma escassez de informacdes em relacdo a essa
espécie. Assim, uma vez que a producdo de anticorpos anti-a-Gal pode estar associada a
diversos mecanismos imunoldgicos, como a destruicdo de eritrocitos ndo infectados, é
importante investigar uma possivel associa¢do entre esses anticorpos e 0s grupos sanguineos
do sistema ABO.
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2. JUSTIFICATIVA

Diante do reconhecimento do potencial patogénico de P. vivax e da ampla distribuicdo
apresentada por essa espécie, faz-se necessario ampliar os estudos acerca desse parasito a fim
de se determinar os possiveis mecanismos imunoldgicos envolvidos na determinacdo dos
quadros clinicos de malaria vivax. Além disso, a identificacdo de biomarcadores associados a
infeccdo poderd contribuir para uma melhor compreensdo desta patologia e permitir, assim, o

desenvolvimento de novas estratégias de prevencédo para a malaria.

Os autoanticorpos tém sido considerados importantes componentes da resposta imune
durante a infeccdo por P. vivax, podendo exercer tanto um papel protetor, participando da
destruicdo dos parasitos, quanto desencadeador de efeitos deletérios durante a infeccéo,
participando, principalmente, da destruicdo de eritrocitos saudaveis e contribuindo, assim,
para a anemia. A existéncia de dados controversos na literatura justifica a necessidade de se
conduzir mais estudos com o intuito de esclarecer o papel dos autoanticorpos na infecgéo por

P. vivax.

Autoanticorpos anti-a-Gal sdo produzidos naturalmente em seres humanos devido a
exposicao continua aos componentes de bactérias gastrointestinais da microbiota normal, que
expressam o epitopo a-Gal, e representam em torno de 1% da producdo de 1gG circulantes.
Antigenos com dominios a-Gal j& foram identificados em estdgios sanguineos de P.
falciparum (RAMASAMY et al., 1986) e a producdo de anticorpo anti-a-Gal foi associada a
protecdo contra a doenca (YILMAZ et al., 2014). Entretanto, em infec¢des por P. vivax, ndo
se reconhece a possivel associacdo entre esses anticorpos e fatores determinantes de

morbidade e/ou suscetibilidade a infeccéo.

A caracterizacao do perfil de resposta imune induzida pelo epitopo a-Gal, bem como a
associacdo dessa resposta a exposicdo ao parasito, a parasitemia e aos pardmetros
hematoldgicos de morbidade como anemia e trombocitopenia, podem contribuir para o
melhor entendimento da imunopatogénese da infeccdo e possibilitar, a longo prazo, o

desenvolvimento de estratégias de controle da malaria vivax em paises endémicos.
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo Geral

Caracterizar o perfil da resposta imune humoral contra o antigeno a-Gal em pacientes

infectados com Plasmodium vivax.

3.2.

Objetivos especificos

Determinar o perfil da resposta de anticorpos IgG e IgM que se ligam ao epitopo

a-Gal, presentes no plasma de pacientes com infec¢do patente por P. vivax;

Associar as respostas de anticorpos IgG e IgM anti-a-Gal as varidveis
demograficas (idade) e aquelas relacionadas a exposicdo a malaria (nimero de
episddios prévios), a parametros parasitologicos (parasitemia) e a parametros de

morbidade (anemia, trombocitopenia).

Avaliar a participacdo dos anticorpos 1gG anti-a-Gal na inducgdo da fagocitose de
eritrocitos ndo infectados oriundos de doadores saudaveis, utilizando células THP-

1 in vitro.

Analisar a influéncia dos grupos sanguineos A, B e O (Sistema ABO) nas taxas de

eritrofagocitose estimulada por 1gG anti-a-Gal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1, Populagéo de estudo

Amostras de sangue foram coletadas de 112 individuos adultos com infeccdo patente

por Plasmodium vivax que procuraram o atendimento médico no Hospital Universitario Julio

Muller, em Cuiab4, no Mato Grosso (n = 70) ou na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor

Vieira Dourado, em Manaus, Amazonas (n = 42), no periodo compreendido entre os meses de

Fevereiro de 2006 a Janeiro de 2017 (Figura 9). Infeccbes por P. vivax foram diagnosticadas

por meio do exame microscopico de gota espessa e confirmadas pela amplificacdo do gene
18s SSU rRNA de Plasmodium (SCOPEL et al., 2004). A parasitemia (parasitos/uL de

sangue) foi determinada a partir do exame de cem campos microscépicos, utilizando-se um

aumento de 10x na lente ocular e de 100x na lente objetiva, sob imersdo em 6leo.

——

HOSPI m L UNIVERSITARIG JULI0 Mi1i5h

Dr. Marcus Vinicius Lacerda Dr. Cor Jesus Fernandes Fontes

Fundacdo de Medicina Tropical - AM Hospital Universitario Jilio Miiller -MT

Figura 9: Mapa do Brasil evidenciando as areas de estudo e os centros de referéncia em atendimento

de pacientes com maléria.
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Todos os pacientes foram examinados por um medico experiente que aplicou um
questionario padrdo previamente testado e elaborado, contendo perguntas relacionadas a
historia clinica e ao perfil demografico dos individuos (Anexo 1). Os pacientes positivos para
maldria foram tratados conforme as recomendac@es preconizadas pelo Ministério da Saude no
Manual de Terapéutica da malaria (Ministério da Salde, 2010). Pacientes apresentando
desnutricdo grave ou infeccdes como HIV ou hepatite foram excluidos deste estudo. Como
controle, utilizou-se plasma de 20 individuos saudaveis que residem em area ndo endémica
(Belo Horizonte, Minas Gerais) e que nunca foram expostos & malaria. E importante
mencionar que para a participagdo no presente estudo, a assinatura do termo de consentimento
foi obtida de todos os individuos avaliados, conforme normatiza o Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais (projeto aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais, CAAE: 01496013.8.0000.5149, parecer 519.481).

4.2. Tipagem sanguinea ABO

A determinacdo dos grupos sanguineos (sistema ABO) dos individuos incluidos neste
estudo foi realizada por meio de prova direta ou prova reversa. Para isso, foram utilizados,
respectivamente, reagentes Anti-A, Anti-B e Anti-AB (Prothemo, Brasil) ou o kit Revercel /

Revercel Plus (Fresenius Kabi, Brasil), de acordo com as recomendacdes dos fabricantes.

