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RESUMO

Plasmodium vivax € o plasmodio humano mais amplamente distribuido no mundo e a espécie
mais prevalente no Brasil. Cerca de 99% da transmissdo ocorre em &reas endémicas da
Amazonia legal brasileira, mas ha também a transmissdo em &reas extra-amazonicas sejam
de forma autoctone ou importada, mais precisamente em regifes de mata atlantica. Essa
espécie apresenta caracteristicas biologicas que dificultam a interrupcéo da transmisséo: (i)
maturacdo precoce de gametdcitos, (ii) presenca de hipnozoitos intra-hepéticos e (iii) casos
assintomaticos ou oligossintomaticos que mantém a cadeia de transmissdo. Assim, a
identificacdo de proteinas especificas de P. vivax e que possam servir como indicadores de
exposicao ao parasito podem ser Uteis para delimitar as areas de transmissdo desta espécie,
identificar reservatorios assintomaticos e implementar de forma eficiente, medidas de
controle como o diagnoéstico e o tratamento especifico. A Proteina 1 da Superficie de
Merozoito (MSP-1), destaca-se como um possivel alvo pois é essencial para invasdo dos
eritrocitos pelos merozoitos, € imunogénica e apresenta por¢Ges conservadas e variaveis de
acordo com as espécies de plasmadios. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial
de anticorpos contra um peptideo derivado da MSP-1 de P. vivax pré-selecionado por spot-
synthesis, p314, como um potencial biomarcador soroldgico de maléria vivax. Este peptideo
foi produzido sinteticamente na forma soltvel, e foi utilizado em testes de ELISA para
mensurar a resposta de anticorpos especificos (IgM, IgG e suas subclasses) em plasmas de
pacientes infectados com P. vivax (n= 220), pacientes infectados com P. falciparum (n= 15)
e individuos ndo infectados nunca expostos a malaria (n= 48). Os resultados demonstram que
os niveis de 1gG anti-p314 foram significativamente maiores em pacientes infectados com P.
vivax em comparacdo aos infectados com P. falciparum (p=0,0001). Para avaliacdo da
cinética da resposta de IgM, IgG total e subclasses, plasmas de 13 pacientes, obtidos no dia
do diagnéstico de malaria pela gota espessa (D0) e 63 dias ap0s o tratamento especifico para
P. vivax, foram utilizados. N&do foram verificadas diferencas significativas entre os niveis de
IgM e IgG em relacdo aos dias 0 e 63. Dentre as subclasses, 1gG1l se destacou como
biomarcador de exposicdo, uma vez que seus niveis foram significativamente maiores em
plasmas de pacientes infectados por P. vivax e 1gG3 apresentou queda significativa de niveis
apos dois meses do diagnostico e cura da infec¢do. Esses dados sdo promissores e sugerem
que a subclasse 1gG1 anti-p314 é um alvo marcador de exposi¢éo por P. vivax, logo, pode ser
um potencial biomarcador a ser implementado em estudos epidemioldgicos que visem a
delimitacdo de &reas de transmissdo. Alem disso, a avaliacdo de 1gG1 anti-p314 associado a

IgG3 podera ser utilizada para estimar surtos de P. vivax e exposi¢fes recentes ao parasito.

Palavras-chave: Plasmodium vivax; MSP-1; anticorpos; biomarcador; exposi¢éo.



ABSTRACT

Plasmodium vivax is the most widely distributed human plasmodium in the world and
the most prevalent species in Brazil. About 99% of transmission occurs in endemic areas
of the Brazilian legal Amazon, but there is also transmission in extra-Amazonian areas,
whether autochthonous or imported, more precisely in Atlantic Forest regions. Biological
characteristics of this species make it difficult to interrupt transmission: (i) early
maturation of gametocytes, (ii) presence of intrahepatic hypnozoites, and (iii)
asymptomatic or oligosymptomatic cases that maintain the transmission chain. Thus, the
identification of specific P. vivax proteins that can serve as indicators of exposure to the
parasite can be useful to delimit the transmission areas of this species, identify
asymptomatic reservoirs and efficiently implement control measures such as diagnosis
and treatment. specific treatment. Merozoite Surface Protein 1 (MSP-1) stands out as a
possible target because it is essential for erythrocyte invasion by merozoites and has
conserved and variable portions according to plasmodium species. Thus, the objective of
this work was to evaluate the potential of antibodies against a peptide derived from P.
vivax MSP-1 pre-selected by spot-synthesis, p314, as a potential serological biomarker of
vivax malaria. This peptide was synthetically produced in soluble form and was used in
ELISA tests to measure the response of specific antibodies (IgM, IgG and their
subclasses) in plasma from infected patients with P. vivax (n=220), infected patients with
P. falciparum (n=15) and uninfected individuals never exposed to malaria (n=48). The
results show that anti-p314 1gG levels were significantly higher in patients infected with
P. vivax compared to those infected with P. falciparum (p=0.0001). To evaluate the
kinetics of the IgM response, total IgG and subclasses, plasmas from 13 patients, obtained
on the day of thick smear malaria diagnosis (D0) and 63 days after specific treatment for
P. vivax, were used. There were no significant differences between the levels of IgM and
IgG in relation to days 0 and 63. Among the subclasses, 1gG1 stood out as a biomarker of
exposure, since its levels were significantly higher in plasma from patients infected with
P. vivax and 1gG3 showed a significant drop in levels two months after the diagnosis of
infection. These data are promising and suggest that the IgG1 anti-p314 subclass is a
target marker of exposure by P. vivax, therefore, it may be a potential biomarker to be
implemented in epidemiological studies aimed at delimiting areas of transmission. In
addition, the evaluation of IgG1 anti-p314 associated with 1gG3 could be used to estimate
P. vivax outbreaks and recent exposures to this parasite.

Keywords: Plasmodium vivax; MSP-1; antibodies; biomarker; exposure.
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1. INTRODUCAO

1.1. Maléria

A malaria € uma doenca provocada por protozoarios parasitos do Filo
Apicomplexa, familia Plasmodidae e género Plasmodium. Diversas espécies de
plasmodios acometem vertebrados, no entanto, as que parasitam exclusivamente os seres
humanos sdo as espécies: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae e Plasmodium ovale (SALLARES et al., 2004; SUTHERLAND et al., 2010;
WHO, 2021). O Plasmodium knowlesi infecta naturalmente primatas no sudeste asiético,
contudo, passou a apresentar carater zoonético, uma vez que tem sido reportado como
mais uma espécie causadora de maléaria humana (WHITE, 2008; COX-SINGH et al.,
2008; SINGH & DANESHVAR, 2013; MILLAR SB & COX-SINGH, 2015).

A malaria acompanha o ser humano desde os primérdios das civilizacbes e até 0s
dias atuais é considerada uma das doencas infecciosas de maior impacto em termos de
morbidade e mortalidade (RETIEF & CILLIRES, 2006; VARO et al., 2020, WHO, 2021,
MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Registros do parasito recuperados por sondas
moleculares em material 6sseo e em mdmias datadas de mais de 2000 a.C. revelam que a
parasitose provavelmente acometeu as civilizagdes chinesa, egipcia, grega e europeia
(SALLARES et al., 2004; RETIEF & CILLIRES, 2006). Por milhares de anos acreditou-
se que a febre malérica era ocasionada por vapores ou odores fétidos que emanavam de
lagos e pantanos, sendo desvendada a real importancia dos anofelinos na transmisséo do
parasito somente a partir do século XX (COX, 2010; LOY et al., 2017).

A transmissdo de Plasmodium spp. para o ser humano se da através da picada de
insetos fémeas infectadas da ordem Diptera, familia Culicidae e género Anopheles
(SINKA et al., 2012). Cerca de 70 espécies de anofelinos sdo consideradas potenciais
vetores desses parasitos no mundo, dentre elas, as de maior importancia que ocorrem nas
Americas sdo: Anopheles darlingi que recentemente foi renomeado como Nyssorhynchus
darlingi, An. albitarsis, An. aquasalis e An. pseudopunctipennis. No continente africano,
0s vetores de malaria fazem parte do complexo de espécies An. gambiae e na Asia 0s
insetos de importancia entomoldgica fazem parte do complexo de espécies An.
culicifacies (SINKA et al., 2012; MASSEY et al., 2016).
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A maléria é considerada um grave problema de saude publica em paises tropicais
e subtropicais do globo (WHO, 2021) (Figura 1), endémica em mais de 85 paises, estd
intimamente atrelada as precarias condi¢des de vida (GREENWOOD et al., 2008;
JUNIOR et al., 2014; VARO et al., 2020). A ocorréncia da infeccdo se da principalmente
em paises subdesenvolvidos, que apresentam temperatura constantemente elevada, alta
umidade e precipitacio adequada para o desenvolvimento do inseto vetor
(GREENWOOQOD et al., 2008; WHO, 2018; WHO, 2021). Essas condi¢des ambientais
associadas com o baixo desenvolvimento econdmico, ineficacia em politicas publicas,
instabilidade social, bem como escassez de recursos para o diagnéstico e tratamento,
contribuem para o aumento do nimero de casos. (WHITE et al., 2013; PHILLIPS et al.,
2017; ASHLEY etal., 2018).

- Um ou mais casos de malaria em 2020 - Certificados como livres de maldria
Zero casos de maldria em 2018-2020 |:| Sem casos de maldria
- Zero casos de malaria (> 3 anos) em 2020 Dados ndo disponiveis

Figura 1: Paises endémicos para a malaria e seu status no ano de 2020.
(Adaptado de WHO, World Malaria Report 2021).

Cerca de 3 bilhdes de pessoas residem em areas de risco para malaria, o que
equivale a quase metade da populacdo mundial (WHO, 2018). A maioria dos casos e
obitos ocorrem no continente africano (95%) e grande porcentagem das mortes (80%) séo
de criangas abaixo de cinco anos de idade (ARTAVANIS-TSAKONAS et at., 2003;
WHO, 2018; WHO, 2021). A regido do sudeste asiatico apresenta nove paises endémicos

para malaria e em 2020, cinco milhdes de casos foram registrados, o que corrobora com
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2% de toda a carga global de malaria. Cerca de 77% dos casos que ocorrem nas Americas
se concentram na Venezuela, Brasil e Colombia e a maioria das notificagdes (68%) foram
ocasionados por P. vivax em 2020 (WHO, 2021).

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) no ano de 2015 implementou um plano
global denominado Global technical strategy for malaria for 2016-2030 (GTS), que tem
por objetivo reduzir a incidéncia e a mortalidade por maléria no mundo em 90% até 2030
(WHO, 2021). A taxa de incidéncia global (o nimero de casos por 1000 habitantes) de
maldria reduziu entre 2010 e 2018 com queda de 71 para 57, respectivamente (WHO,
2019). Nas Américas entre os anos de 2000 e 2020 a incidéncia de maléria que era de 1.5
milhdes de casos passou para 0.65 milhdes com reducdo em 58%. No mesmo intervalo
de tempo, os dbitos também demonstraram uma queda de 56% (de 909 para 409) (WHO,
2021). Logo, é perceptivel que nos ultimos anos houve significativa reducdo do numero
de casos e Obitos por malaria, comprovando que a vigilancia epidemiolégica, o
diagndstico e o tratamento especifico para cada espécie de Plasmodium funciona e ndo
podem ser negligenciados (Figura 2). Entretanto, quaisquer desestruturacdes nos pilares
de controle podem impor um rapido aumento nos indices da doenca (GREENWOOD,
2008b; WHO, 2019).

- Estimativa atual da incidéncia global Q
Objetivo GST oL

Previséo se a trajetoria atual for mantida O«

-0

Incidéncia de casos de maléria (por 1000 habitantes)

8 2009 00 020 2072 023 2004 05 026 2027 2008 X028 X020

GST- Global technical strategy for malaria for 2016-2030
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Figura 2. Comparagéo do progresso na incidéncia de casos de malaria considerando dois cenarios:
manutencdo da trajetéria atual (azul), metas GTS alcangadas (verde). (Adaptado de WHO, World
Malaria Report 2020).

No ano de 2019, a OMS registrou 405 mil mortes provocadas por malaria e 227
milhdes de casos (WHO, 2021). Em 2020, um ano ap6s o inicio da pandemia de COVID-
19, houve 241 milhdes de casos de maléria no mundo, um aumento de 14 milhdes se
comparado com 2019 (WHO, 2021). Além disso em ambitos globais, no ano de 2020
foram registradas 627 mil mortes por malaria no mundo, com um aumento de 12% em
relagcdo ao ano anterior. Esses dados retratam os impactos que a pandemia de COVID-19
ocasionou no controle e eliminagdo da malaria (ROGERSON et al., 2020; WHO, 2021).
Até 0 momento, na maioria dos paises africanos endémicos, menos de 11% da populacéo
foi totalmente vacinada contra 0 SARS COV-2 (WHO, 2021). Nos ultimos dois anos
pandémicos, houve interrup¢Bes continuas dos servicos essenciais de salde, devido as
ondas de transmisséo viral, bem como uma press@o crescente sob as economias desses
paises (WHO, 2021). Esses dados evidenciam como a incidéncia de maléaria no mundo é
diretamente afetada pela desestruturacdo politica, social e sanitaria e ainda, como sera

complexo e desafiador alcancgar o éxito de sua eliminacé&o.

Dentre as espécies de Plasmodium que infectam o homem, o P. falciparum é
considerada a espécie mais patogénica, ja que facilmente pode ocasionar formas graves
da doenca, levando com maior frequéncia os individuos a 6bito (HALDAR et al., 2007;
MILLER et al., 2013; MOXON et al., 2020). Isso provavelmente estd associado a
infeccBes com maior parasitemia (parasitos/pL de sangue), uma vez que o P. falciparum
é capaz de infectar eritrocitos jovens e maduros. Além disso, a exposi¢do de uma familia
de proteinas altamente polimoérficas denominada PfEMP1 (Proteina 1 Majoritaria na
Membrana de Eritrocitos), na membrana dos eritrocitos infectados, contribui para a
patogenicidade desta espécie (FAIRHURST & WELLEMS, 2006; KRAEMER AND
SMITH, 2006, VARO et al., 2020). Os eritrocitos infectados com formas maduras
(trofozoitos e esquizontes) de P. falciparum, apresentam em sua superficie variantes da
PfEMP1. Ao percorrer os capilares sanguineos mais profundos, estes eritrocitos
apresentando essas proteinas variantes, interagem com moléculas de adeséo presentes no
endotélio, o que provoca o fenémeno de cito aderéncia ao epitélio vascular causando
micro trombos, interrupcao do fluxo sanguineo, hipdxia e complicacbes graves em varios
orgaos (FAIRHURST & WELLEMS, 2006; KRAEMER & SMITH, 2006; SMITH et al.,
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2013; MOXON et al., 2020). Ainda, € uma espécie de maior prevaléncia em paises
africanos, e ao longo dos anos séo cada vez mais comuns o registro de cepas resistentes
aos antimaléricos utilizados para o tratamento da maléria falciparum (MILLER et al.,
2013; FANCONY & BRITO, 2016; SIDDIQUI et al., 2021).

