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RESUMO 

 

Uma das principais complicações de infecções por Plasmodium vivax é a anemia. O 

ciclo biológico do parasito envolve a destruição de eritrócitos infectados, mas apenas 

isso não justificaria o quadro anêmico apresentado por pacientes com malária vivax. 

Isso se deve ao fato de que esta espécie invade exclusivamente reticulócitos, que 

compõem cerca de 1% das células sanguíneas circulantes. Mediante a isso, diversos 

estudos propuseram que mecanismos autoimunes, decorrentes da infecção, poderiam 

estar correlacionados com a destruição de eritrócitos não infectados, gerando um quadro 

de anemia. Algumas moléculas de eritrócitos foram identificadas como possíveis alvos 

de autoanticorpos gerados por células autorreativas, como é o caso da band 3 e da 

fosfatidilserina. Assim, a partir de uma abordagem sorológica, avaliamos os níveis de 

anticorpos contra moléculas próprias de eritrócitos, bem como autoanticorpos dirigidos 

a ácidos nucleicos e eritrócitos saudáveis e íntegros. Nossos dados demonstram que 

pacientes anêmicos (Hb < 12 g/dL), infectados por P. vivax, possuem níveis elevados de 

anticorpos contra estas moléculas, significativamente maiores do que os pacientes sem 

um quadro de anemia. Além disso, os níveis destes anticorpos correlacionam-se 

negativamente com os níveis de hemoglobina e hematócrito desses indivíduos. 

Utilizando a Análise de Componentes Principais, verificamos que a presença destes 

anticorpos está associada à infecção, porém não é influenciada pela resposta específica 

anti-parasitária (mensurada pela presença e níveis de anticorpos contra a proteína da 

merozoítos, a PvMSP-119), nem pela parasitemia e exposição prévia à malária. Para 

confirmar a opsonização destes anticorpos em eritrócitos saudáveis e avaliar o possível 

efeito destes no bloqueio dos canais iônicos da band 3, realizamos ensaios de citometria 

de fluxo na presença ou não de H2DIDs. Na presença deste bloqueador do canal iônico 

da band 3, observou-se um aumento da opsonização por anticorpos oriundos de 

pacientes infectados, com ou sem anemia, Além disso, apenas os níveis de anticorpos 

anti-band 3 foram os únicos que se correlacionaram positivamente com a taxa de 

opsonização de eritrócitos não infectados. Com isso, realizamos um ensaio de 

Immunoblot, utilizando a sequência de completa de aminoácidos que compõem a 

proteína band 3 a fim de se determinar as porções mais reconhecidas por anticorpos 

presentes nos plasmas de indivíduos anêmicos. Assim, selecionamos dois peptídeos 

promissores que correspondem a duas porções distintas da proteína, uma intracelular e 

outra relacionada ao canal iônico, e que são reconhecidas significativamente por 

pacientes anêmicos infectados por P. vivax. Os dados gerados contribuem para o 

entendimento dos mecanismos determinantes da anemia na malária vivax e ampliam a 

compreensão sobre o espalhamento de epítopos da proteína band 3 com a formação de 

neoantígenos, durante infecções por P. vivax. 

Palavras-chave: Plasmodium vivax, anemia, autoanticorpos, band 3, espalhamento de 

epítopos. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

One of the major complications of Plasmodium vivax infection is anemia. The parasite’s 

biological cycle involves the destruction of infected erythrocytes, but this alone would 

not justify the anemic condition presented by vivax malaria patients. This is because 

this species exclusively invades reticulocytes, which make up about 1% of circulating 

bood cells. Consequently, several studies have proposed that autoimmune mechanisms 

resulting from the infection could be correlated with the destruction of uninfected 

erythrocytes, leading to anemia. Some erythrocyte molecules have been identified as 

potential targets of autoantibodies generated by self-reactive cells, such as band 3 and 

phosphatidylserine. Thus, employing a serological approach, we evaluated antibody 

levels against erythrocyte own molecules, as well as autoantibodies directed towards 

nucleic acids and healthy, intact erythrocytes. Our data demonstrates that anemic 

patients (Hb < 12 g/dL) infected with P. vivax have significantly higher levels of 

antibodies against these molecules compared to patients without anemia. Additionally, 

these antibody levels correlate negatively with the hemoglobin and hematocrit levels of 

these individuals. Using Principal Component Analysis, we found that the presence of 

these antibodies is associated with infection but is not influenced by the specific anti-

parasitic response (measured by the presence and levels of antibodies against one 

merozoite protein, the PvMSP-119), nor by parasitemia and previous exposure to 

malaria. To confirm the opsonization of these antibodies in healthy erythrocytes and 

evaluate their possible effect on blocking band 3 ion channels, we conducted flow 

cytometry assays in the presence or absence of H2DIDs. In the presence of this band 3 