4.3. Preparo das QP Virus-like Particles (Qp — VLP)

O antigeno QP (u-Gal) utilizado no presente trabalho foi gentilmente cedido pelo
professor Alexandre Ferreira Marques, do Laboratério de Imunoproteoma e Biologia de
Parasitos — ICB/UFMG.

O virus bacteriofago QP foi utilizado como modelo para a sintese da QB — VLP,
produzida em colabora¢do com o Dr. M. G. Finn, do Georgia Institute of Technology, em
Atlanta, Georgia, EUA. Aproximadamente 150 mg de particulas purificadas foram isoladas
por litro de cultura, a partir do sistema de expressao em bactérias E. coli. As particulas foram
preparadas como detalhado por Fiedler e colaboradores (FIEDLER et al., 2010). De acordo

com a andlise por espectrometria de massa, cerca de 540 unidades do epitopo a-Gal foram
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ligadas por particula, sendo a estrutura do capsideo altamente estavel, o que possibilita seu

armazenamento a longo prazo.

4.4. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A reatividade dos soros dos individuos incluidos neste estudo ao antigeno QB (a-Gal)
foi avaliada por meio de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), conforme descrito abaixo.

Primeiramente, foram realizados testes de padronizacdo com duas concentragdes
diferentes (10ng/orificio e 20ng/orificio) do antigeno QP (a-Gal) e também com duas
diluicGes diferentes (1:100 e 1:200) dos soros a serem testados. Para isso, microplacas de 96
orificios (Costar, Cambridge, MA) foram sensibilizadas com 50uL do antigeno em questéo,
em uma das duas concentracdes mencionadas acima, diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato (pH 9,6; 50 mM) e incubadas por 18 horas, a 4°C. Ap0s a incubacdo, o contetdo
das microplacas foi desprezado e adicionou-se 200pL/orificio de PBS, pH 7,4, contendo 1%
de BSA (Sigma, Aldrich). As placas foram, entdo, incubadas por 50 minutos, a 37°C. Ap6s 0
blogueio, o conteudo foi descartado e 50uL das amostras de soros foram adicionadas a cada
orificio, em duplicatas, diluidos 1:100 e 1:200 em PBS com 1% de BSA.

Apds incubacdo de 1 hora e 30 minutos, a 37°C, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBST). O anticorpo secundario, anti-lgG e
anti-lgM humano biotinilado foi, entdo, adicionado (50uL/orificio), na diluicdo de 1:4000 e
1:5000, respectivamente, em PBS com 1% de BSA, seguindo-se por incubacdo a 37°C, por 30
minutos. Apos esse intervalo de tempo, uma etapa adicional foi realizada, uma vez que
utilizou-se anticorpo secundario biotinilado. Essa etapa consistiu em trés lavagens,
acompanhada pela adi¢do de estreptavidina conjugada a peroxidase (1:4000 em PBS com 1%
de BSA) e incubacdo a 37°C, por 30 minutos. Transcorrido esse periodo, as placas foram
lavadas quatro vezes. A revelacdo foi realizada por meio da adicio de OPD (o-
phenylenediamine dihydrochloride substrate — Sigma, EUA), diluido em tampéo citrato-
fosfato, pH 5,0, contendo peroxido de hidrogénio (H202) (100pL/well). Em seguida, as placas
foram incubadas em temperatura ambiente e protegidas da luz por 15 minutos, até a reacao ser

interrompida pela adicdo de 50uL de solucdo de H2>SOs4 4N. Os valores de absorbancia
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(densidade optica - DO) das microplacas foram quantificados a 492 nm, em um leitor de
ELISA automaético (SpectraMax 240 PC, Molecular Devices).

4.5. Eritrofagocitose por macrofagos THP-1
4.5.1. Cultivo de células THP-1

Células provenientes de uma linhagem de mondcito humana (THP-1) foram cultivadas
(5% de COz a 37°C) em garrafas de 75cm? (Corning Flask, Corning Incorporation, Corning,
NY, USA) com meio RPMI 1640 (Merck—Millipore, Darmstadt, Germany) contendo
300mg/L de L-Glutamina, 25mM de HEPES e suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado a 56 °C por 1 hora (FBS, Sigma-Aldrich), 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de
estreptomicina e 25 pug/mL de anfotericina B. As células foram repicadas a cada dois dias e
mantidas em uma densidade proxima a 3,0x10° células/mL. Por se tratar de um aminoacido
rapidamente degradado, a L-Glutamina (L-Glutamine, Gibco-Thermo Fisher Scientific,

Loughborough, UK) foi reposta a cada 15 dias no meio de cultura.

As células THP-1, por serem mondcitos, necessitam de ativacao para se diferenciarem
em macrofagos, que apresentam maior potencial fagocitico. Para isso, as células foram
ressuspendidas para uma concentracéo final de 5x10° células/mL e incubadas em meio RPMI
1640 contendo 100 nM de PMA (phorboll2-myristate-13-acetate) em concentracdo de
1ul/mL durante 72 horas, que é o tempo considerado 6timo para a ativacdo dos mondcitos
(MEDEIROS, 2016) . A suspensdo de células foi, entdo, transferida para l[daminas de cultivo
com quatro pocos (Slide Cell Culture, 4 Well, Millicell-Thermo Fisher Scientific) e mantida
em estufaa 37°C e 5% de COa.

Ao final das 72 horas, utilizou-se um microscopio invertido para avaliar as
caracteristicas morfologicas das células e confirmar a diferenciacdo celular. Vale ressaltar que
0s monaocitos sdo pequenos, arredondados e ndo formam pseuddpodes. Os macréfagos, por
sua vez, sdo maiores, com formato ameboide, emitem pseudopodes e apresentam um grande

numero de vesiculas em seu interior (Figura 10).
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Figura 10: Células THP-1 visualizadas em microscopio éptico invertido 72 horas apds a adi¢do de
PMA. (A) Macréfagos sdo maiores, com formato irregular, emitem pseuddpodes (setas vermelhas) e
apresentam vesiculas em seu interior (setas pretas). Ja os mondcitos (B) sdo mais arredondados, ndo
emitem pseuddpodes e ndo possuem vesiculas em seu interior. Fonte: Medeiros, 2016.