J& P. vivax, € a espécie mais distribuida pelo mundo sendo responsavel por mais
da metade do nimero de casos registrados fora da Africa (ADAMS & MUELLER, 2017;
WHO, 2021). E uma espécie que geralmente causa a maléria ndo complicada, podendo,
contudo, causar sintomas graves como a anemia e desconforto respiratério (COSTA et
al., 2012; CASTRO-GOMES et al., 2014; COSTA et al., 2020). P. vivax tem como
caracteristica infectar somente reticulocitos (hemécias jovens), que representam em
média 1-2% das células sanguineas, desse modo, a parasitemia em casos de malaria vivax
é significativamente mais baixa (MORENO-PEREZ & PATARROYO, 2013;
ZIMMERMAN et al., 2013). Recentemente tem sido demonstrado que durante o
desenvolvimento de P. vivax no hospedeiro vertebrado, uma biomassa consideravel de
parasitos € mantida em nichos eritroblasticos localizados na medula 6ssea e no bago que
sdo ricos em reticuldcitos jovens (BARBER et al., 2015; SILVA-FILHO et al., 2020;
KHO et al., 2021) o que pode ter relagdo direta com a baixa parasitemia causada por esta
espécie. Embora alguns estudos demonstrem a possibilidade de adesdo do parasito
associado a casos graves de malaria vivax (COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2012),
esta espécie ndo ocasiona o fendmeno de cito aderéncia semelhante com o que ocorre em
casos de P. falciparum. Por sua vez, apresenta um estagio dormente, os chamados
hipnozoitos, que dificultam a cura parasitoldgica e sao responsaveis por recaidas tardias
da doenca (MARKUS, 2015; ADAMS & MUELLER, 2017).

Individuos que sdo acometidos com varios episodios de maléria, podem adquirir
um estado de imunidade parcial, no qual apresentam uma baixa carga parasitaria com
poucos ou nenhum sintoma da doenca (WHITE et al., 2013; PHILLIPS et al., 2017;
ASHLEY et al., 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2022) mas, podem servir como fonte
de infeccdo aos mosquitos. A infeccdo frequentemente acomete com maior gravidade a
populacédo de gestantes e criangas abaixo dos cinco anos de idade e isso se da tanto pelo
atraso no diagnostico e administracdo do tratamento, como também por haver uma queda
da imunidade no periodo gestacional ou, no caso das criancas, por ndo ter desenvolvido
mecanismos imunologicos que inibam parte da replicacdo do parasito (ARTAVANIS-
TSAKONAS et at., 2003).
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Os sinais e sintomas da malaria séo dependentes de fatores inerentes a espécie de
Plasmodium infectante, do status imunol6gico do hospedeiro e da presenca ou auséncia
de resisténcia natural a infeccdo (WHITE et al., 2013; PHILLIPS et al., 2017). Na malaria
ndo complicada, ha a ocorréncia de febre intermitente, calafrios, tremedeira, sudorese
intensa, cefaleia, fadiga, mialgias, desconforto abdominal, nausea, vomito, anemia
moderada e ligeira hepatoesplenomegalia. A gravidade na maléria pode ser descrita com
anemia grave, hipoglicemia, edema pulmonar, disfuncéo renal, ictericia, malaria cerebral
e acidose metabdlica (WHITE et al., 2013; CASTRO-GOMES et al., 2014; COWMAN
etal., 2016; MILNER, 2018).

Tendo em vista que a maioria dos casos de malaria sdo de origem antroponotica e
sendo assim, 0s componentes que mantém o ciclo de transmiss&o sao apenas o ser humano
e 0 mosquito vetor, a prevencdo da infeccdo torna-se pautada no diagnéstico preciso e
tratamento precoce dos individuos infectados (DA SILVA-NUNES et al., 2008;
MEIBALAN et al., 2017). Cabe ressaltar que quando realizado de forma correta e em
tempo oportuno, o tratamento garante a cura da doenca (CARLTON et al., 2011;
MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Nesse aspecto, uma vez que ha a diminui¢do dos
reservatorios humanos, consequentemente ocorrera a interrupcdo da transmissao com
reducdo da incidéncia e prevaléncia da doenca (MEIBALAN et al., 2017; RECHT et al.,
2017).

Os tratamentos disponiveis para malaria atualmente, tem por objetivo atingir o
parasito em pontos estratégicos do seu desenvolvimento no hospedeiro vertebrado. E
realizado com o uso de farmacos derivados da artemisinina (ACT), artemeter +
lumefantrina ou artesunato + mefloquina, cloroquina e primaquina ou tafenoquina
(PHILLIPS et al., 2017; PLEWES et al., 2019). Para adotar a terapéutica mais adequada,
é imprescindivel considerar a espécie infectante, idade, peso, possibilidade de gestacdo e
quaisquer outras condicbes associadas ao hospedeiro humano (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022). Para otimizar e aperfeicoar o trabalho dos profissionais de satide, ha
disponivel um Guia de Tratamento da Mal&ria no Brasil, que contém todas as orientacfes
preconizadas e estabelecidas pela OMS (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).


https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/malaria/guia_tratamento_malaria_2nov21_isbn_site.pdf
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1.2. Malaria no Brasil

A malaria é endémica na regido da Amazonia Legal, que abrange nove estados
brasileiros: Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Ronddnia, Roraima
e Tocantins (MINISTERIO DA SAUDE, 2022) (Figura 3). Esforcos foram iniciados a
partir dos anos 50 para o combate a doenca, e apesar de contribuir para reducdo das areas
endémicas no pais, as tentativas de controle acarretaram certos impactos e nem sempre
foram téo eficientes. O uso macico de inseticidas (DDT) para eliminar 0 mosquito junto
a profilaxia antimalarica baseada na adicdo de cloroquina no sal de cozinha, ocasionaram
prejuizos ambientais, toxicidade e sobretudo o surgimento de cepas resistentes de
Plasmodium spp. e de anofelinos aos componentes utilizados (GRIFFING et al., 2015;
BAIA-DA-SILVA et al., 2019).

IPA 2020
[] Sem Transmissdo
[ Muito baixo risco
[ Baixo risco

I Médio risco

Il Alto risco

1.000 km

Figura 3: Mapa de risco de transmissao da maldria, por municipio, no Brasil, em 2020. O risco é
estimado a partir da IPA = Incidéncia Parasitaria Anual (nimero de diagnosticos positivos para malaria por
1000 habitantes, em uma determinada area, no periodo de um ano). O risco é dividido entre baixo (IPA <
10 casos/mil habitantes), médio (IPA entre 10 a 49 casos/mil habitantes) e alto (IPA > 50 casos/mil
habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021 — Sinan/SVS/MS e Sivep — Malaria/SVS/MS).

Segundo o Ministério da saude, em 2019 foram notificados 154.453 casos de

malaria no pais, com reducdo de 19% em relacdo ao ano de 2018. O registro de casos
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graves também apresentou uma reducdo no pais com apenas 37 Obitos por malaria em
2019. Ainda em 2019, 80% dos casos ocorreram em areas rurais ou indigenas e 11% dos
casos ocorreram em éreas de garimpo ou assentamento (MINISTERIO DA SAUDE,
2022). Em 2020, foram cerca de 143.395 casos autoctones no pais, uma reducao de 6,5%
em comparacao ao ano anterior e em 2021 foram registrados 137.857 casos autdctones,
representando uma reducdo de quase 4%. Do total de casos autdctones registrados no pais
em 2021, 17% foram de maléria por P. falciparum e malaria mista, sendo os outros 83%
de maléria por P. vivax e outras espécies (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Na regido da Amazonia Legal ocorre 99 % dos casos de malaria registrados no
pais, isso se deve ao fato da regido apresentar condi¢cBes ambientais que favorecem o
desenvolvimento da principal espécie de mosquito transmissora de malaria no Brasil, o
Nyssorhynchus darlingi (GIL et al., 2007; DA SILVA-NUNAS et al., 2008; DA SILVA-
NUNES et al., 2012). Embora, a grande propor¢do de infecgcdes esteja concentrada na
regido amazonica, também ocorrem registros da doenca na regido extra-amazoénica (DE
PINA-COSTA et al., 2018; GARCIA et al., 2022). Essas notificacbes necessitam de
maior aten¢do, uma vez que, a letalidade da malaria na area endémica € considerada baixa,
entretanto, o oposto é verificado no restante do pais, no qual a letalidade pode chegar a
ser 100 vezes maior (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Na area extra-amazonica, onde
a ocorréncia da doenca ndo é usual, os sintomas sdo vistos como inespecificos e
frequentemente confundidos com arboviroses ou outras infec¢oes (DE PINA-COSTA et
al., 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Desse modo, a desinformacAo, o atraso no
diagndstico e a morosidade para o inicio do tratamento, prejudica o prognéstico e aumenta
a letalidade da doenca (DA SILVA-NUNAS et al., 2008; DA SILVA-NUNES et al.,
2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Recentemente foram verificados mosquitos na regido de mata atlantica infectados
com espécies de Plasmodium humano, fato que sugere a ocorréncia de transmissdo
autoctone nesta regido, uma cadeia de transmissdo que pode contar com a participagdo de
An. (Kerteszia) cruzii, primatas ndo humanos e humanos (DEMARI-SILVA et al., 2020;
DE LEMOS et al., 2021; DUARTE et al., 2021). Além disso, o Plasmodium simium que
infecta naturalmente primatas ndo humanos, foi identificado em humanos pela primeira
vez no ano de 2017. Desde entdo tem sido admitida a possibilidade de transmissdo
zoonotica de malaria na regido de mata atlantica (BRASIL et al., 2017) fato que aponta
para novos desafios para o controle da doenca.
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A espécie de Plasmodium mais prevalente no Brasil é o P. vivax, sendo
responsavel por cerca de 85% dos casos; P. falciparum compreende cerca de 15% dos
relatos e P. malariae menos de 1% (RECHT et al., 2017; WHO, 2021). E importante
ressaltar, que para as diferentes espécies de Plasmodium que ocorrem no Brasil, ha uma
intervencdo terapéutica adequada que atende as particularidades de cada caso e elimina
completamente o parasito. Enquanto para P. falciparum a cloroquina ndo é mais indicada
devido a resisténcia, para P. vivax, a cloroquina combinada com a primaquina se mantém
como a primeira linha de escolha. Atualmente as infec¢bes por P. falciparum sdo tratadas
no pais com uma combinacdo de farmacos derivados da artemisinina (PLEWES et al.,
2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Sendo assim, torna-se evidente a importancia
do diagnostico diferencial para cada espécie de parasito.

1.3.  Ciclo de Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado

Plasmodium spp. apresenta um ciclo biolégico complexo que inclui o homem
como hospedeiro intermediario e os mosquitos fémeas do género Anopheles como
hospedeiros definitivos do parasito (Figura 4). O ciclo se da a partir da picada infectante
dos anofelinos, no qual sdo inoculados na derme dos hospedeiros vertebrados, os
esporozoitos. Estes apresentam a locomocao tipica do filo Apicomplexa denominada
gliding que os permite ter movimentos rapidos e auxilia na mecénica de invasdo celular
(MERNARD et al., 2013; COWMAN et al., 2016). Um estudo utilizando imagem
intravital da pele de camundongos infectados com P. berghei confirma a presenca de
esporozoitos que exibem motilidade acelerada na derme o que se relaciona com o fato
deles deixarem o local da picada rapidamente. Neste trabalho, aproximadamente 70% dos
esporozoitos foram encontrados na corrente sanguinea e 30% na via linfatica (AMINO et
al., 2006). Os esporozoitos que desembocam nos vasos linfaticos terdo um percurso
limitado, pois sdo drenados para os linfonodos mais proximos, fagocitados por células
apresentadoras de antigenos e apresentados aos linfécitos TCD4+ (AMINO et al., 2006;
COWMAN et al., 2016). Em contrapartida, 0s esporozoitos que seguem a via
hematogénica poderdo alcancar a barreira sinusoidal do figado que é formada por células
endoteliais e células de Kupffer (TAVARES et al., 2013).

Diversos estimulos moleculares estdo envolvidos no processo de infec¢do da

célula hospedeira, acredita-se que 0s esporozoitos migram para 0s hepatocitos atraidos
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pela elevada quantidade de proteoglicanos de heparan-sulfato (Heparan Sulfate
Proteoglycans- HPSGs) presentes nesse tipo celular (PRUDENCIO et al., 2006; EJIGIRI
& SINNIS, 2009; HERRERA et al., 2015). Pode-se destacar que durante o percurso do
parasito ha o processo de transmigracao celular, que parece ser um evento de importancia
para o sucesso e estabelecimento da infec¢do, uma vez que induz a producdo de fator de
crescimento dos hepatdcitos, o que colabora para que tais células sejam mais susceptiveis
(CARROLO et al., 2003). A proteina SPECT de micronema, parece assumir fungéo
essencial para que o esporozoito possa transpor as barreiras celulares, formando vacutolos
transitdrios (ndo dependentes da formacéo de juncdo maovel), até alcancar as celulas alvos,
os hepatdcitos (ISHINO et al., 2004; YUDA & ISHINO, 2004; ISHINO et al., 2005;
RISCO-CASTILLO et al., 2015). A proteina circumesporozoita (Circumsporozoite
Protein- CSP), abundante na superficie do esporozoito, pode interagir com os HPSGs
presentes nos hepatocitos e contribuir para a internalizacdo do parasito (PRUDENCIO et
al., 2006; EJIGIRI & SINNIS, 2009). Além disso, a proteina TRAP (Thrombosporidin-
Related Adhesive Protein) e 0 antigeno 1 de membrana apical (Apical Membrane Antigen-
1 - AMA-1) séo secretados pelas organelas do complexo apical e expressos na superficie
do parasito juntamente com outras moléculas durante o processo de invasdo. Por
contribuir para a interacdo do parasito com a célula hospedeira, essas proteinas constituem
uma maquinaria molecular essencial para o estabelecimento intracelular (BESTEIRO et
al., 2011; SINNIS & ZAVALA, 2012).