ion channel blocker, there was an increase in opsonization by antibodies from infected 

patients, with or without anemia. Furthermore, only anti-band 3 antibody levels 

correlated positively with the opsonization rate of uninfected erythrocytes. Accordingly, 

we conducted an Immunoblot assay using the complete amino acid sequence that 

comprises the band 3 protein to determine the most recognized portions of this protein 

by antibodies present in the plasma of anemic individuals. Thus, we selected two 

promising peptides corresponding to two distinct portions of the protein, one 

intracellular and the other related to the ion channel, which are significantly recognized 

by anemic patients infected with P. vivax. The generated data contribute to 

understanding the determinants of anemia in vivax malaria and enhance the knowledge 

of the epitope spreading of band 3 protein with the formation of neoantigens during P. 

vivax infection.  

 

Keywords: Plasmodium vivax, anemia, autoantibodies, band 3, epitope spreading. 
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- Protein Data Bank 

PfEMP-1 

PfGAMA 

PfGARP 

– Proteína 1 de Membrana de P. falciparum 

- Antígeno micronêmico ancorado ao GPI de P. falciparum 

- Proteína rica em ácido glutâmico de P. falciparum 



 

PfMSP-1  - Proteína 1 de superfície de merozoíto de P. falciparum 

PfTCTP  – P. falciparum translationally controlled tumor protein 

PfTRAP  – Proteína Adesiva Relacionada à Trombospondina de P. 

falciparum 

PS  

PvDBP 

PvGAMA 

– Fosfatidilserina 

- Duffy binding protein de P. vivax 

- Antígeno micronêmico ancorado ao GPI de P. vivax 

PvMSP-1  – Proteína 1 de superfície de merozoíto de P. vivax 

PvTRAG  – Antígenos Ricos em Triptofano de P. vivax 

SVS  – Secretaria de Vigilância em Saúde 

TCR  – Receptor de Células T 

TLR9  

TM 

– Receptor do tipo toll 9 

- Transmembrana 

TNF  – Fator de Necrose Tumoral 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença parasitária causada por parasitos do gênero 

Plasmodium. Atualmente, cinco espécies são responsáveis pela malária humana: 

Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale 

(com duas subespécies, P. ovale curtisi e P. ovale walikeri) (SUTHERLAND et al., 

2010) e Plasmodium knowlesi, espécie com perfil de transmissão zoonótico e que 

infecta naturalmente primatas do gênero Macaca no sudeste asiático (COX-SINGH et 

al., 2008; SINGH; DANESHVAR, 2013). Nos últimos anos, foi demonstrado que 

Plasmodium simium (BRASIL et al., 2017) e Plasmodium cynomolgi (TA et al., 2014), 

espécies que infectam naturalmente primatas não-humanos endêmicos do Brasil e 

Sudeste Asiático, respectivamente, também têm a capacidade de infectar humanos. No 

entanto, o impacto epidemiológico destas espécies ainda não está completamente 

estabelecido. 

 Todas as espécies de Plasmodium, responsáveis pela malária humana, 

apresentam ciclo biológico heteroxeno e são transmitidas pela picada de mosquitos 

fêmeas do gênero Anopheles, popularmente conhecidos no Brasil como mosquito-prego. 

Mais de 70 espécies desse mosquito são consideradas potenciais vetores de malária em 

todo o mundo (SINKA et al., 2012); no entanto, as espécies de maior relevância no 

contexto brasileiro e sul-americano são: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, 

Anopheles albitarsis e Anopheles aquasalis (SINKA et al., 2012). 

Com relação às manifestações clínicas, a malária pode ser classificada como malária 

não complicada ou grave, dependendo dos sintomas e dos achados laboratoriais dos 

indivíduos infectados (COWMAN et al., 2016; WHITE et al., 2014). A malária não 

complicada, quadro mais comum da doença, é caracterizada por febre forte e irregular, 

calafrio, tremedeira, sudorese intensa, dores de cabeça, fadiga, dores musculares, 

desconforto abdominal, náusea, vômito, anemia moderada e leve hepatoesplenomegalia 

(COWMAN et al., 2016; WHITE et al., 2014), bem como convulsões generalizadas que 

também podem ocorrer, principalmente nas infecções por P. falciparum (WHITE et al., 

2014). O aumento da gravidade da malária está associado a fatores do parasito, como a 

espécie, cepa e virulência, e às características do hospedeiro, como a idade, nutrição, 

genética, imunidade prévia e coinfecções. Casos clínicos resultantes em malária grave 

são mais comuns em infecções por P. falciparum, embora também possam ocorrer em 
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infecções por P. vivax (NAING et al., 2014; RAHIMI et al., 2014; ROGERSON; 

CARTER, 2008; SINGH et al., 2011; TJITRA et al., 2008) e por P. knowlesi (COX-

SINGH et al., 2008; MILLAR; COX-SINGH, 2015). 