4.5.2. Preparo dos eritrdcitos e eritrofagocitose

Para a obtencdo dos eritrécitos, foram coletados 3 mL de sangue venoso, em tubos
Vacutainer contendo heparina (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), de nove doadores
voluntarios saudaveis cujos parametros clinicos estavam dentro dos indices de normalidade,
excluindo-se, portanto, qualquer tipo de anemia. O sangue desses individuos foi tipado quanto
ao sistema sanguineo ABO utilizando-se kit comercial. Dos nove doadores, trés pertenciam ao

grupo A, trés ao grupo B e trés ao grupo O.

O volume de sangue colhido foi, entdo, transferido para um tubo de 15 mL (Falcon
2074, BD Biosciences) e centrifugado, a temperatura ambiente, a 200g, por 10 minutos. O
plasma foi removido e a papa de eritrocitos foi lavada com cinco volumes de tampéao fosfato-
salina (Phosphate Buffered Saline [PBS], pH 7.4, NaCl 150 mM). Em seguida, 0s eritrocitos
foram novamente centrifugados a 200g, por 10 minutos em temperatura ambiente e foram

realizadas outras trés lavagens. Os eritrocitos foram contados em camara de Neubauer e
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ressuspendidos para uma concentragéo final de 5x10° células/mL em tubos de microcentrifuga
de 1,5 mL (Sarstedt, Nimbrecht, GER) contendo PBS.

Para a realizacdo de trés ensaios de eritrofagocitose independentes, em um primeiro
momento, foram realizados testes de padronizagdo utilizando-se duas concentragcdes
diferentes (2% e 4% v/v) de um anticorpo IgG anti-a-Gal (gentilmente cedido pelo professor
Dr. Ricardo Tostes Gazzinelli, do Laboratdrio de Imunoparasitologia — ICB/UFMG), a fim de
avaliar qual das duas concentragdes mencionadas seria a ideal para 0s ensaios de

eritrofagocitose.

Posteriormente, os eritrécitos ja lavados foram opsonizados por meio da incubacdo de
5,0x10° eritrécitos/mL com 2% v/v de 1gG anti-a-Gal em PBS, por 1 hora a 37°C, sob
agitacdo. Como controle positivo, utilizou-se anticorpo comercial policlonal anti-eritrécito
humano (a-Red Blood Cells — a-RBCs) e, como controle negativo, utilizou-se PBS. Apds a
incubacdo, os eritrocitos foram entdo centrifugados a 200g, por 10 minutos, a temperatura
ambiente e o sobrenadante foi descartado. Uma etapa de lavagem com PBS, seguida por
centrifugacdo a 200g, por 10 minutos, a temperatura ambiente foi realizada para remover 0s
anticorpos que ndo se ligaram aos eritrdcitos. O sobrenadante foi novamente descartado e 0s
eritrocitos opsonizados, de cada um dos trés tratamentos, foram ressuspendidos em meio
RPMI 1640 completo e adicionados a cada orificio de uma cdmara LabTek (Merck—
Millipore) contendo macréfagos THP-1 previamente ativados, sendo entdo incubados em
estufa com 5% de CO, a 37°C, por 2 horas.

Apds esse intervalo de tempo, os eritrocitos ndo fagocitados foram lisados por meio da
adicdo de 1 mL de agua destilada gelada durante 30 segundos e, em seguida, foram realizadas
mais duas lavagens com PBS. Assim que as camaras Labtek secaram, as laminas foram
separadas do restante do aparato e coradas com Giemsa (Merck—Millipore, Darmstadt, GER)
por 25 minutos. As laminas fixadas e coradas foram analisadas em microscopio Optico
(Olympus CH30) em aumento de 100x, sob imersdo em oOleo, por dois microscopistas
diferentes. Cada contagem refere-se ao total de 400 maéacrofagos e considerou-se

eritrofagocitose quando foi observada a presenca de eritrocitos no citoplasma do macréfago.

A taxa de Eritrofagocitose (TE) foi determinada pela seguinte formula:
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TE = Numero de macréfagos contendo eritrdcitos fagocitados (fagocitose) x 100

Numero total de macr6fagos contados (400)

4.6. Anadlise Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, California, USA). A normalidade dos dados foi avaliada por meio do
teste estatistico de D’ Agostino — Pearson. A intensidade da resposta de anticorpos 1gG e IgM
anti-a-Gal, em pacientes com e sem infeccdo patente por P. vivax, foi analisada utilizando-se
0 teste exato de Fisher. Para comparar a resposta de anticorpos IgG e IgM anti-a-Gal entre os
diferentes grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou o teste de Kruskal-Wallis,
acompanhado pelo teste post hoc de Dunns. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados

significativos.

Para analisar o efeito da opsonizacdo de eritrocitos nao infectados, por anticorpos IgG
anti-a-Gal, nas taxas de eritrofagocitose e a influéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO
utilizou-se, também, o teste estatistico de Kruskal-Wallis, acompanhado pelo teste post hoc de
Dunns. Em ambos o0s casos, valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Descric¢édo da populacéo de estudo

A populacéo estudada no presente trabalho consistiu em 112 individuos, com média de
idade de 37,7 (x 15,2) anos. Durante o exame médico, constatou-se que as manifestacdes
clinicas mais relatadas dentre os 112 pacientes infectados por P. vivax foram: febre (90,8%),
calafrio (80,0%), cefaleia (79,0%), mialgia (81,8%), epigastralgia (51,8%), nausea (51,8%) e
vomito (32,7%) (Tabela 1).

Tabela 1: Manifestagdes clinicas relatadas pelos pacientes infectados por P. vivax durante o exame
médico.

Manifestacao clinica n %

Febre 99 90,8
Calafrio 88 80,0
Cefaléia 87 79,0
Mialgia 90 81,8
Epigastralgia 57 51,8
Nausea 57 51,8
Vomito 36 32,7

Em relagdo a exposicdo, avaliada neste estudo por meio da varidvel “numero de
episodios prévios de malaria”, verificou-se que esses pacientes apresentaram, em média, cerca
de 3,3 £+ 4,4 episodios anteriores de malaria (Tabela 2). O exame microscopico de gota
espessa revelou que a média de parasitemia detectada na populacdo deste estudo foi de 5.531
parasitos/uL de sangue. No que se refere aos parametros hematologicos, constatou-se que 0s
pacientes em questdo apresentaram, em média, niveis de hemoglobina iguais a 12, 7 g/dL e de
hematdcrito igual a 38,4%. A avaliacdo dos hemogramas revelou, ainda, que 0s pacientes em

questdo apresentaram uma contagem média de plaquetas igual a 124.353 plaquetas/mm? de
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sangue e uma contagem média de leucécitos equivalente a 5.471 leucécitos/mm?® de sangue
(Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizacao da populacdo de estudo.