Apos a chegada aos hepatdcitos os esporozoitos podem transmigrar através destas
celulas ou induzir a formagdo de um vactolo parasitoforo (KAPPE et al., 2004). O
processo de invasdo celular inicia-se com a aderéncia frouxa do parasito, permitindo que
0 mesmo seja capaz de movimentar na superficie da célula até encontrar um sitio
susceptivel para a entrada. Na sequéncia, 0 parasito estabelece uma forte ligacdo com a
membrana da célula hospedeira, reorienta 0 complexo apical que passa a ter contato direto
com a célula. Uma vez associados, inicia-se a secrecdo dos conteudos proteico-
enzimaticos presentes nas organelas do complexo apical, dando origem a jungdo movel,
responsavel por estabelecer uma conexdo firme entre o parasito e a membrana da célula
hospedeira (BESTEIRO et al., 2011; BARGIERI et al., 2014; HORTA et al., 2020). A
jung@o movel corresponde a um complexo de proteinas que se depositam na membrana
da célula e namembrana do parasito, permitindo que o parasito consiga transpor a barreira

celular impulsionado por um motor de actina-miosina. Com a interagdo entre a
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movimentacdo do tipo gliding e a formacédo da juncdo mdvel, o parasito consegue ser
pressionado para dentro do hepatdcito. No processo de entrada, ocorre a invaginagdo da
membrana plasmatica da célula hospedeira, o esporozoito sofre uma constri¢do celular
devido a pressdo exercida pela juncdo movel e ao fim se estabelece dentro do vacuolo
parasitéforo (MOTA et al., 2001; BESTEIRO et al., 2011: BARGIERI et al., 2014;
HORTA et al., 2020).

Uma vez estabelecida a infeccdo, dentro do vacuolo parasitoforo, o esporozoito
passa de uma forma afilada e delgada para uma forma esférica e aumentada, denominada
trofozoito pré-eritrocitico. O processo de mudanca morfofuncional pode levar
aproximadamente de dois a dez dias (MERNARD et al., 2013; COWMAN et al., 2016).
Assim, torna-se possivel o desenvolvimento do parasito que divide mitoticamente por
esquizogonia, dando origem a merozoitos teciduais, 0s quais podem chegar até 40.000
por hepatocito infectado (STURM et al., 2006). Tais merozoitos sdo liberados nos
sinusoides hepaticos por meio de vesiculas denominadas merossomos, posteriormente,
alcancam a proxima célula-alvo presente na corrente sanguinea, os eritrocitos (STURM
et al., 2006; MENARD et al., 2013). Os merossomos formados permitem que 0s
merozoitos abandonem o tecido hepatico, sem serem reconhecidos pelo sistema de defesa
do hospedeiro, isso porque eles sdo constituidos pela membrana celular dos hepatécitos
(STURM et al., 2006). A formacdo dessas vesiculas consiste em uma estratégia de
subversdo da célula hospedeira a favor do parasito, pois permite o egresso silencioso do
tecido hepatico. Plasmodium é capaz de alterar as fun¢des celulares e promover a ativacao
de capazes fazendo com que a célula entre em processo apoptotico, contudo ao consumir
o célcio (Caz+) intracelular, o parasito permite com que a célula mantenha a integridade
da membrana plasmatica, uma vez que na auséncia do célcio, a inversao de residuos de
fosfatodilserina sdo impedidos e dessa forma, a célula ndo é reconhecida como “morta”
pelo sistema imunolégico (STURM et al., 2006; BAER et al., 2007; GRAEWE et al.,
2012).

Dentre as espécies de Plasmodium spp. que infectam o ser humano, P. vivax e P.
ovale apresentam uma particularidade na fase exo-eritrocitica, ja que possuem a
habilidade em gerar formas dormentes, hipnozoitos, as quais permanecem no tecido
hepatico apos o tratamento da infeccdo original (ADAMS & MUELLER, 2017;
MERRICK, 2021) (Figura 4). Os hipnozoitos podem persistir no hepatdcito por meses
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ou anos antes de iniciar uma infeccdo sanguinea, atuando como reservatorio do parasito.
Portanto, essas formas latentes podem ser responsaveis por recaidas tardias da doenca
(MUELLER et al., 2009; ADEKUNLE et al., 2015). Néo € muito clara qual sinalizagdo
€ necessaria para a ativacdo dos hipnozoitos. Acredita-se que picadas de mosquitos
Anopheles ndo infectados podem ser um estimulo para ativacdo dessas formas dormentes
(HULDEN, 2008; WELLS, 2010). Além disso, ha especulacdes de que a febre ou
inflamacdo possam ser gatilho para a ocorréncia da proxima recaida (WHITE et al.,
2011), bem como, que esses parasitos sdo geneticamente distintos e programados para se
ativar em determinado momento (CHEN, 2007; DE ARAUJO et al., 2012). A frequéncia
dessas recaidas pode variar de acordo com a imunidade do hospedeiro, idade, grau de
exposicdo a infeccdo, localizacdo geografica, carga parasitaria inoculada e adesdo ao
tratamento correto (JOHN et al., 2012; MARKUS, 2015; COMMONS et al., 2020).

A fase eritrocitica inicia-se quando 0s merozoitos deixam 0 merossoma e
estabelecem contato com os eritrocitos (MILLER et al., 2013; ASHLEY et al., 2018;
MILNER, 2018). Os merozoitos livres no sangue invadem as hemacias por um
mecanismo muito rapido e dindmico (HOLDER & BLACKMAN, 1994; WEISS et al.,
2015). O processo de invasdo do eritrocito € semelhante ao que ocorre nos hepatocitos,
inicia-se com a interacdo do merozoito com a hemaécia, nesta etapa acredita-se que a
proteina 1 da superficie de merozoito (Merozoite Surface Protein-1 — MSP-1) tenha um
importante papel. Para estabelecer e mediar a associa¢do é necessario a mobilizacdo de
outras MSPs da superficie do parasito, formando complexos proteicos independentes,
capazes de interagir com os receptores presentes no eritrocito a ser invadido, esta etapa é
denominada pré-invasao (WEISS et al., 2015; LIN et al., 2016). Ocorre a interacao entre
0 merozoito e o eritrocito, o parasito reorienta seu complexo apical na superficie celular
de modo perpendicular a membrana plasmatica, na sequéncia ha a liberacdo de moléculas
como a AMA-1 e a RON-2 que se inserem a célula hospedeira, tornando possivel a
formacédo de uma ligag&o irreversivel e consequentemente a invasdo (BESTEIRO et al.,
2011; SRINIVASAN et al., 2013; HORTA et al., 2020).
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Figura 4- Ciclo biolégico do Plasmodium vivax no vertebrado. (Adaptado de Phillips et al., 2017).

Posterior a invasdo ativa, 0 parasito encontra-se completamente circundado pelo

vacuolo parasitoforo, assim, inicia-se 0 processo de esquizogonia e cada merozoito é

capaz de originar de 8 a 16 merozoitos que sao posteriormente liberados para infectar

novos eritrocitos, amplificando a infeccdo (MILLER et al., 2002). A segmentacdo do

esquizonte pode durar de 24 a 72 horas a depender da espécie de Plasmodium infectante.

Para 0 egresso do parasito ocorre a ruptura da hemaécia infectada e novamente tem-se a

participacdo da MSP-1 durante o processo. Apos ser quebrada por protedlise ela se liga a

espectrina do eritrdcito e facilita a saida do parasito, através da desestabilizacdo do

citoesqueleto da hemécia (DAS et al., 2015). Depois de algumas geracdes de merozoitos

sanguineos, ocorre a diferenciacdo de gametocitos masculinos e femininos, estes ao serem

sugados por fémeas do inseto vetor susceptivel irdo dar continuidade ao ciclo do parasito
(MILLER et al., 2002; COWMAN et al., 2016). O processo de formacdo dos gametocitos
apresenta um padrdo diferenciado para as duas principais espécies de plasmaddios

humanos. Em P. vivax 0s gametdcitos aparecem precocemente na circulacéo periférica

antes mesmo do individuo apresentar quaisquer sintomas (Figura 4). No que diz respeito

a P. falciparum, o aparecimento dos gametocitos é tardio e coincide com o quadro clinico
do paciente (MUELLER et al., 2009; COWMAN et al., 2016). Além disso, é importante
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ressaltar que P. vivax infecta especificamente reticuldcitos que expressam CD71 em sua
superficie, essas células muito jovens estdo em baixa propor¢do na circulagdo, desse
modo as infec¢bes por P. vivax geram baixas parasitemias e individuos infectados
frequentemente assintomaticos (Figura 4). Tais caracteristicas refletem desafios no
controle das diferentes espécies, dado que para P. vivax, mesmo que o paciente busque
rapidamente atendimento, ja pode ter sido fonte de infeccdo para 0s mosquitos
susceptiveis. Assim, o P. vivax apresenta particularidades biolégicas que tornam seu
controle mais desafiador quando comparado a P. falciparum (MUELLER et al., 2009;
COWMAN et al., 2016; MEIBALAN et al., 2017).

1.4. Resposta humoral adquirida durante a maléria

A resposta imunologica contra Plasmodium inicia-se a partir do reconhecimento
de padrdes moleculares e a ativacdo de células da imunidade inata como os neutréfilos,
células dendriticas e mondcitos (LEORATTI et al., 2012; ANTONELLI et al., 2014;
GAZZINELLI et al., 2014). Ocorre uma massiva producdo de citocinas, glicoproteinas
hidrossollveis, que atuam como mensageiros quimicos para a coordenacao da resposta
(ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2003; LIMA-JUNIOR et al., 2010; ANTONELLI et
al., 2020). O cenério inflamat6rio associado com a apresentacao de antigenos do parasito,
induzem a ativacdo de diversas moléculas e fatores de transcricdo que acionam a
imunidade adquirida ativando as células T e B (AKIMOVA et al., 2011; FIGUEIREDO
et al., 2017). E relevante destacar que um dos eventos de maior importancia para o
desenvolvimento da imunidade parcialmente protetora contra Plasmodium é a producao
de anticorpos, dentre 0s quais sobressaem as imunoglobulinas do tipo G e M (COHEN et
al., 1961; BOYLE et al, 2015; COCKBURN & SEDER, 2018).

A imunoglobulina G (IgG) esta presente na circulacdo sanguinea do homem e
corresponde em cerca de 10 a 20% das proteinas contidas no plasma. E uma glicoproteina
composta por 82-96% de proteinas e 4-18% de carboidratos (VIDARSSON et al., 2014).
Dentre as cinco classes de imunoglobulinas circulantes no ser humano (IgM, IgD, IgG,
IgA e IgE), a 1gG constitui cerca de 75% do total de anticorpos séricos em individuos
saudaveis. Adicionalmente, a imunoglobulina G pode ser dividida em quatro diferentes
subclasses que se apresentam com abundancias distintas a depender do estimulo gerado
lgG1> IgG2> IgG3 >1gG4 (SHAKIB & STANWORTH, 1980). De modo geral, 1gG 1 é
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a subclasse mais vasta dentre elas (FERRANTE et al., 1990; PANDEY et al., 2010;
IRANI et al., 2015). Tais subclasses apresentam diferencas tanto estruturais como
funcionais e, portanto, sdo capazes de potencializar ou mesmo suprimir a resposta
imunolodgica. Podem atuar de inimeras formas, seja a partir da neutralizacdo direta do
antigeno, formacdo de imunocomplexos, ativacdo do sistema complemento e de células
efetoras (VIDARSSON et al., 2014; IRANI et al., 2015). A imunoglobulina M é secretada
como pentameros ou hexameros soluveis por linfocitos B plasmaticos. Pode apresentar
de 10 a 12 sitios de ligagcdo ao antigeno, que a torna mais capaz de ligar ao patdgeno se
comparado com o 1gG. Além de neutralizar patoégenos IgM é altamente eficaz em ativar
0 complemento (LIU et al., 2019; KEYT et al., 2020).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resposta adaptativa contra 0s
plasmddios sdo complexos e ndo muito bem compreendidos, sobretudo quando se trata
de infecgOes ocasionada por P. vivax (JANGPATARAPONGSA et al., 2006;
JANGPATARAPONGSA et al., 2012; ANTONELLLI et al., 2020). A imunidade contra
P. vivax se estabelece em individuos que sdo constantemente re-infectados pelo parasito,
no entanto a protecdo concebida é considerada parcial, ja que se apresenta em um curto
periodo de tempo no qual o individuo fica exposto aos antigenos do parasito. A imunidade
adquirida contra Plasmodium é silenciada em &reas de baixa transmissao, isso deve-se ao
fato de a resposta imunoldgica ser frequentemente atrasada e ndo esterilizante. Desse
modo, individuos que ndo permanecem em areas endémicas, rapidamente perdem seus
linfocitos T e B ativos e efetores, indicando que muitas vezes as células de memoria
formadas s6 sdo mantidas através das repetidas exposicdes (JANGPATARAPONGSA et
al., 2012; ANTONELLLI et al., 2019). Apesar da resposta gerada ser lenta e incompleta,
em areas endémicas com as constantes reinfeccdes, os individuos podem desenvolver
uma imunidade parcial contra o parasito que é capaz de controlar a parasitemia, bem
como, as manifestacdes clinicas (LUXEMBURGER et al., 1999; ALVES et al., 2002;
NOGUEIRA et al., 2006; WHITE et al., 2014).

Estudos com a intencdo de investigar a resposta de células B, bem como os titulos
de anticorpos gerados para antigenos de P. vivax, tém demonstrado que ainda ndo ha
consenso sobre a longevidade da resposta humoral durante a malaria (FIGUEIREDO et
al., 2017; CHANGROB et al., 2018; PATGAONKAR et al., 2018). A maior parte dos
estudos reportam o rapido declinio dos anticorpos ap0s a cura parasitoldgica dos

individuos, o que corrobora com o principio de que as infec¢bes causadas pelos
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plasmddios ndo induzem a producéo de células de memoria duradouras (ANTONELLI et
al., 2019). Contudo ainda existem lacunas sobre a resposta de anticorpos em individuos
infectados com P. vivax, bem como a diferenciacdo dos linfocitos B e a manutencéo de
células de memoria (FIGUEIREDO et al., 2017; CHANGROB et al., 2018;
PATGAONKAR et al., 2018). Em uma area de transmissao instavel de malaria no estado
do Par4, Brasil, houve um estudo que monitorou a permanéncia da resposta de 1gG contra
P. vivax ao longo dos anos. Foi constatado que a prevaléncia de IgG positivo para o
antigeno do parasito avaliado (MSP-119), diminuiu significativamente ao longo do tempo,
em 2010 (93,4%), 2012 (85,1%) e 2013 (78,3%), fato que corrobora com a premissa de
que é importante haver reinfecgdes para que a resposta de defesa se mantenha presente
no individuo (COSTA et al., 2020).

A imunidade inata, incluindo a resposta pré inflamatdria, sdo eventos essenciais
para o desenvolvimento da imunidade adquirida, na qual destaca-se a ativacdo e
amadurecimento de linfdcitos B especificos contra antigenos do parasito, a diferenciagao
de células de memoria e a producéo de anticorpos como mecanismos fundamentais para
o controle do parasito (STEVENSON & RILEY, 2004; GAZZINELLI et al., 2014;
ANTONELLI et al., 2019). A imunidade humoral naturalmente adquirida em areas
endémicas parece estar mais relacionada com a fase eritrocitica do parasito do que com a
tecidual, embora, os antigenos presentes nos esporozoitos e em hepatdcitos infectados
também podem estar envolvidos (RILEY & STEWART, 2013; ROJAS-PENA et al.,
2015; COCKBURN & SEDER, 2018). Anticorpos anti-P.vivax sdo verificados contra
antigenos especificos do parasito, como AMA-1, MSP-1, MSP-9, DBP e CSP (BRAGA
et al., 1998; CUTTS et al., 2014; FOLEGATTI et al., 2017; COSTA et al., 2020). As
respostas de 1gG para esses antigenos indicam uma exposicdo recente ou acumulada ao
parasito em diversas populacGes ao longo da Bacia Amazonica (FOLEGATTI et al.,
2017; ANTONELLI et al., 2019; COSTA et al., 2020). Contudo, o vinculo entre a
producdo de anticorpos e a prote¢do contra doenga é uma evidéncia limitada, ja que os
exames soroldgicos disponiveis nao distinguem anticorpos protetores dos ndo protetores
(ANTONELLI et al., 2019).

Durante a infeccdo causada por P. vivax, os antigenos presentes no estagio de
merozoito sdo mais imunogénicos e promovem altos titulos de anticorpos (RODRIGUES
et al., 2005; HAGHI et al., 2012; PIRES et al., 2018). Nesse aspecto pode-se destacar o
PVAMA-1 que é uma das moléculas mais imunogénicas (CERAVOLO et al., 2005), e a
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PVMSP-119 que é altamente imunogénica e induz altos titulos de anticorpos que podem
permanecer relativamente estaveis em diferentes areas de transmissdo. Moléculas com
esse perfil podem ser utilizadas como marcadores para delimitar areas de maior ou menor
transmisséo e regides que apresentam co-endemicidade de espécies (CERAVOLO et al.,
2005; CHANDRAMOHANADAS et al., 2014; MCCAFFERY et al., 2019; LONGLEY
etal., 2022).

1.5. O uso de anticorpos em estudos epidemiolégicos

Os anticorpos naturalmente adquiridos por individuos imunocompetentes durante
0 curso de uma doenga infecciosa, alem de serem extremamente importantes para o
estabelecimento de uma resposta adaptativa que potencializa as células efetoras (BOYLE
et al, 2015; COCKBURN & SEDER, 2018), eles podem servir como relevantes alvos
para identificacdo de individuos expostos a infeccdo, mas que sdo silenciosos por nao
apresentarem sintomas (CUTTS et al., 2014; FOLEGATTI et al., 2017, O'FLAHERTY
et al., 2022). Quando se discute sobre uma doenca infecciosa ndo contagiosa, mas que é
transmitida via vetor como o que ocorre com a malaria, esses individuos que portam o
parasito e permanecem nas populacdes indetectaveis, assumem imensa importancia
(HARRIS et al., 2010). Isso porque mesmo n&o apresentando parametros clinicos nitidos,
eles podem servir de fonte de infeccdo para 0 mosquito suscetivel e proporcionar a
manutencdo da transmissdo local (ALVES et al., 2002; DA SILVA-NUNES et al., 2008;
DA SILVA-NUNES et al., 2012).

Dentre os pilares estabelecidos pelo Programa Nacional de Controle da Maléria a
deteccdo de individuos infectados por meio do diagnostico rapido e preciso, assim como
a administracdo da terapéutica mais adequada a cada espécie de parasito infectante, se
destacam (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Uma vez que 0S reservatorios sio
detectados e tratados, ha uma consequente diminuigdo da transmissdo para 0 mosquito,
refletindo diretamente na incidéncia e prevaléncia do numero de casos sintomaticos
(GRIFFING et al., 2015; WHO, 2021). Essas medidas quando implementadas de maneira
correta sdo eficientes para o controle do P. falciparum, fazendo com que haja significativa
diminuicdo do numero de casos. Contudo, 0 mesmo nédo é verificado para P. vivax,
justamente pela dificuldade de identificar individuos assintomaticos infectados (DA
SILVA-NUNES et al., 2008; DA SILVA-NUNES et al., 2012). Neste contexto a pesquisa
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por anticorpos especificos contra o parasito pode ser uma estratégia de relevancia, ja que
podem ser eficientes para detectar os casos de individuos expostos a infec¢do e que se
encontram assintomaticos (ALVES et al., 2002; HARRIS et al., 2010).

Diversos estudos visam avaliar o perfil de anticorpos como marcadores de
exposicdo ao Plasmodium (KIM et al., 2014; FOLEGATTI et al., 2017; LONGLEY et
al., 2017; LONGLEY et al., 2021; LONGLEY et al., 2022). Neste contexto a infeccédo
causada por P. vivax se destaca, uma vez que seu controle é mais complexo devido as
caracteristicas bioldgicas inerentes a esta espécie. Dentre estas incluem um ciclo de vida
extra eritrocitico, que se estabelece em sitios eritroblasticos como a medula 6ssea e 0 baco
que sdo ricos em reticuldcitos jovens (KHO et al., 2021). Este acimulo oculto de parasitos
nessas regides pode sustentar a alta prevaléncia de infeccdes assintomaticas e as baixas
densidades eritrociticas que ocorrem nas infec¢bes por P. vivax (HARRIS et al., 2010;
MOREIRA et al., 2015).

Além disso, como ja enfatizado anteriormente, o0 estagio intra-hepatico
(hipnozoito), que pode permanecer incubado ou adormecido por meses a anos apos a
infeccdo inicial, e se reativar por motivos ainda ndo bem esclarecidos, faz com que o
individuo volte a ser um mantenedor do parasito (CHEN et al., 2007; HULDEN et al.,
2008; DE ARAUJO et al., 2012). Estima-se que os casos de recaidas tardias representem
0s principais reservatorios de transmissao nas comunidades, com até 80% das infeccdes
detectadas no estagio sanguineo atribuidas a hipnozoitos (COMMONS et al., 2020). E
por fim, a maturacdo precoce de gametdcitos que é uma caracteristica importante desta
espécie e faz com que o ser humano uma vez infectado, rapidamente se torne fonte de
infeccdo ao mosquito vetor, antes mesmo de apresentar qualquer sintoma que possibilite
procurar atendimento médico (ADEKUNLE et al., 2015; ROBISON et al., 2015;
VALLEJO et al., 2016).

Todos esses aspectos comprometem diretamente o controle de P. vivax e se
tornam uma barreira para a eliminacdo desta espécie em todo mundo (TAYIPTO et al.,
2022). No Brasil, esta problematica é evidente e crescente pois grande parte dos casos na
regido endémica sdo assintomaticos, ja que os individuos sdo frequentemente expostos ao
parasito e produzem anticorpos que podem conferir protecdo, minimizando as
manifestagdes clinicas (BRAGA et al., 2002; HARRIS et al., 2010). Os casos de malaria

se concentram em areas rurais, areas indigenas, garimpos, assentamentos e area urbana
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da regido da Amazonia legal brasileira que acumula o maior nimero de casos autoctones
no pais (Tabela 1). A dindmica de transmissao varia bastante entre os ambientes devido
a falta de vigilancia epidemiolégica, a ocupacdo desestruturada de hospedeiros que vivem
em condi¢Oes favoraveis a infeccdo e a presenca de mosquitos suscetiveis (DA SILVA-
NUNES et al., 2008; DA SILVA-NUNES et al., 2012). Fatos que contribuem para a
heterogeneidade da transmissdo nessas areas e comprometem o controle (MINISTERIO
DA SAUDE, 2022).

Tabela 1- Casos autoctones de no Brasil malaria de acordo com a area especial de

Areas especiais 2021
de infeccéo N° de casos
Rural 50.609
Indigena 45.642
Garimpo 20.468
Urbana 11.413
Assentamento 7.839

Adaptado de: Sivep-Malaria/SVS/MS. Dados do Sivep-Maléria atualizados em: 14/3/2022.

O deslocamento de pacientes com maléria, sejam eles advindos da regido
amazOnica ou de outros paises endémicos, pode favorecer a instalacdo da transmissdo em
areas atipicas para a doenca e ocasionar surtos localizados (MINISTERIO DA SAUDE,
2021). Esses surtos demoram a ser identificados justamente pela morosidade em buscar
atendimento médico, falta de suspeita clinica dos profissionais de salde e a ndo expertise
com o diagndstico padrdo ouro em area extra-amazoOnica. Os surtos ocorrem e S30
mantidos por um dado intervalo de tempo, devido a suscetibilidade de algumas areas,
dentre elas as de mata atlantica, na qual existe a presenca de espécies do vetor transmissor
(DE LEMOS et al., 2021; DUARTE et al., 2021, MINISTERIO DA SAUDE, 2022). No
ano de 2021 em area extra-amazonica forram notificados 462 novos casos de malaria,
sendo 321 deles identificados como importados de municipios ou paises endémicos e 114
casos identificados como autdctones (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Na Figura 5 é
possivel identificar os municipios da regido extra-amazénica que notificaram apenas

casos importados, em azul, e que registraram casos autoctones, em vermelho.
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Os casos autoctones podem ter origem a partir de um caso importado ou ainda,
podem ser casos autoctones de malaria humana geralmente assintomaticos em areas de
mata atlantica, os quais o ser humano, primatas ndo humanos e espécies de mosquitos
locais suscetiveis possivelmente participam e promovem a manutencdo da cadeia de
transmissdo (DE PINA-COSTA et al., 2014; MASELLI et al., 2014; DE LEMOS et al.,
2021). Ha predominio de pacientes afetados do sexo masculino e que s&o trabalhadores
agropecudrios, garimpeiros, turistas e viajantes da faixa etaria entre 20 e 49 anos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Fato este que representa mais um desafio ao combate
da doenca e nos permite compreender o qudo complexo e varidvel é o limiar de
sintomatologia dos pacientes que sdo expostos esporadicamente a determinadas cepas do

parasito.
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Figura 5. Municipios da regido extra-amazbnica que notificaram mais casos importados ou
autéctones de malaria. Adaptado de: Sivep-Maléaria/SVS/MS e Sinan/SVS/MS. Municipios da regido
extra-AmazOnica marcados em vermelho também podem ter notificado casos. Dados do Sivep-Malaria

atualizados em 2021.
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Assim, anticorpos que sao especificos para alvos proteicos de P. vivax, podem ser
utilizados como uma ferramenta para identificacdo de individuos expostos ao parasito,
assintomaticos e muitas vezes indetectaveis pelos exames convencionais (FOLEGATTI
et al.,, 2017; LONGLEY et al., 2017; LONGLEY et al., 2021; LONGLEY et al., 2022;
TAYIPTO et al., 2022). Além disso, 0 uso de marcadores soroldgicos de exposicéo €
bastante aceito para a delimitacdo de &reas de transmissdo que apresentam co-
endemicidade de espécies, assim como, para mensurar as diferencas na dindmica de
transmissdo em certas regifes e analisar, por meio da resposta imune, o historico de
malaria em dada localidade. Ainda, a deteccdo da resposta secundaria anti-Plasmodium
em estudos soroepidemioldgicos pode ser favoravel para prever potenciais surtos
epidémicos (GIL et al., 2007; GREENWOOD et al., 2008; KIM et al., 2014). Essas
ferramentas, em conjunto com as estratégias de controle ja pré-estabelecidas, serdo

essenciais para alcancar a eliminacdo da doenca (O'FLAHERTY et al., 2022).

1.6. Proteina 1 da superficie de merozoito (MSP-1)

Presente em todas as espécies de Plasmodium, as MSPs sdo sintetizadas no final
da esquizogonia e expressas na superficie dos merozoitos, quando 0s mesmos sao
liberados dos globulos vermelhos (DEL PORTILLO et al., 1991; BABON et al., 2007).
Diversas proteinas desta familia ja foram descritas para P. falciparum, dentre as quais, as
estruturas genicas de MSP-1, MSP-185, MSP-3a, MSP-3b, MSP-3c, MSP-4, MSP-5,
MSP-8, MSP-9 e MSP-10, foram identificadas em P. vivax (RAYNER et al., 2002;
BABON et al., 2007; PUTAPORNTIP et al., 2009; MIAHIPOUR et al., 2012).

A MSP-1, corresponde a uma das moléculas mais importantes presentes no estagio
sanguineo do Plasmodium, uma vez que € essencial para invasdo dos eritrécitos pelos
merozoitos e apresenta tanto por¢des conservadas como varidveis de acordo com as
espécies (DEL PORTILLO et al., 1991; HOLDER & BLACKMAN, 1994). Somado a
isso, a MSP-1 representa um relevante antigeno para resposta imunologica do hospedeiro,
ja que apresenta porc¢des altamente imunogénicas como o fragmento C-terminal de 19
kDa denominado MSP-119, capaz de induzir a producdo de anticorpos que bloqueiam a
invasdo das hemacias (BRAGA et al, 1998; EGAN et al, 1999;
CHANDRAMOHANADAS et al., 2014), assim como, anticorpos protetores o que torna
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a MSP-1, além de um potencial antigeno vacinal, um relevante marcador soroldgico de

exposicao.

Tendo em vista esses aspectos, a MSP-1 tornou-se uma das moléculas mais
estudadas no ciclo de vida do parasito, seja como um potencial alvo vacinal ou como
biomarcador para infeccdo e exposicdo malarica (BRAGA et al., 2002; LADEIA-
ANDRADE et al., 2007; MCCAFFERY et al., 2019).

MSP1 MSP1

Superficie esquizonte Superficie merozoito Superficie trofozoito jovem
—_—» E—
Processamento Processamento
primario secundario

Figura 6. Processamento de MSP-1. (Adaptado de Babon et al., 2007)

Estudos com modelos animais demonstram que antigenos dos estagios sanguineos
estimulam a producdo de anticorpos neutralizantes (STOWERS et al., 2001; DUTTA et
al., 2005; MCCAFFERY et al., 2019), assim como demonstram a presenca de tais
anticorpos em individuos expostos a areas endémicas (SOARES et al., 1997; BRAGA et
al., 1998; BRAGA et al., 2002; MORAIS et al., 2005; SCOPEL et al., 2005; BUENO et
al., 2008, PANDEY et al., 2010; CHANDRAMOHANADAS et al., 2014; KIM et al.,
2014; ROCHA et al.,, 2017). Ainda nas ultimas trés décadas, diversos estudos
imunoepidemioldgicos expdem a alta taxa de imunogenicidade da regido C-terminal de
P. vivax (PvMSP-119) e as subclasses de 1gG dominantes em individuos infectados por
Plasmodium spp. € a IgG1, sequida da IgG3 (BRAGA et al., 2002; MORAIS et al., 2005).