Média + Desvio Padréo

Parametro

Idade (anos) 37,7+15.2

Numero de episddios prévios de maléria 33+44

Parasitemia (parasitos/jIL sangue) 5.531+12.154

Hemoglobina (g/dL) 12,7+28
Hematdcrito (%) 384 +8,1
Plaquetas (células/mm? sangue) 124.353 + 66.483
Leucécitos (células/mm? sangue) 5.471 £ 1.800

Com base no resultado do hemograma, os pacientes com infeccdo patente por P. vivax

foram separados em dois grupos: i) com anemia e ii) sem anemia (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacéo entre os pacientes infectados por P. vivax anémicos e ndo anémicos.

Anémicos Nao anémicos

Parametro

Idade (anos) 36,0 + 16,2 38,2+ 14,6 0,4429
NUmero de episddios prévios 2,6 + 3,7 3,7+47 0,0985
de malaria

Parasitemia (Parasitos/ pL 6.556 + 9.825 5011 + 13314 0,1247
sangue)

Hemoglobina (g/dL) 95+19 144+15 <0, 0001
Hematdcrito (%) 295+48 433 +4,7 <0, 0001
Plaquetas (células/mm?) 118.761 + 82.498 127.643 + 57.140 0,1638
Leucocitos (células/mm?) 5.187 £ 1.619 5645 + 1881 0,2372
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No presente estudo, a anemia foi definida como a presenca de niveis de hemoglobina
iguais ou inferiores a 11 g/dL e apenas os pacientes com anemia normocitica (volume
corpuscular médio igual a 80-95 fL) e normocrémica (concentracdo de hemoglobina
corpuscular média de 32-36 g/dL) foram incluidos.

5.2. Detecgdo de anticorpos anti-Qp (e-Gal) em plasmas de pacientes
infectados por P. vivax

5.2.1. Padronizagdo da ELISA para a deteccao de anticorpos anti-Qp (a-Gal)

Para determinar as melhores condicdes de trabalho para a detec¢do de anticorpos anti-
QP (a-Gal) no plasma de pacientes infectados por P. vivax, foram realizados testes de
padronizacdo utilizando-se duas concentragdes diferentes do antigeno QB (o-Gal)
(10ng/orificio e 20ng/orificio) e também duas dilui¢Bes distintas (1:100 e 1:200) dos plasmas
de individuos saudaveis (n = 3) ou de individuos infectados por P. vivax (n = 6). A figura 11
apresenta a média da leitura da densidade Optica da titulacdo de anticorpos anti-Qp (a-Gal)
empregando-se plasmas negativos (Figura 11-A) e positivos (Figura 11-B) para a maléria

vivax, utilizando-se o anticorpo anti-lgG humano como anticorpo secundario.
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Figura 11: Padronizacdo do ensaio imunoenzimatico para a detec¢do de anticorpos IgG contra o
epitopo a-Gal, testando-se duas concentragdes diferentes de antigeno (10 ng e 20 ng), bem como duas
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diluices distintas do plasma (1:100 e 1:200) de individuos controle (A) e de pacientes com infeccéo
patente por P. vivax (B).

Em relacdo a concentracdo do antigeno, verificou-se que ndo houve diferenca entre a
reatividade dos plasmas nas duas concentracOes testadas e, por essa razéo, optou-se por
utilizar 10ng/orificio, ja que essa concentracdo de antigeno foi capaz de detectar anticorpos
nas duas dilui¢cdes dos plasmas de individuos positivos para a maléria vivax. No que se refere
a diluicdo dos plasmas, a diluicdo otima foi estabelecida como 1:100, uma vez que nessa
diluicdo houve maior diferenca entre a densidade o6tica dos plasmas positivos e para ambas as
concentracOes do antigeno. Os mesmos testes de padronizacdo foram realizados utilizando-se
0 anticorpo anti-lgM humano como anticorpo secundéario e resultados semelhantes foram
obtidos (dados ndo mostrados). Portanto, essas condi¢cBes foram definidas como padrdo e

utilizadas para os demais experimentos.

5.2.2. Comparacgdo entre os niveis de anticorpos IgG e IgM anti-Qp (a-Gal) de
individuos saudaveis e de pacientes com infeccéo patente por P. vivax.

Para determinar se anticorpos IgG anti-Qp(a-Gal) estariam aumentados durante a
infecgdo por P. vivax, os niveis de tais imunoglobulinas foram analisados, por meio de
ELISA, utilizando-se plasmas de pacientes infectados (n = 112) e de individuos saudaveis
nunca expostos a maléria (n = 20). Verificou-se que os niveis de IgG anti-Qp (o-Gal)
detectados para os pacientes infectados por P. vivax foram maiores (mediana DO: 0,27,
intervalo interquartil: [0,20-0,37]) que aqueles detectados para os individuos controle nédo
infectados (mediana DO: 0,16; intervalo interquartil: [0,13-0,22]) (Mann Whitney, p <
0,0001) (Figura 12-A).

Essa mesma analise também foi realizada para IgM anti-Qp(a-Gal). Os resultados
dessa analise mostraram que os pacientes infectados por P. vivax apresentaram niveis de IgM
anti-QP (a-Gal) superiores aos observados para o controle (0,28 [0,16-0,41]) versus (0,15
[0,14-0,18]), respectivamente (Mann-Whitney, p = 0,0005) (Figura 12-B).
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Figura 12: Resposta de 1gG e IgM contra o antigeno Qp (a-Gal) em individuos controle (n = 20) e em
pacientes com infecgdo patente por P. vivax (n = 112). Os niveis de anticorpos anti-Qp (a-Gal) foram
detectados por ELISA e expressos como valores de densidade dptica. As linhas centrais nos boxes
representam a mediana e as barras flutuantes indicam os valores maximos e os minimos. Significancia
estatistica foi determinada por meio do teste estatistico de Mann-Whitney.* Indica um valor de p <
0.05.

5.2.3. Comparacgdo entre os niveis de anticorpos IgG e IgM anti-Qp (a-Gal) de
pacientes com infeccdo patente por P. vivax e a influéncia dos grupos

sanguineos do sistema ABO.