Tais investigacOes analisam a aquisicdo de anticorpos IgG contra este antigeno,
principalmente em populagdes que vivem em areas de alta prevaléncia de maléaria, ou

mesmo em regifes com variagdes nas taxas de transmissdo (SOARES et al., 1997;
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SOARES et al.,, 1999; CUNHA et al, 2014; LADEIA-ANDRADE et al., 2007,
FERNANDEZ-BECERRA et al., 2010; MOURAO et al., 2012; FOLEGATTI et al.,
2017; PUNNATH et al., 2021).

O peso molecular em Kilo Daltons (kDa) da MSP-1 é de aproximadamente 195
kDa, entretanto, no decorrer do amadurecimento dos merozoitos esta molécula é
submetida a clivagens proteoliticas sucessivas que originam peptideos de diferentes
tamanhos (Figura 6) (MCBRIDE & HEIDRICH et al., 1987; HOLDER et al., 1992). A
saber: MSP-1g3, MSP-130, MSP-133, MSP-14, MSP-133 € MSP-119, dentre as quais,
apenas a MSP-119 é exposta na superficie do parasito na fase de merozoito e trofozoito
jovem. O fragmento menor (MSP-119) € ancorado pela glicosilfosfatidilinusitol (GPI) e
carreado juntamente com o parasito (MCBRIDE & HEIDRICH, 1987; BLACKMAN et
al., 1990; HOLDER et al., 1992; BLACKMAN et al., 1994).

Tendo em vista a importancia da PvMSP-1 como potencial biomarcador de
exposi¢do a infeccdo malérica, assim como um importante alvo vacinal de fase sanguinea,
faz-se necessario a caracterizacdo mais detalhada e especifica da resposta de anticorpos
contra peptideos derivados da mesma. Afim de elucidar potenciais marcadores de
exposicdo ao P. vivax que sejam aplicaveis em estudos soroepidemiolégicos e
possibilitem, tanto a identificacdo de reservatdrios silenciosos mantenedores da cadeia de
transmissdo, como compreender melhor as dindmicas de transmissao nas diferentes areas

nas quais este parasito esta presente.
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2. JUSTIFICATIVA

A maléria € um grave problema de saude publica por afetar um elevado nimero de
pessoas em areas tropicais e subtropicais do mundo. Estima-se que um terco da populacao
viva em areas de risco de infeccdo e todos os anos ocorrem cerca de 400 a 500 milhdes
de casos novos ao redor do globo, nos quais P. vivax é um dos principais agentes

responsaveis.

No Brasil, 99% dos casos de malaria ocorrem na regido da Amazoénia Legal e sdo, em
grande maioria (85%), ocasionados por P. vivax. Os casos que ocorrem na regido extra-
amazonica podem ser classificados como importados de areas endémicas, ou como
autoctones. Estes merecem atencdo uma vez que tiveram um aumento consideravel entre
0s anos de 2020 e 2021 e, além disso, os surtos de malaria em estados extra-amazonicos
demoram a ser detectados devido ao atraso na suspeita clinica, falta de expertise com o
diagndstico e consequente morosidade na administracdo do tratamento, fato que piora o

prognostico e aumenta consideravelmente a letalidade dos casos.

Tendo em vista esses aspectos e sabendo dos desafios acerca do controle de P. vivax
- casos assintomaticos ou oligossintomaticos que servem como fonte de infec¢édo ao vetor,
a maturacdo precoce de gametdcitos antes do surgimento dos sintomas e as recaidas
tardias por hipnozoitos — torna-se importante a investigacdo de marcadores soroldgicos
que permitam estimar a prevaléncia desta espécie em areas com diferentes niveis de
transmissdo e co-endemicidades, bem como em areas ndo endémicas para a deteccdo de
individuos mantenedores da transmissao, assim como previsdo e delimitacdo de surtos.
Ao delimitar melhor as areas de ocorréncia de P. vivax por meio de um screening com o
uso da sorologia, pode-se detectar individuos assintomaticos expostos e possivelmente
infectados por este parasito. Esta acdo favorece o direcionamento e a implementagéo de
medidas de controle efetivas contra a transmissdo, como o diagndstico e o tratamento de

pessoas infectadas.

Com o intuito de contribuir para identificacdo de biomarcadores de exposi¢ao ao
P. vivax, em nosso grupo de pesquisa foi realizada a identificacdo de toda sequéncia de
aminoéacidos presentes na MSP-1 de P. vivax (PvMSP-1). Ao analisar os peptideos, um
alvo foi identificado como potencial biomarcador para malaria vivax, o denominado

“peptideo 314”. Este demonstrou Otima reatividade para plasmas de pacientes infectados
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e baixa para plasmas de individuos ndo infectados, tornando-se assim um potencial

biomarcador para P. vivax.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Avaliar o potencial de anticorpos contra o peptideo sintético 314 (p314) derivado

da MSP-1 de P. vivax como biomarcadores sorolégicos de exposic¢éo ao parasito.

3.2.  Objetivos especificos

1. Avaliar o perfil da resposta de anticorpos IgM, 1gG e suas subclasses frente ao

p314 em pacientes com malaria por P. vivax e P. falciparum;

2. Propor marcadores soroldgicos baseados no reconhecimento de p314 para a
diferenciacéo entre as exposi¢des por P. vivax e P. falciparum;

3. Estimar a duracdo da resposta imune humoral adquirida contra o p314.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao das amostras

Para realizacdo deste estudo, amostras de plasma de pacientes infectados com P. vivax
(n=221) ou por P. falciparum (n=15) foram obtidas entre o periodo de fevereiro de 2006
a janeiro de 2017, por meio de puncdo venosa em tubos contendo anticoagulante (EDTA
ou heparina). As amostras dos pacientes foram adquiridas em parceria com Unidades de
Saude localizadas nas regides Centro-oeste e Norte do Brasil: Hospital Universitario Julio
Muller, em Cuiaba, Mato Grosso (n= 105); Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado, em Manaus, Amazonas (n= 65) e Centro de Pesquisa em Medicina
Tropical, em Porto Velho, Rondonia (n=51) e atualmente encontram-se devidamente
estocadas na soroteca do Laboratorio de Malaria, Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB),
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Figura 7). Amostras de 13 pacientes
infectados com P. vivax advindas de Porto Velho (RO), foram obtidas em
acompanhamento, tendo coleta de plasma no dia do diagndstico (dia 0) e dois meses ap6s
o0 diagndstico e inicio do tratamento (dia 63). As amostras incluidas neste estudo, sdo
provenientes de pacientes que, logo ap0s a detec¢do do parasito, receberam o tratamento
especifico para maléria vivax, no qual conta com trés dias de cloroguina em associa¢do
com setes dias de primaquina. Os plasmas controles negativos (n= 48) foram obtidos de
individuos nunca expostos a infec¢do, que residem em Belo Horizonte, area considerada

ndo endémica para malaria.
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Figura 7: Area de estudo, regido Amazonica Brasileira.

A triagem desses pacientes com suspeita clinica de malaria, foi feita a partir do
exame microscépico de gota espessa, juntamente com a confirmacgéo da infec¢do por meio
da amplificacdo do gene 18s SSU rRNA de Plasmodium (SCOPEL et al., 2004). Além
da coleta das amostras de plasma, todos os pacientes participantes do estudo, foram
examinados por um especialista 0 qual aplicou um questionario padrdo contendo
informacdes acerca dos dados pessoais do paciente, histérico prévio de malaria, perfil
demogréafico e socioecondémico, bem como, a sintomatologia apresentada no dia do
diagnostico. A parasitemia foi determinada pela contagem de parasitos (parasitos/ul de
sangue) em lamina de gota espessa. O diagndstico padrédo € feito por microscopia ética
através da visualizacdo de 100 campos microscépicos e contagem dos parasitos. Vale
salientar que apds a coleta das amostras os pacientes infectados com P. vivax e com P.
falciparum, foram devidamente tratados de acordo com o que é preconizado pelo
Ministério da Saude por meio do Manual de Terapéutica da Maléria. Os individuos
incluidos neste estudo, apresentaram-se isentos de desnutricdo e outras infeccbes como
dengue, hepatite e HIV. Além disso, apenas aqueles que assinaram o termo de
consentimento foram incorporados neste trabalho, de acordo com o que normatiza o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE:
01496013.8.0000.5149, parecer 519.481).

As manifestacdes clinicas mais relatadas durante o exame médico que
caracterizaram os pacientes infectados por P. vivax foram: febre (93,8 %), calafrio (89%),
mialgia (87,7 %), cefaleia (82,2%), epigastralgia (75%), vomito (56,8%) e nausea (50%).
Para os pacientes com maléaria aguda por P. falciparum, as sintomatologias mais
frequentes foram: mialgia (100%), cefaleia (93,3), nausea (93,3), calafrio (86,6) e febre
(46,6) (Tabela 2).

Tabela 2— Manifestacdes clinicas relatadas pelos pacientes com
malaria (n= 235) durante a avaliacao médica

Manifestacoes clinicas (%) | P. vivax (n=220) | P. falciparum (n= 15)

Calafrio 89 86,6

Cefaleia 82,2 93,3
Epigastralgia 75 -

Febre 93,8 46,6

Mialgia 87,7 100

Nausea 50 93,3
Vomito 56,8 -
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4.2.  Sintese de peptideos em membrana de celulose- SPOT Synthesis

A sequéncia priméria dos aminoéacidos da PvMSP-1, Cepa Sal-1 (Gene PVX
099980) (PUTAPORNTIP et al., 2002), foi sintetizado em membrana de celulose por
nosso grupo (OLIVEIRA, 2013). Esta metodologia descrita por Ronald Frank em 2002,
consiste na sintese automatica (Multiprep Automatic SPOT Synthesizer- Intavis), em
membrana de celulose, de uma série de peptideos que podem ser utilizados de forma a
mapear uma proteina especifica e verificar quais deles sdo reativos a determinados

anticorpos.

Ao realizar esta técnica, foram reconhecidos e sintetizados em duas membranas
de celulose o total de 580 peptideos contendo a sequéncia de 15 aminoacidos, referentes
a proteina que apresenta o total de 1751 aminoacidos. Apds a montagem das sequéncias
peptidicas, 0s grupos protetores das cadeias laterais dos aminoacidos foram removidos
por tratamento com 4&cido trifluoroacético (TFA), diclorometano e trietilsilano. A
membrana contendo os peptideos sintéticos foi lavada com etanol P.A. e com Phosphate
Buffer Solution 1X (PBS) por 10 minutos. Posteriormente, uma solucdo de bloqueio
contendo Bovine Serum Albumine (BSA) a 3% e sacarose a 5% diluidos em PBS-Tween
0,1% foi adicionada a membrana e mantida por 24 horas. No dia seguinte, a solucéo de

blogueio foi removida e a membrana lavada com PBS-T 0,1%.

O potencial antigénico de cada peptideo foi verificado por meio do imunoensaio
de spot, que consiste na aplicacdo de pools de plasma de pacientes reunidos em seis
grupos distintos: 1) pacientes ndo anémicos infectados com P. vivax; Il) pacientes
anémicos infectados com P. vivax; Ill) pacientes ndo anémicos infectados com P.
falciparum; IV) pacientes anémicos infectados com P. falciparum; V) individuos ndo
anémicos sem infec¢do por Plasmodium spp. e V1) individuos anémicos sem infeccao por
Plasmodium spp. Para a revelagéo, o anticorpo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma)
diluido na solucéo de bloqueio foi incubado com a membrana por 1 hora, sob agitacéo e
temperatura ambiente. Para mensurar a reatividade dos Spots, o Software ImageJ 1.45s
foi utilizado. As membranas foram digitalizadas e adicionadas ao programa e cada spot
foi marcado manualmente para a quantificacdo. Para eliminar quaisquer interferéncias de
fundo, a média de reatividade dos pontos nao reativos foi subtraida do valor de cada ponto
positivo, e o valor de intensidade obtido nesse calculo foi utilizado nas andlises

estatisticas.
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4.3.  Sintese quimica dos peptideos solaveis

Desenvolvida por Merrifield e Woolley em 1963, a técnica de sintese peptidica
em fase sélida por Fmoc (SPFS), consiste em fixar o aminoacido C-terminal do peptideo
sobre um suporte sélido insolavel, uma resina, e depois alongar a cadeia peptidica por
adicOes sucessivas de residuos. Os aminoacidos utilizados foram protegidos pelo
grupamento Fmoc (9-flurenil metil oxicarbonila) em sua fungdo amina e em sua cadeia
lateral para evitar reacfes indesejadas. Ao final da sintese, o Ultimo aminoacido é
desprotegido e o peptideo é clivado da resina com o auxilio de uma solucéo acida. Foi
utilizada a resina de amido (Rink Amide Resin), da Novabiochem® protegida por grupos

Fmoc, como suporte solido.

O trabalho descrito anteriormente (OLIVEIRA, 2013), permitiu-nos identificar
que o peptideo 314 [ETKCDELDLLFNVQN] (p314) derivado da PvMSP-1 é
reconhecido com exclusividade por anticorpos presentes nos plasmas de pacientes com
infeccdo patente por P. vivax. Logo, este peptideo foi selecionado como candidato a
biomarcador de infeccdo por P. vivax (p314) (Registro de patente: BR1020220203105)
(Anexo).

Tabela 3 - Sequéncia de aminoacidos do peptideo 314 derivado da PvMSP-1

Peptideo Sequéncia em formato FASTA

Peptideo 314 derivado da PvMSP-1 E-T-K-C-D-E-L-D-L-L-F-N-V-Q-N

Este peptideo, determinado a partir da imunorreagdo em membrana de celulose,
foi sintetizado na forma soltvel, com a utilizacdo de um sintetizador automético, um robé
MultiPrep (Intravis Bioanalytical Instruments, Nattermannallee, Alemanha), conforme
descrito anteriormente por Gausepohl e colaboradores em 1992. Nesta fase do trabalho,
contamos com a colaboracdo da Profa. Dra. Daniella Castanheira Bartholomeu do
laboratdrio de Imunologia e Genémica de Parasitos do Departamento de Parasitologia
ICB, UFMG.
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Tabela 4- Detalhamento dos aminoacidos utilizados na sintese do peptideo 314

Aminoacido | Sigla | Formato FASTA
Glutamato Glu E
Treonina Thr T
Lisina Lys K
Cisteina Cys C
Aspartato Asp D
Leucina Leu L
Fenilalanina | Phe F
Asparagina | Asn N
Valina Val \Y
Glutamina Gln Q

O procedimento foi feito com a adi¢do de uma cisteina extra na por¢do N- e C-
terminal dos peptideos, os quais foram amidados na por¢do C-terminal e acetilados na N-
terminal. Em seguida, hd a exposicdo e liberacdo da resina utilizando uma solugéo
composta por 95% de TFA, 2,5% de triisopropilsilano e 2,5% de adgua. Posteriormente,
o0s peptideos foram filtrados e precipitados com éter etilico frio. Apos a centrifugacéo, o
éter foi descartado e os peptideos foram liofilizados, pesados, dissolvidos em &gua
ultrapura e armazenados a -20°C até a utilizacdo em experimentos seguintes. As massas
moleculares foram previstas com PepCalc — Peptide property calculator (Innovagen)
(https://pepcalc.com/) e confirmadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF-modo

linear).

4.4.  Ensaio imunoenzimatico- (Enzyme-linked immunosorbent assay -ELISA)

Anticorpos IgM, 1gG e subclasses contra o p314 foram detectados em amostras
de plasma obtidas de pacientes infectados com P. vivax, pacientes infectados com P.
falciparum e individuos ndo infectados, por meio do ensaio imunoenzimatico. Para isso,
cada poco de uma microplaca de poliestireno de 96 pocos (Corning Incorporation,
Corning, NY, EUA) foi revestido com 2 ng/pL do peptideo (padronizado por OLIVEIRA,
2019), em tampao bicarbonato-carbonato (pH 9,6; 0,1 M) e incubado durante 24 horas a
4°C. As placas foram blogueadas com BSA 1% diluido em PBS 1X pH 7,4 e mantidas a
4°C durante 24 horas. Em seguida, para a detecgédo de IgM, 1gG e subclasses anti-p314,
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foram adicionados aos po¢os os plasmas dos doadores incluidos neste estudo, os quais
foram testados individualmente, em duplicata e diluidos na concentracdo de 1:100 em
PBST 0,05% contendo 0,1% de BSA. Apos a aplicacdo dos plasmas, as placas foram
incubadas por 2 h a 37°C. Na sequéncia quatro lavagens com PBST 0,05% foram
realizadas, as placas foram incubadas com anti-IgM (1:400), anti-lgG conjugado com
peroxidase (1:2000) ou com anti-lgG1, anti-1IgG2, anti-lgG3 ou anti-lgG4 (1:500) tais
concentragfes foram previamente padronizadas (Sigma Aldrich), diluidos em PBST
0,05% com 0,1% BSA, por 90 minutos a 37°C. Para mensurar as subclasses de 1gG, apds
a adicdao do anticorpo secundario aplicou-se a estreptovidina (1:500) diluida em PBST
0,05%, durante 60 minutos a 37°C. A ligacao foi revelada usando 0,5 mg/mL de substrato
de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich) diluido em tampao fosfato-
citrato 0,05 M, pH 5,0, e a reacdo foi interrompida com 4M H2SOA4.

A densidade 6ptica (DO 492 nm) foi determinada em um espectrofotdmetro de
microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific). A analise da curva Receiver Operating
Characteristic (ROC) foi utilizada para determinar o limiar de positividade (valores de
corte), que foi definido como o ponto na curva ROC onde a sensibilidade e a
especificidade do teste estavam mais proximas. Os niveis de anticorpos IgM, 1gG e
subclasses foram expressos como indice de reatividade (IR), calculado como a razdo entre
a densidade Optica média (OD) de cada duplicata de amostra e a OD média mais trés

desvios padrdo das amostras de individuos ndo infectados e nunca expostos a infeccdo.

4.5. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, CA, EUA). A avaliacdo da normalidade dos dados foi feita a partir do teste
estatistico de D'Agostino-Pearson e para dados paramétricos utilizou-se o Teste T para a
analise de duas variaveis, ou 0 One-Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey para
comparagao entre trés grupos ou mais. Em casos de dados ndo paramétricos, utilizou-se
o0 teste de Mann-Whitney para comparacao entre duas varidveis e o teste de Kruskal-
Wallis, com o teste de Dunn na sequéncia, para avaliacao de trés grupos ou mais. Para a
avaliacdo de dados pareados utilizou-se o teste de Fredman e em analise de associacédo
entre duas variaveis foi realizado o teste de correlacdo de Spearman. A andlise da curva

ROC foi incluida para avaliar a sensibilidade e especificidade dos anticorpos anti-p314
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em marcar as exposicdes ao P. vivax. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

5. RESULTADOS

51. Analise dos parametros clinicos, epidemioldgicos e demograficos da

populacéo de estudo.

A média de idade dos pacientes com malaria vivax foi de 36,6 anos, e 0s com
maldria falciparum, de 39,6 anos. No que se refere ao nimero de episddios prévios de
maléria, verificou-se que os pacientes infectados com P. vivax relataram, em média, 6,4
episodios anteriores, enquanto pacientes com P. falciparum, a média foi de 11,7. Quanto
a parasitemia, a media de parasitos/uL de sangue foi de 5.243 para os pacientes infectados
por P. vivax e de 4.511 para pacientes infectados com P. falciparum (Tabela 5). Com
relacdo aos parametros hematoldgicos, constatou-se que os pacientes com malaria vivax
apresentam, em média, nivel de hemoglobina igual a 13,4 (g/dL) e porcentagem de
hematdcrito igual a 40,1%. Os pacientes com malaria falciparum, por sua vez, apresentam
concentragdo de hemoglobina de 12,8 (g/dL) e 38,08 de hematocrito. A contagem média
de plaquetas e de leucdcitos foi de 121.859 e 5.655, respectivamente, em pacientes com
malaria vivax e de 131.538 ¢ 5.157, em pacientes com maléria falciparum (Tabela 5).
Esses dados evidenciam que os parametros analisados dentro da populacéo de estudo sdo

similares e, portanto, ndo influenciam a resposta de anticorpos verificada.

Tabela 5 — Caracterizacio da populacio de estudo

Parametros clinicos, P, vivax (n=220) P. falciparum (n=15) | P valor
epidemiologicos e (Média + Desvio (Média + Desvio
demograficos padrio) padrio)
Idade (anos) 36,6 + 13,1 39,6+ 12,3 0,5812
Episodios prévios de 6,4+ 12,0 11,7 £12,2 0,0559
malaria
Parasitemia 5.243 £ 8.703 4,511 + 8.329 0,2336
(parasitos/uL sangue)
Hemoglobina (g/dL) 13,4+2,0 12,8+ 2,1 0,5618
Hematocrito (%) 40,1+ 6,0 38,08+ 6,2 0,6280
Plaquetas (células/mm? 121.859 £ 41.152 131.538 £47,511 0,8795
sangue)
Leucécitos (células/ 5.655 + 2.039 5.157 £ 1,594 0,2617
mm?® sangue)
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5.2. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do peptideo 314.

O programa BLAST é um algoritmo desenvolvido para realizar buscas e comparar
sequéncias bioldgicas contra um banco de dados que contém informacoes ja depositadas.
Ao fazer uma busca, a ferramenta retorna o alinhamento com as sequéncias mais similares
de acordo com a sequéncia referéncia pesquisada. Ao avaliar a similaridade do peptideo
314 em comparacdo com outras sequéncias ja depositadas na National Library of
Medicine para o género Plasmodium, verificou-se apenas o alinhamento com a MSP-1 de
Plasmodium vivax (Tabela 6 e 7). Quando a busca é realizada excluindo o género
Plasmodium, a similaridade com outros organismos é abaixo de 40%, o que destaca este
peptideo como sendo representativo e especifico para PvMSP-1. Esses dados reforcam o
potencial do peptideo em ser biomarcador de P. vivax e vado de encontro com os achados
de Oliveira, 2013.

Tabela 6 — Alinhamento do p314 no BLAST

Proteina de superficie de merozoito-1 [Plasmodium vivax]

Estatisticas de alinhamento #1

Pontuacdo |[Valor-e| ldentidade | Positividade | Lacunas

52.8 pts (117)| 2e-09 [15/15 (100%) [ 15/15 (100%6)[0/15 (0%)

consulta 1 ETKCDELDLLENVQN 15

PvMSP-1 901 ETKCDELDLLFNVQN 915
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Tabela 7 — Similaridade da sequéncia de p314 com Género Plasmodium

_ Numero de
Organismo Nome Blast | Pontos )
alinhamentos

Plasmodium Apicomplexa 143

Plasmodium vivax | Apicomplexa [ 52.8 139

Plasmodium vivax

Apicomplexa [ 49.0 2
Norte coreano
Plasmodium vivax )
. Apicomplexa | 49.0 1
India VII
Plasmodium vivax )
Apicomplexa [ 49.0 1

Brasil |

5.3. Predicéo in silico de epitopos de células B da PvMSP-1 e do peptideo 314.

Ainda anterior a deteccdo de anticorpos, verificou-se in silico o potencial do
peptideo em desencadear a producédo de anticorpos especificos. Logo, para determinar os
residuos de aminoacidos do peptideo 314 importantes para o reconhecimento por
anticorpos, realizou-se a predicdo de epitopos lineares de células B, in silico, através do
software BepiPred 2.0, utilizando-se um ponto de corte de 0,5. De acordo com a predicéo,
0 peptideo 314 esta localizado em uma regido da proteina predita como epitopo para
células B (Figura 8), porém, quando a predicdo € realizada utilizando-se apenas a
sequéncia de aminoacidos do peptideo, apenas uma regido composta por sete aminoacidos
(DELDLLF - Aspartato, Glutamato, Leucina, Aspartato, Leucina, Leucina e
Fenilalanina) foi considerada como um potencial epitopo de células B (Figura 8). Os
calculos de predicao realizados pelo software, levam em consideracdo os aminoacidos
adjacentes, assim, ao analisar a sequéncia completa da proteina PvMSP-1 tem-se uma
predicdo mais generalista e ao analisar apenas o peptideo é obtido uma predigdo mais

precisa.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5855
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1035514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1035514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1035514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1035514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1077284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1077284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1077284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1077284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1077284
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1077284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1033975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1033975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1033975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1033975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1033975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1033975
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

49

Epitopo
NH2-

1700....COOH

500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250

Epitopos: =~ = e EEEEETE

PredigGes: | |

901 ETKCDELDLLFNVAQN 915

Gradiente

|:| - Epitopos de células B na PvMSP-1

Epf élulas B 14
Baixo Alto pitopos de células B no p3

RegiGes ndo preditas como epitopo

Figura 8: Predigdo, in silico, de epitopos lineares de células B na proteina PvMSP-1, cepa Sal I. O
peptideo 314 é constituido pelos aminoacidos 901 a 915 da PYvMSP-1 e se encontra localizado em uma
porcao considerada como potencial epitopo de células B. A por¢do laranja escura indica os epitopos preditos
na PvMSP-1 pelo software BepiPred 2.0, a por¢do laranja clara indica os epitopos preditos no peptideo e,
a porcdo rosa clara indica as regifes ndo consideradas epitopos levando em consideracao a proteina inteira
e apenas o0 peptideo.

5.4. Deteccao de anticorpos IgM e IgG anti-p314 em pacientes com P. vivax, P.

falciparum e néo infectados.

Ap0s a obtencdo de evidéncias que o peptideo pode ser um interessante alvo da
resposta imune adquirida, partiu-se para a avaliagdo dos anticorpos gerados contra o
mesmo. Os niveis de anticorpos IgM e IgG contra o peptideo 314 foram medidos nos
plasmas dos individuos de cada um dos grupos estudados. Ao analisar os niveis de
anticorpos IgM anti-p314, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
pacientes infectados com P. vivax (Mediana: 1,042; percentil 25%-75% [0,7000- 1,429])
versus individuos ndo infectados (Mediana: 0,9785; percentil 25%-75% [0,7020- 1,384])
(Figura9).

Em contrapartida, os niveis de anticorpos IgG anti-p314 mensurados foram
significativamente maiores em pacientes infectados com P. vivax (Mediana: 1,068;
percentil 25%-75% [0,6845- 1,549]) em comparagdo com os individuos ndo infectados
(Mediana: 0,8155; percentil 25%-75% [0,6214- 1,165]) (p= 0,0153). Contudo, mesmo
havendo diferengas significativas é visualizado que plasmas de individuos ndo infectados

e nunca expostos a infecgdo malarica apresentam anticorpos contra o peptideo. Este fato
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compromete o uso do 1gG total anti-p314 como biomarcador sorolégico de exposicéo por

P. vivax (Figura 9).
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Figura 9. Niveis de IgM e 1gG contra o p314. Os niveis de anticorpos em plasmas de pacientes com

maléria vivax (Pv) (n= 220) e individuos ndo expostos & malaria (NI) (n= 48) foram determinados por

ELISA. *A linha pontilhada representa os indices positivos > 1 e negativos < 1.
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Figura 10. Niveis de 1gG contra o p314. Os niveis de anticorpos em plasmas de pacientes com malaria

vivax (Pv) (n= 220), pacientes com maldria falciparum (Pf) (n= 15) e individuos ndo expostos & maléria
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(NI) (n= 48) foram determinados por ELISA. *A linha pontilhada representa os indices positivos > 1 e

negativos < 1.

Ao incluir a andlise de IgG em plasmas de pacientes infectados com P. falciparum
foi verificado uma diferenca nitida entre os niveis de anticorpos contra o peptideo em
individuos infectados com P. vivax (Mediana: 1,068; percentil 25%-75% [0,6845- 1,549])
versus os infectados com P. falciparum (Mediana: 0,5436; percentil 25%-75% [0,5000-
0,9903]) (p=0,0001) (Figura 10). As amostras de P. falciparum ndo foram incluidas na
anélise de IgM, pois os resultados obtidos com essa imunoglobulina ndo foram
promissores para diferenciar plasmas infectados dos ndo infectados. Além disso, devido

a insuficiéncia de tais amostras, optamos em utiliza-las apenas com as subclasses de I1gG.

5.5. Avaliacdo de anticorpos IgM e IgG anti-p314 em amostras de

acompanhamento em pacientes com malaria vivax.

Com o intuito de verificar a permanéncia de anticorpos IgM e IgG contra o p314
apos a cura, e na auséncia de infeccdo patente, utilizamos plasmas de pacientes infectados
com P. vivax obtidos no dia do diagnostico de maléria por gota espessa (dia 0) (IgM-
mediana: 1,382; percentil 25%- 75% [1,042- 1,674]); (IgG- mediana: 1,132; percentil
25%- 75% [0,7039- 1,357]) e seus plasmas correspondentes apds 63 dias do diagnostico
seguido do tratamento (dia 63) (IgM- mediana: 1,043; percentil 25%-75% [0,6351-
1,544]); (IgG- mediana: 0,8444; percentil 25%-75% [0,6411- 0,9984]) (Figura 11).