ApoOs a realizacdo da tipagem dos grupos sanguineos utilizando-se plasmas de
individuos infectados por P. vivax, esses pacientes foram divididos em trés grupos distintos:
tipo A (n = 17), tipo B (n = 28) e tipo O (n = 37). Avaliou-se, entdo, a influéncia desses trés
tipos sanguineos na resposta de anticorpos IgG e IgM anti-a-Gal e ndo foi observada nenhuma
associacdo entre os niveis de tais imunoglobulinas e o grupo sanguineo apresentado pelos
pacientes (valores de p = 0,1740 e p = 0,2811, respectivamente) (Figura 13). Para esta
analise, nem todas as 112 amostras puderam ser utilizadas devido a auséncia ou pouca
quantidade das mesmas, resultando em um menor tamanho amostral. Além disso, foram

excluidos os pacientes pertencentes ao grupo sanguineo AB.
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Figura 13: Influéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO na resposta de anticorpos 1gG e IgM contra o
antigeno a-Gal. Cada caixa representa o intervalo que contém os 50% centrais dos dados, sendo que a linha
central representa a mediana. As linhas acima e abaixo da caixa indicam, respectivamente, os valores maximos e
minimos. As diferengas entre os niveis de anticorpos IgG e IgM anit-a-Gal apresentados pelos pacientes
infectados por P. vivax foram analisadas por meio do teste de Kruskal-Wallis, acompanhado pelo teste de
comparacdo multipla de Dunn.

5.2.4. Influéncia da idade e da exposicao prévia a maléaria na resposta de anticorpos

contra Qp (a-Gal) em pacientes com infec¢do patente por P. vivax.

Uma vez que a idade e a intensidade de exposicdo a malaria sao variaveis que afetam a
magnitude da resposta de anticorpos anti-a-Gal em infecgdes por P. falciparum (AGUILAR
et al., 2018), também investigamos, neste estudo, a relagdo entre tais parametros e a resposta

de anticorpos IgG ou IgM contra a QB (a-Gal) na infecgédo por P. vivax.

No que se refere a resposta de 1gG, nenhuma correlacdo foi encontrada entre idade e
niveis de IgG anti-Qp (a-Gal) (Correlacdo de Spearman: r = 0,2023, p = 0,0603). Também
ndo se observou qualquer associacdo entre os niveis de IgG anti-Qp (a-Gal) e exposicdo
prévia a malaria (Correlacdo de Spearman: r = -0,1339, p = 0,2163) (dados ndo mostrados).

Quando se avaliou a resposta de IgM anti-Qp (a-Gal) também ndo foram encontradas
correlagBes significativas entre os niveis dessas imunoglobulinas e idade (Correlagdo de
Spearman: r = -0,0269, p = 0,8042) ou numero de episddios prévios de malaria (Correlacao de

Spearman r = -0,1714, p = 0,1124) (dados ndo mostrados).
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5.2.5. Influéncia da parasitemia na resposta de 1gG e IgM contra Qp (a-Gal) em
pacientes com infecgédo patente por P. vivax.

Uma vez que os plasmddios expressam residuos a-Gal em sua superficie, outra relacdo
investigada no presente estudo foi a influéncia da parasitemia na resposta de IgG e IgM anti-
QB(a-Gal). Verificou-se uma correlacdo direta entre os niveis de 1gG anti-Qp(a-Gal) e a
parasitemia (Figura 14-A) (Correlacdo de Spearman: r = 0,2363, p = 0,0285). Quando se
avaliou a resposta de IgM, nenhuma correlacdo foi encontrada (Correlacdo de Spearman: r =
0,0291, p = 0,7899) (Figura 14-B).
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Figura 14: Correlagdo de Spearman entre a resposta de IgG (A) e IgM (B) anti-Qp (a-Gal) e a
parasitemia.

5.2.6. Associacdo da resposta de anticorpos anticorpos 1gG e IgM anti-Qp (a-Gal) a

parametros clinicos indicativos de morbidade: anemia e trombocitopenia

Atualmente, no Brasil, tem sido observado um maior nimero de internacoes
hospitalares em infec¢des por P. vivax, 0 que revela que os casos de maléria grave causadas
por essa espécie tém aumentado no pais. Como as alteracbes hematoldgicas séao
frequentemente relatadas nos casos de maldaria grave, nds também investigamos, neste estudo,
as associagdes entre a resposta de IgG e IgM anti-Qp (a-Gal) e a anemia ou a
trombocitopenia, parametros clinicos indicativos de morbidade, em infec¢do patente por P.
vivax. Levando-se em consideracdo a anemia, nenhuma associacdo foi encontrada entre os

niveis de hemoglobina e os de IgG anti-Qp (a-Gal) (Correlagdo de Spearman: r = -0,1086, p =
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0,3166) (Figura 15-A). No que se refere a IgM anti-Qp (a-Gal), ndo houve correlagdo entre

os niveis dessas imunoglobulinas e a anemia (Correlacdo de Spearman: r = 0,1090, p =

0,3149) (Figura 15-B).
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Figura 15: Correlacdo de Spearman entre a resposta de 1gG (A) e IgM (B) anti-Qp (a-Gal) e os niveis

de hemoglobina.

Quando se avaliou a influéncia dos niveis de plaguetas na resposta de anticorpos anti-

QPB(a-Gal), ndo houve correlacdo tanto para IgG (Correlagéo de Spearman: r = -0,0929, p =
0,3921) (Figura 16-A) quanto para IgM (Correlacdo de Spearman: r = -0,0166, p = 0,8786)

(Figura 16-B).
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Figura 16: Correlagdo de Spearman entre a resposta de 1gG (A) e IgM (B) anti-Qp a-Gal e os niveis
de plaquetas.
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5.3. Avaliacdo do efeito do anticorpo anti-aGal na fagocitose de hemacias nao

infectadas de diferentes grupos sanguineos do sistema ABO por células THP-1

Foi observado, em trés experimentos independentes realizados, que o anticorpo anti-
aGal produzido em camundongos ndo exerce influéncia na fagocitose de hemécias néo
infectadas. Além disso, eritrocitos dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO sdo

igualmente fagocitados, indicando que o grupo sanguineo nao interfere nesse mecanismo

(Figura 17).
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Figura 17: Fagocitose, por macréfagos THP-1, de hemécias dos diferentes grupos sanguineos do
sistema ABO opsonizadas com IgG anti-hemacia ou IgG anti-a-Gal. Hemécias ndo opsonizadas
tratadas com PBS foram utilizadas como controle. A taxa de eritrofagocitose foi determinada
como a razdo entre 0o numero de macréfagos contendo eritrocitos fagocitados dividido pelo
nimero total de macrofagos contados, multiplicada por 100.
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6. DISCUSSAO

Em termos de resposta imune adaptativa, os anticorpos sdo as principais moléculas
efetoras que participam das interagdes parasito-hospedeiro, podendo agir em conjunto com
outros fatores. Além disso, o papel protetor ou patogénico dos anticorpos esta relacionado ndo
apenas a magnitude da resposta, mas tambem a funcéo efetora que eles exercem (CASTRO-
GOMES et al., 2014). E nesse cenério, deve-se considerar a possibilidade de anticorpos

produzidos durante a infecgdo por P. vivax exercerem um duplo papel na maléria vivax.