Foram realizadas andlises pareadas com amostras de 13 pacientes correspondentes
ao acompanhamento e todos os outliers foram removidos para a avalia¢do (Figura 11).
De acordo com os dados apresentados, ndo foram verificadas diferengas significativas
entre os niveis de IgM e IgG totais com relagdo aos dias O e 63 na andlise proposta.
Contudo, sabe-se que anticorpos totais persistem para além da infeccdo e este fato ndo

desestimula a continuidade da investigagéo com as subclasses de 1gG.
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Figura 11. Niveis de IgM e IgG contra o peptideo 314 em amostras de pacientes com
acompanhamento. Os anticorpos foram mensurados por ELISA no plasma dos individuos infectados com

P. vivax no dia 0 e no dia 63. Analises pareadas (n=13). *A linha pontilhada representa os indices positivos

> 1 e 0s negativos < 1.

5.6.

Correlacdo da parasitemia com os niveis de anticorpos IgM e 1gG anti-p314.

A correlagdo entre a parasitemia (parasitos por p/L de sangue), presente nos

plasmas de pacientes infectados com P. vivax e os niveis de anticorpos IgM e IgG anti-

p314 foram avaliados. A correlacdo entre as varidveis foi baixa tanto para os niveis de

anticorpos IgM (r = 0,1077), quanto para os IgG anti-p314 (r = 0,2151) (Figura 12).
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Figura 12. Associacdo entre parasitemia e niveis de anticorpos contra p314. Correlagcdo néao
paramétrica de Spearman entre os niveis de IgM (A) e 1gG (B) contra o p314 e parasitemia em individuos

infectados por P. vivax.

5.7.  Subclasses de 1gG anti-p314 como biomarcadores de exposicao.

Tendo em vista que as subclasses de IgG indicam respostas mais refinadas e
portanto podem ser mais especificas como biomarcadoras de exposicéo a P. vivax, partiu-
se para a avaliacdo dos niveis de anticorpos 1gG1, 19gG2, 1gG3 e 1gG4 contra o p314
utilizando plasmas de 30 individuos ndo infectados, nunca expostos a area de transmissdo
malarica, 30 pacientes infectados com P. vivax e sete pacientes infectados com P.
falciparum (numero reduzido devido a insuficiéncia de amostras), (Figura 13). Foi
demonstrado diferenca significativa entre os niveis de 1gGle IgG3 anti-p314 presentes
em pacientes infectados com P. vivax versus pacientes infectados com P. falciparum (p=
0,0022), (p= 0,0138), e individuos ndo infectados (p= 0,0075), (p= 0,0323)
respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que a subclasse 1gG1 anti-p314 pode ser

considerada um potencial biomarcador soroldgico de exposi¢cdo por P. vivax.

Além disso, os anticorpos 1gG2 anti-p314 apresentam niveis estatisticamente
elevados quando avaliados em pacientes infectados com P. vivax versus pacientes
infectados com P. falciparum (p= 0,0022) e para infectados com P. falciparum versus
ndo infectados (p=0,0040), contudo ndo ha diferenca entre os plasmas nao infectados
daqueles infectados por P. vivax, o que compromete o uso dessa subclasse como

biomarcador de exposicao (Figura 13).
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Figura 13. Niveis de 1gG1 (A), 1gG2 (B), 1gG3 (C) e 1gG4 (D) contra o peptideo 314 em individuos ndo
infectados, pacientes com P. vivax, pacientes com P. falciparum. *A linha pontilhada representa os indices

positivos > 1 e 0s negativos < 1.

Com relagdo aos niveis de IgG4 anti-p314 ndo foram observadas diferengas

estatisticas entre os grupos avaliados (Figura 13). Ainda, vale ressaltar que nao foram

visualizadas correlacdes positivas entre os niveis de 1gG1, 19G2, 19gG3, 1gG4 anti-p314 e

a parasitemia dos pacientes. Os valores de mediana e percentil 25%-75% para cada

subclasse de IgG anti-p314 sdo detalhados na Tabela 8.

Tabela 8- Valores de mediana e percentil 25%-75% para cada subclasse

Mediana Percentil 25%-75%
Subclasse | Pv Pf NI Pv Pf
IgG1 0,8379 | 1,115 | 0,6996 | 0,7417-0,8741 | 0,9568- 1,273 | 0,6329- 0,7284
1gG2 0,9844 | 1,009 | 0,6367 | 0,8452- 1,143 0,7915- 1,179 | 0,6367- 0,9576
1gG3 0,8856 | 1,063 | 0,7410 | 0,7745- 1,122 0,8644- 1,374 | 0,5399- 0,8645
IgG4 0,8968 | 1,006 | 0,7625 | 0,7512- 1,053 0,8502- 1,157 | 0,7388- 0,9481
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5.8.  Subclasses anti-p314 em amostras de acompanhamento.

Uma vez constatado que subclasses de IgG anti-p314 representam potenciais
marcadores soroldgicos de exposicao por P. vivax, avaliamos seus niveis em plasmas de
pacientes obtidos no dia do diagnostico (dia 0) e dois meses ap0s o diagnostico e
tratamento especifico para malaria vivax (dia 63). Os testes foram realizados de forma
pareada com 13 pacientes em acompanhamento com plasmas correspondentes obtidos no
dia 0 e no dia 63 (Figura 14); e de maneira ndo pareada com todos 0s pacientes que
tiveram coleta no dia do diagnostico (dia 0) totalizando 30 amostras, e 13 amostras obtidas
dos pacientes que retornaram no dia 63 pds-tratamento e na auséncia de infeccdo patente
(Figura 15).
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Figura 14. Niveis de 1gG1 (A), 1gG2 (B), 1gG3 (C) e 1gG4 (D) contra o peptideo 314 em amostras

pareadas de pacientes de acompanhamento. No dia do diagnéstico (dia 0) e dois meses apds o tratamento
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(dia 63). Analise pareada (n = 13). *A linha pontilhada representa os indices positivos > 1 e 0s negativos <

1.

Em avaliacbes pareadas, foram observadas diferencas significativas entre os
niveis dos anticorpos IgG3 anti-p314 entre o dia 0 e o dia 63 (p= 0, 0034) (Figura 14).
Para as demais subclasses 19G1, 1gG2 e 1gG4 ndo foram verificadas diferengas nos
plasmas estudados, entre o dia 0 e o dia 63 (Figura 14). Além disso, em analises nao
pareadas, dentre todas as subclasses avaliadas, apenas o 1gG3 anti-p314 apresentou queda
significativa de niveis entre o dia 0 e o dia 63 (p=0,0134) (Figura 15). Detalhamento das
medianas e percentil 25%-75% obtidos para cada subclasse no dia 0 e dia 63 (Tabela 9).
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Figura 15. Niveis de 1gG1 (A), 1gG2 (B), 1gG3 (C) e 1gG4 (D) contra o peptideo 314 em amostras nao
pareadas de pacientes de acompanhamento. No dia do diagnostico (dia 0) e dois meses apds o tratamento
(dia 63). Anélise ndo pareada (n dia 0= 30; n dia 63= 13). *A linha pontilhada representa os indices positivos

> 1 e 0s negativos < 1.

Tabela 9- Valores obtidos para cada subclasse

Mediana Percentil 25%-75%
Subclasse
Dia 0 Dia 63 Dia 0 Dia 63
IgG1 1,140 0,9826 0,7990- 1,243 0,8049- 0,9826
IgG2 0,7607 0,8203 0,6837- 1,321 0,6992- 0,9552
IgG3 1,059 0,7045 0,8331- 1,347 0,5553- 0,8374
IgG4 0,9069 0,9136 0,8073- 1,105 0,8072- 1,0320

5.9.  Andlise da Curva ROC para IgG, 1gG1 e 1gG3 anti-p314

Devido aos resultados obtidos com IgG total, 1IgG1 e IgG3 anti-p314 tornou-se
interessante verificar a especificidade e sensibilidade desses anticorpos anti-p314 em
marcar especificamente as exposi¢des ao P. vivax e para isso foram realizadas anélises
junto a curva ROC. Foi observado, em relacdo aos niveis de 1gG no plasma de individuos
ndo infectados por P. vivax versus os plasmas de individuos infectados por esta espécie
de Plasmodium, uma especificidade (77,4%) e sensibilidade (78,9%) (Figura 16). As
analises de IgG1 junto a curva ROC foram promissoras, com sensibilidade (83,3%) e
especificidade (97,06%) desses anticorpos contra 0 p314 na comparacdo de individuos
ndo infectados por P. vivax versus os infectados com P. vivax (Figura 16). Em
contrapartida, ao avaliar a sensibilidade e especificidade de IgG3 anti-p314 foram
observadas 60,71% e 59,38% respectivamente, na comparagdo entre os plasmas de
individuos néo infectados por P. vivax, versus os infectados. Os valores obtidos na analise

da curva ROC para IgG, IgG1 e IgG3 anti-p314 foram detalhados na Tabela 10.
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Figura 16: Curva ROC da resposta de 1gG, 1gG1 e IgG3 contra o peptideo 314 da PvMSP-1. As curvas
ROC foram montadas utilizando dados soroldgicos de individuos infectados com P. vivax e individuos ndo

infectados por P. vivax (infectados com P. falciparum e néo infectados).

Tabela 10- Detalhamento dos valores obtidos na curva ROC

Plasmas néao Sensibilidade % Especificidade % Acurécia
: (area sob a
vivax versus - 0 9
. Cut-off (95% ClI) (95% ClI) curva ROC) Valor p
P. vivax

IgG >0.6945 | 78,95 (72,92- 83,93) 77,42 (65,59- 86,04) 0,8578 <0,0001
lgG1 >0.8999 | 83,33 (66,44- 92,66) 97,06 (85,08- 99,85) 0,9147 <0,0001
IgG3 >0.9339 | 60,71 (42,41- 76,43) 59,38 (42,26- 74,48) 0,6942 <0,0099




59

6. DISCUSSAO

A maléria é uma doenga infecciosa febril aguda que persiste como um grave problema
de saude pablica no Brasil (Ministério da saude, 2022), e no mundo (WHO, 2021). Apesar
dos avancos recentes no controle da transmissdo, nos ultimos dois anos a pandemia de
Covid-19 impactou as a¢des do Programa de Controle e como consequéncia o nimero de
casos novos confirmados vem aumentando progressivamente (ROGERSON et al., 2020;
WHO, 2021). Aléem disso, as taxas de morbidade e mortalidade por malaria ainda séo
elevadas e se mantém principalmente em paises mais pobres, os quais se localizam no
continente africano (NKUMAMA et al., 2017; WHO, 2021). Tendo milhdes de pessoas
sob risco de infeccdo em paises tropicais e subtropicais, o desenvolvimento de novos
métodos que possibilitem a confirmacdo da transmissdo do parasito em dada area
geografica se fazem necessarios, afim de tratar o mais rapido os possiveis reservatérios
humanos e assim evitar a disseminacdo do plasmodio aos insetos vetores, bem como,
melhorar o prognostico dos pacientes expostos (ANDRADE & BARRAL-NETTO,
2011).

Plasmodium vivax, apesar de ndo ser considerada uma espécie letal, pode ocasionar
manifestacdes clinicas graves (COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2012; SINGH et al.,
2011; QUISPE et al., 2014; RECHT et al., 2017; ADAMS et al., 2017). Além disso, é a
espécie de plasmddio humano mais amplamente distribuida no mundo e a mais prevalente
no Brasil (WHO, 2021; MINISTERIO DA SAUDE, 2022) e para a confirmag&o dos casos
e tratamento adequado € imprescindivel o diagndstico especifico para esta espécie de
parasito (MUKKALA el. al., 2018; AGARWAL et al., 2020). Caracteristicas biologicas
fazem com que o controle de P. vivax seja mais complexo e dificultado quando
comparado a P. falciparum. Pode-se elencar como desafios 0s hipnozoitos intra-hepéaticos
dormentes, 0s casos assintomaticos ou indetectdveis e a maturacdo precoce de
gametdcitos que permitem com que P. vivax seja mais facilmente transmitido ao vetor e
com que os reservatorios humanos ndo sejam identificados com facilidade (ADEKUNLE
et al., 2015; MOREIRA et al., 2015; COMMONS et al., 2020).

Com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de biomarcadores sorologicos
que possam ser utilizados para delimitar areas de transmissdo, o presente estudo avaliou
a resposta de anticorpos IgM, IgG e subclasses de IgG contra o peptideo sintético 314,
derivado da PvMSP-1, nos plasmas de pacientes infectados por P. vivax, pacientes
infectados por P. falciparum e individuos ndo infectados. A escolha de trabalhar com este
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peptideo € justificada com base no estudo anterior realizado pelo nosso grupo, no qual
pela técnica de spot-synthesis, peptideos overlapping representando toda a sequéncia da
PvMSP-1 foram acopladas a uma membrana de nitrocelulose e, por mapeamento de
epitopos, o p314 foi selecionado por ser reconhecido exclusivamente por um pool de

plasmas de pacientes com malaria vivax (OLIVEIRA, 2013).

Reforcando o potencial uso do peptideo p314 como marcador de exposi¢do ao P.
vivax, constatamos que a sequéncia de aminoacidos esta presente apenas em merozoitos
de P. vivax. Como a MSP-1 esta presente em ambas as espéecies de Plasmodium que
ocorrem no Brasil, e a sequéncia do peptideo de interesse localiza-se em um bloco
conservado desta proteina (DEL PORTILLO et al., 1991; PUTAPORNTIP et al., 2002),
decidiu-se verificar a similaridade do peptideo com as sequéncias depositadas na National
Library of Medicine, utilizando a ferramenta online BLAST® (Basic Local Alignment
Search Tool). O resultado desta analise revelou que P. falciparum nédo apresenta a mesma
sequéncia de aminodacidos, o que justifica a baixa resposta de anticorpos observada em
plasmas de individuos infectados por esta espécie. Além disso, o alinhamento da
sequéncia deste peptideo com outros organismos evidenciou uma similaridade abaixo de
40%, o que nos incentivou a avaliar o potencial desta molécula como marcador de

exposicdo ao P. vivax.

PorcBes altamente imunogénicas como o fragmento C-terminal de 19 kDa
denominado PVvMSP-119, é capaz de induzir a producdo de anticorpos que bloqueiam a
invasdo das heméacias (BRAGA et al, 1998; EGAN et al, 1999;
CHANDRAMOHANADAS et al., 2014), assim como anticorpos protetores (LADEIA-
ANDRADE et al., 2007; MCCAFFERY et al., 2019). Em analises de predicdo de células
B in silico, pelo software BepiPred 2.0, foi verificado que o p314 avaliado neste estudo,
apresenta regides com alta predisposicao para ligacdo de receptores de células B, o que
leva ao desenvolvimento da imunidade adquirida e consequente producdo de anticorpos
(LADEIA-ANDRADE et al.,, 2007; MCCAFFERY et al., 2019). Esta elevada
imunogenicidade associada ao fato de o peptideo de interesse estar localizado no bloco 7
(OLIVEIRA, 2013), uma porcdo conservada da proteina, torna ainda mais promissor o
seu uso como biomarcador, uma vez que cepas distintas de P. vivax poderiam desencadear

a producdo desses anticorpos.
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Anticorpos IgM protetores e especificos contra bactérias, virus e patdgenos
eucarioticos sdo identificados tanto em roedores como em humanos (ALUGUPALLI et
al., 2003; COUPER et al., 2005; KATO et al., 2015 ; BOYLE et al., 2019; SHEN et al.,
2019). Ao contréario do que é frequentemente documentado para outros antigenos, neste
estudo os niveis de IgM anti-p314 néo diferiram entre os grupos infectado e nao infectado.
Além disso, ao avaliar plasmas de pacientes em acompanhamento foi constatado que
esses anticorpos séo rapidamente estimulados com a presenca do parasito e seus niveis
ndo decaem com o passar de dois meses ap6s a administracdo do tratamento para malaria
vivax. Fato que ja foi previamente observado com o estimulo de outras moléculas em
estudos com P. falciparum e P. vivax (BOYLE et al., 2019; MEDEIROS et al., 2020) e
pode estar relacionado com a capacidade do parasito de alterar os perfis de células B
periféricas, induzindo a ativacdo de células B de memoria capazes de manter altas taxas
de IgM especificos ou ndo, que duram para além da recuperacdo (PATGAONKAR et al.,
2018; PIETRZAK et al., 2020; HOPP et al., 2021; THOUVENEL et al., 2021).
Recentemente tem sido demonstrado que durante o desenvolvimento de P. vivax no
hospedeiro vertebrado, uma biomassa consideravel de parasitos é formada em nichos
eritroblasticos localizados na medula 6ssea e no baco (BARBER et al., 2015; SILVA-
FILHO et al., 2020; KHO et al., 2021). Nesse sentido, a persisténcia de anticorpos IgM
em pacientes com infec¢éo ativa por P. vivax pode ter associa¢do com a presenca do ciclo
extra eritrocitico ocasionado por essa espécie, estimulando assim, uma constante ativacdo

da resposta imune com a manutencdo dos niveis de IgM em pacientes infectados.

Ao avaliar os anticorpos IgG contra o peptideo estudado, verificou-se que o0s niveis
foram significativamente maiores nos plasmas de pacientes infectados por P. vivax do
que em pacientes infectados com P. falciparum e em individuos néo infectados. Contudo
apesar da diferenca estatistica nitida, ndo se pode considerar os anticorpos IgG totais
como biomarcadores de exposic¢ao por P. vivax, uma vez que individuos ndo infectados e
nunca expostos a malaria tiveram uma resposta representativa desses anticorpos, bem
como individuos infectados que tiveram pouca resposta de anticorpos contra o peptideo.
Além disso, a analise da curva ROC revelou uma sensibilidade e especificidade relativa
desses anticorpos em diferenciar plasmas de individuos ndo infectados daqueles
infectados com P. vivax e a correlagédo com a parasitemia ndo foi alta. Embora diversos
estudos reforcem a possibilidade de uso dos anticorpos IgG totais como biomarcadores

de infeccdo ou exposicdo para outros alvos anti-Plasmodium (UBILLOS et al., 2018;
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LABADIE-BRACHO et al., 2020; KYEI-BAAFOUR et al., 2021; LONGLEY et al.,
2021a; VILLASIS et al., 2021), nesta investigacdo nossos dados ndo sustentaram essa
possibilidade. Ainda, ndo é bem compreendido o motivo dos pacientes ndo infectados e

nunca expostos ao parasito apresentarem anticorpos especificos anti-P.vivax.

Com relacdo a avaliacdo dos plasmas de pacientes em acompanhamento, foi
certificado que os anticorpos IgG anti-p314 ndo decaem de forma significativa apds dois
meses do tratamento, dado este que contrapfe alguns estudos de malaria, os quais
mostram que esses anticorpos contra outros alvos moleculares de Plasmodium néo séo
sustentados com o passar do tempo (MEDEIROS et al., 2020; WALKER et al., 2020).
No entanto, os resultados obtidos com as amostras de pacientes em acompanhamento,
foram analisados com cautela, visto que o numero de doadores em acompanhamento neste
estudo é baixo, podendo ter pouco reflexo da realidade dos pacientes infectados com P.
vivax no Brasil. A pesar de tais resultados, vale destacar a importancia de se desenvolver
metodologias capazes de detectar individuos infectados com P. vivax que sdo
clinicamente assintomaticos ou indetectaveis pelos exames convencionais ou portam o
parasito no estado intra-hepatico silencioso (LONGLEY et al., 2017; LONGLEY et al.,
2020; LONGLEY et al., 2021; LONGLEY et al., 2022). Dessa forma justificou-se a
continuagdo da investigacdo de anticorpos especificos contra P. vivax, potenciais
marcadores de exposicdo e infeccdo que eventualmente, poderiam contribuir para sanar

esta lacuna.

Verificou-se a viabilidade das subclasses de 1gG anti-p314 como marcadores
soroldgicos, uma vez que as mesmas podem representar alvos interessantes no que diz
respeito as doencas infecciosas, ja que sdo mais especificas e constituem-se importantes
componentes da resposta imune efetiva (LUO et al., 2021; ROCA et al., 2021;
SSEWANYANA et al., 2021). As subclasses 1gG1-1gG4 apresentam diferencas na
porcdo Fc, o que afeta a afinidade de ligacdo com as variantes dos receptores Fc,
influenciando na funcéo efetora, longevidade e capacidade de cruzar a barreira placentaria
(VIDARSSON et al., 2014; VALENZUELA & SCHAUB, 2018). A partir dos resultados
alcancados com as subclasses de 1gG anti-p314, tornou-se perceptivel que dentre elas a
mais promissora como biomarcador de exposi¢do a P. vivax foi a 1gG1, algo ja previsto
com outras moléculas (BRAGA et al., 2002; MORAIS et al., 2005; OYONG et al., 2019;
SSEWANYANA et al., 2021; TAYIPTO et al., 2022). Além desses anticorpos estarem

significativamente mais altos em plasmas de individuos infectados com P. vivax, ao
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analisar a curva ROC foi observado alta sensibilidade e especificidade na diferenciagdo
dos grupos experimentais, o que torna essa subclasse um alvo favoravel a ser utilizado
em estudos soroepidemioldgicos. E importante ressaltar a importancia de se realizar uma
avaliacdo mais refinada com as subclasses de 1gG, uma vez que com o IgG total os
resultados ndo se mostraram relevantes, contudo, ao restringir a analise para anticorpos

mais especificos diferengas promissoras foram alcangadas.

A partir desse achado, e sabendo que certas subclasses se esgotam na circulagcdo na
auséncia do estimulo antigénico especifico, intentamos definir quais delas ndo seriam
detectadas 2 meses ap6s a doenga, afim de propor subclasses anti-p314 que poderiam ser
utilizadas como indicadores de exposi¢cdo recente. Nesse sentido, 1gG3 anti-p314 se
destacou, visto que em andlises estatisticas apresentou diferenca com queda de seus niveis
apos dois meses de infeccdo. Resultados semelhantes ja foram relatados com anticorpos
IgG3 contra outros antigenos de P. falciparum e P. vivax (MEHRIZI et al., 2009; BERRY
etal., 2019; SSEWANYANA et al., 2021; TAYIPTO et al., 2022). J& os anticorpos 1gG1
séricos sdo geralmente mais duradouros que as demais subclasses (MORAIS et al., 2005;
MEHRIZI et al., 2009; BHATTACHARY YA et al., 2014; HE et al., 2019), os resultados
expressos neste trabalho vao de encontro com esse parametro. Diferente de um estudo
anterior que destaca a subclasse 1gG4 contra antigenos brutos de P. falciparum como
preditor de infeccao placentaria (ANCHANG-KIMBI et al., 2016), aqui 0s niveis dessas
imunoglobulinas especificas contra o peptideo foram baixos e esses anticorpos nao se

apresentaram como marcadores de infec¢do ou exposicéo, assim como 1gG2.

Diante dos resultados alcancados, e tendo em vista que um dos principais desafios na
regido endémica de maléria no Brasil é a disponibilidade de doadores de sangue nao
infectados por Plasmodium spp. (WHO, 2010; WHO, 2012), a triagem desses doadores ¢é
uma pratica fortemente recomendada, uma vez que o parasito pode ser transmitido via
transfusdo sanguinea (FREIMANIS et al., 2013). Embora 0 exame por microscopia de
luz possa ser realizado para rastrear a infecgdo, esta metodologia apresenta baixa
sensibilidade e especificidade principalmente para P. vivax, 0 que compromete
diretamente a detec¢éo do parasito (KITCHEN & CHIODINI, 2006; OWUSU-OFORI et
al., 2013). Estudos recentes propde a utilizacdo de kits de ELISA (VAN DE HOOGEN
et al., 2020), assim como testes moleculares para a triagem em bancos de sangue na
tentativa de evitar essa forma de transmissédo (ROCHA et al., 2020). Nesse sentido, 0s

anticorpos contra o peptideo 314 avaliados neste estudo, apresentam-se como uma
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possivel alternativa para contribuir na identificacao de pacientes previamente expostos ou
mesmo infectados com o parasito, uma vez que em nossas analises os anticorpos 1gG1
anti-p314 foram detectados com altos niveis em plasmas de pacientes infectados por P.
vivax, e baixos niveis em plasmas de pacientes infectados por P. falciparum e individuos
ndo infectados. Portanto, este pode constituir um potencial marcador soroldgico para
detectar pacientes que foram expostos a infec¢do nos bancos de sangue. Associado a ele,
IgG3 anti-p314 pode ser incorporado na tentativa de avaliar se a exposi¢do foi mais

recente ou tardia.

Além disso, IgG1l anti-p314 consiste em um alvo promissor para estudos
soroepidemioldgicos que visem a delimitacdo de areas de ocorréncia de P. vivax, bem
como determinar a sua prevaléncia em uma dada regido, seja ela endémica ou ndo
(FOLEGATTI etal., 2017; LONGLEY etal., 2017; LONGLEY etal., 2021; LONGLEY
etal., 2022; TAYIPTO et al., 2022). Mensurar a ocorréncia de maléria assume relevancia
visto que o aumento do nimero de casos acima do esperado para cada semana
epidemioldgica, em um dado local e por um periodo de tempo determinado, é
caracterizado como um surto. A andlise dos surtos é especialmente importante em
municipios de baixo e muito baixo risco de transmissdo maldrica, pois a falta de a¢6es de
resposta e controle nesses municipios, pode comprometer o avango de eliminacdo da
doenca alcancado nos ultimos anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Em 2021, na regido amazonica, foram registrados 1.742 surtos em 126 municipios
diferentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Nos estados do Mato Grosso, Amazonas
e Para, aumentaram os registros de surtos em municipios de muito baixo risco, o que
exige atencdo e acdes de repostas oportunas por parte da vigilancia epidemioldgica local
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Ja em estados da regido extra-amazonica, a
identificacdo dos surtos geralmente é demorada, devido ao atraso na busca do
atendimento médico, os sintomas inespecificos e a falta de experiéncia por parte dos
profissionais de salde com o diagndstico clinico e laboratorial. Fato que faz com que os
casos extra-amazoOnicos sejam mais graves e letais (DA SILVA-NUNAS et al., 2008; DA
SILVA-NUNES et al., 2008; DE PINA-COSTA et al., 2018; GARCIA et al., 2022;
MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Entre 2016 e 2017 foi registrado um surto de malaria em Minas Gerais, na regido do
Vale do Jequitinhonha, que contou com 23 casos relatados. A maior parte dos afetados
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eram homens que trabalhavam na regido com a pratica do garimpo, e a espécie
responsavel pela infeccdo foi o P. vivax. Todos os pacientes receberam o esquema
terapéutico de Cloroquina + Primaquina, e dois deles tiveram recidiva. Acredita-se que
esse evento teve origem a partir de um caso importado da area endémica (ANJOS-SILVA
et al., 2021). Em 2018, a Secretaria de Estado de Saude do Espirito Santo (SES-ES)
notificou 112 casos de maléria no estado, com uma morte confirmada. Na época a
prefeitura de Vila Pavao (area mais afetada pelo surto) decretou situacdo de emergéncia
de salde e a suspeita de origem foi a partir de um caso importado de area endémica (SES-
ES, 2018). Vale ressaltar que o Espirito Santo € um dos estados da regido extra-amazonica
que mais registra casos autoctones de malaria, em fragmentos de Mata atléntica, e entre
2011 e 2020 foram verificados 7309 casos havendo internagdes e dbitos (SES-ES, 2021).
E recentemente, em 2021, foi registrado no sul da Bahia mais um surto de malaria que
contou com 53 casos positivos. Especialistas atribuiram o motivo do surto a um caso
importado de Manaus (MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DA BAHIA, 2021).
Esses eventos inesperados e alarmantes, devido ao potencial de gravidade da infecgéo,
reforcam a importancia da vigilancia epidemiol6gica para a adocdo imediata de acdes

para o controle.

Por meio deste trabalho, foi possivel demonstrar que anticorpos 1gG1 e 1gG3 contra
0 p314 podem ser utilizados como biomarcadores de exposicdo ao P. vivax. Logo, a busca
destes anticorpos especificos pode ser uma medida implementada em estudos
soroepidemiolGgicos que visem a caracterizagdo da transmissdo em &reas de baixa e alta
prevaléncia e a identificacdo de fontes silenciosas de infeccdo. Além disso, torna-se
factivel a possibilidade de prever, assim como estimar a periodicidade de surtos
epidémicos de malaria causados por P. vivax em diferentes cenarios de ocorréncia da
espécie. Assim, o uso da vigilancia epidemioldgica associada a implementacdo de
medidas de controle como o diagndstico rapido, preciso e tratamento adequado se fazem
essenciais para eliminacdo da infeccdo causada pelo P. vivax (GIL et al., 2007;
GREENWOOD et al., 2008; KIM et al., 2014; O'FLAHERTY et al., 2022).
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7. CONCLUSOES

Os niveis de IgG especificos para o p314, apesar de apresentarem resultados

significativos, ndo podem ser utilizados como marcadores de exposicao;

IgG1 anti-p314 se apresentou como marcador soroldgico de exposi¢édo a P. vivax, logo

pode ser uma subclasse promissora para estudos epidemioldgicos;

Apenas 1gG3 anti-p314 apresentou queda significativa nos niveis entre o dia 0 e o dia 63
apos o diagnostico, portanto pode ser utilizado em associagdo com o IgGl para

verificacdo de exposicOes recentes a P. vivax.
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Natureza Patente: 10 - Patente de Invengao (Pl)
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R.Il'ngg A presente tecnologia trata de um kit @ um método para diagndstico
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