Uma das principais caracteristicas da resposta imune durante a malaria é o aumento
nos niveis de imunoglobulinas no soro, tanto em humanos quanto em modelos murinos, sendo
que parte dessas imunoglobulinas ndo € direcionada a antigenos do parasito e, sim, a
diferentes antigenos do hospedeiro (ABELE et al., 1965; TERNYNCK et al., 1991). Diversos
estudos realizados tanto com P. falciparum quanto com P. vivax ja demonstraram, por
exemplo, a presenca de imunoglobulinas direcionadas a eritrécitos (FACER, 1980; BERZINS
et al., 1983). Assim como em outras doencas infecciosas que podem causar anemia, durante a
malaria também ocorre a producdo de autoanticorpos contra diferentes antigenos do
hospedeiro, como proteinas do citoesqueto (TERNYNCK et al., 1991), proteinas de
membrana (ARESE et al., 2005), enzimas (RITTER et al., 1993), fosfolipidios (CONSIGNY
et al., 2002) e motivos de carboidratos, como o epitopo a-Gal (RAVINDRAN et al., 1988).
Tais anticorpos podem se ligar a hemécias ndo infectadas, mediando a fagocitose dessas
células e contribuindo, assim, para a anemia. No entanto, ainda ndo esta esclarecido se estes
autoanticorpos desempenham um papel protetor contra os estagios sanguineos do parasito ou
se tais moléculas exercem um papel patogénico ou, ainda, se desempenham um papel duplo

na malaria.

Nos Ultimos anos, anticorpos anti-a-Gal tém sido intensamente estudados devido as
suas diversas aplicagcdes clinicas. Tais anticorpos sdo continuamente produzidos em seres
humanos em consequéncia da constante estimulagdo antigénica por bactérias da flora
intestinal normal, constituindo de 1 a 5% das imunoglobulinas IgG e IgM circulantes. Visto

que anticorpos anti-o-Gal estdo presentes em grandes quantidades em humanos
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imunocompetentes, sua utilizagdo tem sido considerada promissora a fim de se aumentar a

imunogenicidade de vacinas antivirais e antitumorais.

Uma vez que ja foi constatada a presenca do epitopo a-Gal na superficie de P.
falciparum, P. berguei e P. yoelli (YILMAZ et al., 2014) e, principalmente, considerando-se a
escassez de estudos relacionados ao papel desses anticorpos na maléria vivax, faz-se
necessario investigar a resposta de anticorpos contra esse epitopo em individuos com infeccéao
patente por P. vivax, bem como uma possivel associacdo com a idade desses individuos, com
0 numero de episodios prévios de maléria, com pardmetros hematoldgicos e com o0s
pardmetros clinicos indicadores de morbidade, como anemia e trombocitopenia. Tais
informacdes serdo Uteis para elucidar a resposta imune do hospedeiro contra o epitopo a-Gal,
bem como poderdo contribuir para validar ou ndo os anticorpos anti-o-Gal como bons

biomarcadores de infeccéo.

Recentemente, foi demonstrado que anticorpos anti-a-Gal podem conferir protecéo
contra Plasmodium spp., reduzindo a transmissao da doenca pelo mosquito anofelino. Neste
mesmo trabalho foi mostrado também que os niveis de IgG e IgM tendem a aumentar com a
idade, tanto em criancas quanto em adultos (YILMAZ et al., 2014). Embora, no presente
estudo, ndo tenha sido observada uma correlacdo entre a idade dos pacientes e 0s niveis de
anticorpos anti-a-Gal apresentados, recentemente foi mostrado que tal resposta pode variar de
acordo com a idade, em criancas. Aguilar e colaboradores investigaram a resposta de
anticorpos 1gG e IgM anti-o-Gal em criangas de dois paises africanos, area de transmissao
endémica da malaria, e observaram que tal resposta varia, principalmente, de acordo com a
idade e localizacdo geografica das criancas. Outros fatores, como exposicao prévia a doenca,
também influenciaram tal resposta. Os autores também mostraram que a magnitude da
resposta de IgM anti-o-Gal esta associada a protecdo, enquanto os niveis de 1gG estdo

correlacionados ao risco de infeccdo (AGUILAR et al., 2018).

No presente estudo, verificou-se que os niveis de anticorpos IgG e IgM anti-a-Gal, em
pacientes infectados por P. vivax residentes em area endémica, sdo superiores quando
comparados com individuos saudaveis nunca expostos. Tal achado indica que esses
anticorpos podem desempenhar um papel importante em infec¢fes por essa espécie, uma vez

que estdo relacionados a opsonizacdo e a remocdo de eritrocitos (GALILI et al, 1985a;
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(GALILI, 1993b). Resultado semelhante foi observado em infecgdes por P. falciparum, uma
vez que pacientes avaliados durante a fase aguda da doenca também apresentaram maiores
niveis de IgG anti-a-Gal. Além disso, estes autores sugeriram que tais anticorpos podem
desempenhar um papel protetor contra o parasito, visto que pacientes com malaria cerebral
apresentaram menores niveis de anticorpos contra este carboidrato (RAVINDRAN et al.,
1988). Entretanto, ndo se sabe qual é o papel — patogénico ou protetor — desempenhado pelos
anticorpos anti-a-Gal nas infeccbes por P. vivax nem quais mecanismos podem estar
envolvidos. Nesse sentido, cabe ressaltar a escassez de estudos relacionados ao tema, o que
torna necessario uma investigacdo mais aprofundada acerca da resposta de anticorpos anti-a-

Gal durante a maléria vivax.

Considerando-se que grupos sanguineos do sistema ABO tém sido associados a
gravidade da doencga em infec¢des por P. falciparum, também se avaliou, no presente estudo,
se 0s grupos sanguineos do sistema ABO poderiam influenciar a resposta de anticorpos anti-
a-Gal em pacientes infectados por P. vivax. Nessa perspectiva, Cabezas-Cruz e colaboradores
mostraram que 0 grupo sanguineo B estd associado a uma menor resposta anti-o-Gal,
resultando em uma maior suscetibilidade a doencas infecciosas causadas por patdégenos que
apresentam o-Gal em sua superficie, como € o caso da malaria (CABEZAS-CRUZ et al.,
2017).

Em um estudo realizado com pacientes brasileiros infectados por P. vivax foi
demonstrado que o grupo sanguineo O esta correlacionado com baixos niveis de hemoglobina
e hematdcrito quando comparado ao grupo sanguineo A, 0 que sugere que 0S Qrupos
sanguineos ABO podem contribuir para a anemia na malaria vivax (RESENDE et al., 2017).
No entanto, no presente trabalho, ndo foi observada nenhuma associa¢éo entre os niveis de
IgG e IgM contra o antigeno a-Gal e o tipo sanguineo apresentado pelos pacientes. Tal
resultado pode indicar que, durante a maléria vivax, outros anticorpos, ndo 1gG e IgM anti-a-

Gal, contribuiriam para a anemia entre individuos dos diferentes grupos sanguineos ABO.

De acordo com Galili, os anticorpos anti-a-Gal estariam envolvidos na remocéo de
eritrécitos normais e patologicamente senescentes, por meio da opsonizagdo dessas células,
que serdo entdo fagocitodas pelos macrofagos (GALILI, 1993b). A destruicdo de hemacias

ndo infectadas é um evento caracteristico em infec¢des por P. vivax, sendo um dos fatores
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envolvidos na patogénese da anemia, que € complexa e multifatorial. Eritrocitos néo
infectados podem ser reconhecidos por anticorpos e removidos da circulagdo por meio de
fagocitose ou por lise celular mediada pelo sistema do complemento (AWAH et al., 2009;
AWAH et al., 2011; CASTRO-GOMES et al., 2014). Estudos realizados com P. falciparum
sugerem que imunoglobulinas G podem se ligar aos antigenos de P. falciparum depositados
na membrana de eritrocitos ndo infectados (FACER et al., 1980; MENDIS et al., 1988;
AWAH et al., 2009; AWAH et al., 2011). Além disso, anticorpos IgG também podem se ligar
a moléculas modificadas da membrana destes eritrocitos, como a proteina Banda 3,
culminando, em ambos os casos, na eritrofagocitose (GIRIBALDI et al., 2001; MOURAO et
al., 2018).

Diante disso, investigamos se anticorpos IgG anti-a-Gal seriam capazes de estimular a
fagocitose de hemacias de doadoares saudaveis e constatamos que tais imunoglobinas nédo
exerceram nenhuma influéncia nas taxas de eritrofagocitose por células THP-1 in vitro. Este
resultado corrobora nosso achado anterior, que mostra ndo haver correlacao entre 0s niveis de
anticorpos IgG anti-a-Gal e os niveis de hemoglobina em pacientes infectados. Desta forma,
podemos inferir que tais anticorpos ndo participam dos mecanismos imunolégicos

determinantes da anemia na maléria vivax.

Tendo em vista que diversos estudos tém demonstrado que a aquisicdo de uma
imunidade protetora estd associada a uma continua exposi¢cdo a picadas infectantes de
anofelinos (DUBOIS & DA SILVA, 1995; SHI et al., 1996), avaliou-se, neste estudo, o efeito
da exposicao na resposta de anticorpos 1gG e IgM contra o antigeno a-Gal. Entretanto, ndo foi
encontrada nenhuma associagéo significativa, sugerindo que a producdo de anticorpos anti-a-
Gal parece ndo depender da exposicdo prévia a malaria. YILMAZ e coloboradores também
sugeriram que a resposta de 1gG anti-a-Gal ndo esta correlacionada com a exposicdo a malaria
nem tdo pouco associada a protecdo. Por outro lado, anticorpos IgM anti-a-Gal foram
associados a protecdo contra a doenca e correlacionados a incidéncia de malaria por P.
faciparum, em criancas de Mali (Africa) (YILMAZ et al., 2014).

No que se refere a parasitemia, nossos resultados mostraram que esta variavel esta
diretamente correlacionada aos niveis de anticorpos IgG anti-a-Gal, contrastando com 0s

achados de Facer e colaboradores. Esses autores demonstraram que, ao submeter criangas
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africanas infectadas por P. falciparum ao Teste Direto de Coombs, que avalia a presenca de
anticorpos fixados sobre as hemécias, ndo foi encontrada nenhuma correlacdo entre a
positividade do teste e os niveis de parasitemia (FACER et al., 1979). No nosso caso,
podemos inferir que a parasitemia pode ser um fator determinante para a producdo de
anticorpos 1gG contra a-Gal. Por outro lado, nenhuma associacdo foi observada entre os
niveis de anticorpos IgM anti-o-Gal e essa mesma variavel, contrariando novamente a
literatura atual. Visto que foi constatada uma correlacdo negativa entre os niveis de IgM
contra antigenos de P. falciparum e a densidade parasitaria, em criancas e adolescentes
residentes em area endémica, apontou-se um possivel papel protetor dos anticorpos IgM
durante a malaria (BOUDIN et al., 1993), o que, de acordo com nossos resultados, ndo pode

ser atribuido as imunoglobulinas IgM anti-a-Gal.

Considerando a semelhanca estrutural entre o carboidrato a-Gal e o antigeno B do
sistema ABO, resolvemos investigar, ainda, se os diferentes grupos sanguineos A, B e O, por
si sO, exercem alguma infléncia nas taxas de eritrofagocitose estimulada por anticorpos 19G
anti-a-Gal. Todos os mamiferos que sintetizam o epitopo a-Gal sdo imunotolerantes a ele, isto
é, ndo produzem anticorpos anti-o-Gal. Essa tolerancia ao a-Gal pode ser induzida,
provavelmente, em nivel de desenvolvimento de células B na medula éssea, por delecdo ou
adicdo de receptor. Tal mecanismo tem sido sugerido baseado em estudos realizados com
células B de individuos dos grupos sanguineos A ou B, que apresenta estrutura antigénica
semelhante ao epitopo a-Gal (GALILI, 2013). Embora o pressuposto mais 6bvio seja o de que
hemécias do tipo sanguineo B sejam menos reconhecidas por anticorpos anti-a-Gal devido a
similaridade na estrutura molecular desses dois antigenos, ndo observamos diferenca na
inducdo de eritrofagocitose quando utilizamos hemacias dos tipos A, B ou O. Tal resultado
sugere que a opsonizacdo dos eritrocitos saudaveis por imunoglobulinas 1gG anti-o-Gal
independe dos antigenos do sistema ABO presentes na superficie dessas células, ainda que
diferencas na expressao de antigenos dos grupos sanguineos possam aumentar ou diminuir a
susceptibilidade a muitas infeccbes (COOLING et al., 2015).

Desde o inicio dos anos 90, glicoproteinas e glicolipidos naturais tém se mostrado
importantes componentes do repertério adaptativo. Atualmente, ndo ha vacinas em uso contra
parasitos humanos mais complexos, o0 que leva a necessidade de expandir o conhecimento

acerca de alvos da imunidade protetora contra a malaria e outras doencas negligenciadas. A
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investigacdo acerca dos anticorpos anti-a-Gal pode fornecer possibilidades para a descoberta
de novos candidatos vacinais contra essas doencgas. Além disso, um melhor entendimento
sobre a resposta imune de anticorpos 1gG e IgM em infecces por P. vivax pode contribuir
para elucidar o papel da resposta imunoldgica ao epitopo a-Gal como um importante fator

para a transmissdo da maléria.
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CONCLUSOES

Individuos com infeccdo patente por P. vivax apresentam niveis elevados de

anticorpos IgG e IgM anti-a-Gal.

Niveis de 1gG anti-a-Gal se correlacionam positivamente com a parasitemia

apresentada por pacientes infectados com P. vivax, porém, com baixo valor de r.

A opsonizagéo de eritrocitos ndo infectados por anticorpos 1gG anti-a-Gal ndo exerce

influéncia na fagocitose por macrofagos in vitro.

Os diferentes fendtipos do sitema ABO de grupos sanguineo ndo influenciam a

eritrofagocitose in vitro.
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9. ANEXOS

PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO DE TRATAMENTO DE PACIENTES COM MALARIA
- HUJM

Nimero: Data: | Nome:

Endereco de residéncia (colocar 3 pontos de referéncia):

Rua:
Bairro [] Cuiaba [1V. Grande []Cutro
Fone 1: Fone 2: Fone 3: Fone 4:

Solicitar outros nomes e enderecos de pessoas para facilitar a localizag&o:

Idade: Sexo: 1[]M 2[]F | Cor: 1[]Branca 2[]Negra 3[]Amarela 4 []Parda
Escolaridade: 1 []analfabeto 2[]1°grau 3[]2°grau 4[]2° Ocupacio:
grau

Se mulher, possibilidade de gestacdo? 1[]S 2[]N

Pretende viajar nos proximos 30 dias? 1[]S 2[]N

Pretende viajar nos proximos 6 meses? 1[]S 2[] Quantas malarias ja teve na vida?
N

|dade da primeira malaria: Ha quanto tempo teve a dltima malaria (em meses)?

Viajou para area endémica apos o ultimo tratamento? 1 []S 2 [N

Tomou corretamente a medicacdo da ultima malaria? 1[]S 2[]N

Teve diarréia ou vomito durante o tratamenta? 1[]S 2[]N

Especie da altima malaria: 1[JF 2[]V 3[]Mista

Espéciesquejatevejavida: 1[]F 2[]V 3[]Mista 4[] N&o sabe

CQuanto tempo vocé viveu em area endémica (especificar de foi permanente ou esporadica)
{em dias):

Usou algum medicamento nos utlimos 10 dias? 1[]1S 2[] | Quais?
N

Ha quantos dias esta com sintomas? Febre []Calafrio []Sudorese []Cefaléia

Febre nos Ultimos 7 dias? 115 2[]N Tontura []Mausea []Vomito []Fraqueza

[]
[1Mialgia []Artralgia [] Epigastralgia
[]
[ ] Hiporexia [] Coluria

Febre nos dltimos 30 dias? 1[]S 2[]N Temperatura axilar se tiver com febre hoje:

Em qual municipio pegou malaria? UF:

Deixou de fazer atividades por causa da malaria? 1[]S 2[]N

Principais achados fisicos:
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Peso (Kg):

Baco palpavel: 1[]S 2[]N-a

cm do RCE

Resultado dagota: 1[JF 2[]V 3[]Mista 4[] Neg | Parasitemia/200 campos:

Optimal: 1[]F 2[INF 3[]Neg |Outro TDR:1[]F 2[JNF 3[] | Hemograma:
Neg 1118 2[]N

Papel-Filtro Guanidina: DNA: Soro: Fezes:

1[1S 2[IN | 1[]S 2[IN 1018 2[IN [ 1[]1S 2[IN [1[]S 2[]IN

Tratamento:

[1Cloroguina []Mefloquina [] Primaquina [] Doxicilcina [] Quinina [] Artesunato

Esquemas (dose e tempao):

Conclusdo do caso: 1 [] Primoinfeccdo 2 [ ] Recrudescéncia 3 [] Reacaida 4[] Reinfeccdo

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 7 DIAS (D7)

Resultadogota: 1[JF 2[]V 3[]Mistad[] Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]5 2[]N

Diarréia ou vimito até a 12 hora de
medicacao? 1[]S 2[]N

Houve melhora dos sintomas acima:
[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 14 DIAS (D14)

Resultado gota: 1[JF 2[]V 3[]Mistad [] Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N

Diarréia ou vimito até a 12 hora de
medicacao? 1[]S 2[]N

Houve melhora dos sintomas acima:
[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 21 DIAS (D21)

Resultado gota: 1[JF 2[]V 3[]Mistad [] Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N

Diarréia ou vimito até a 12 hora de
medicacdo? 1[]S 2[]N

Houve melhora dos sintomas acima:
[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora

AVALIACAQ DO TRATAMENTO APOS 28 DIAS (D28)

Resultadogota: 1[JF 2[]V 3[]Mistad [] Neg | Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]5 2[]N

Diarréia ou vimito até a 12 hora de
medicacdo? 1[]S 2[]N

Houve melhora dos sintomas acima:
[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora
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