 

1.1.  Situação atual da malária no mundo e no Brasil 

 

A malária é uma doença endêmica em mais de 85 países localizados na faixa 

tropical e subtropical do globo (WHO, 2023) (Figura 1). Os principais fatores que 

explicam a prevalência desta doença, nessas áreas, são as condições climáticas que 

propiciam a formação dos criadouros dos vetores. Além disso, a situação 

socioeconômica desfavorável nessas regiões contribui para a persistência da malária, 

devido à escassez de recursos destinados ao diagnóstico e tratamento. Isso, por sua vez, 

resulta no aumento do número de casos e no surgimento de cepas de P. falciparum e P. 

vivax resistentes aos antimaláricos atuais, bem como na elevação da resistência dos 

vetores aos inseticidas (WHITE et al., 2014; WHO, 2023). 

 

Figura 1 – Países endêmicos para a malária e seu status no ano de 2022. Adaptado de World 

Health Organization. World Malaria Report 2023. 

 

Conforme os dados da OMS, em 2022, foram registrados 249 milhões de casos 

da doença, representando um aumento de 5 milhões de casos em comparação com 2021. 
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A grande maioria do número ocorreu no continente africano, que respondeu por 94% 

dos casos mundiais (WHO, 2023). O sudeste asiático contribuiu com 2% do total de 

casos globais, sendo a Índia responsável por 66% dos casos de malária nessa região. Na 

região das Américas, observou-se uma redução nos casos, principalmente devido ao 

aumento de diagnóstico eficaz associado ao tratamento rápido. No entanto, Brasil, 

Venezuela e Colômbia continuam responsáveis por 73% dos casos de malária nessa 

região (WHO, 2023). 

Apesar da redução no número de mortes por malária, que passou de 631 mil em 

2019 para 608 mil em 2022, a doença continua sendo letal, especialmente infecções por 

P. falciparum, a espécie mais virulenta causadora da malária humana. Esta espécie foi 

responsável por 96% das mortes globais em 29 países africanos, afetando 

principalmente crianças menores de 5 anos (WHO, 2023). Esses dados evidenciam que 

a malária continua sendo um sério problema de saúde pública, sobretudo na África, um 

continente onde a miséria, fome, desigualdade social, conflitos armados e outras 

enfermidades coexistem.  

No Brasil, a malária é endêmica na região que abrange os estados pertencentes à 

Amazônia Legal, incluindo Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Rondônia, Roraima e Tocantins (Figura 2). Em 2023, foram notificados mais de 138 

mil casos de malária nessa área, representando um aumento de cerca de 10 mil casos em 

relação a 2022 (SIVEP-MALARIA/SVS – MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). Além 

disso, verificou-se que 85% dos casos de malária foram causados por P. vivax, ao passo 

que 15% foram atribuídos a infecções por P. falciparum (SIVEP-MALARIA/SVS – 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). 
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Figura 2 – Mapa de risco de transmissão da malária, por município, no Brasil, em 2023. O risco é 

estimado a partir da IPA = Incidência Parasitária Anual (número de diagnósticos positivos para malária 

por 1000 habitantes, em uma determinada área, no período 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). Fonte: Ministério da Saúde – Sinan/SVS/MS e Sivep – Malaria/SVS/MS 2023.  

 

Apesar de a maioria dos casos de malária ocorrer na região amazônica, os dados 

da Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS) do Ministério da Saúde indicam que a 

região extra-amazônica teve 32 casos registrados, sendo 29 de infecções por P. vivax e 3 

por P. falciparum, uma redução de 72% em comparação com 2021, quando foram 

registrados 112 casos de malária fora da área endêmica (SIVEP-MALARIA/SVS – 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). É importante ressaltar que, apesar da drástica 

redução no número de casos na região extra-amazônica, a letalidade da malária é 

significativamente maior nessa área. Isso se deve ao fato de que, fora da área endêmica, 

o quadro febril inespecífico é frequentemente confundindo com o de outras doenças 
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febris, como a dengue, contribuindo para atrasos no diagnóstico e o início do 

tratamento, o que agrava prognóstico da infecção. 

 

1.2.  Ciclo biológico de Plasmodium spp 

 

Os parasitos do gênero Plasmodium apresentam um ciclo biológico 

heteroxênico, composto por um hospedeiro definitivo, mosquitos fêmeas do gênero 

Anopheles, e um hospedeiro intermediário, o homem (Figura 3). No hospedeiro 

intermediário, o ciclo tem início por meio do repasto sanguíneo de fêmeas infectadas, 

que inoculam as formas esporozoítas na derme do hospedeiro (MÉNARD et al., 2013). 

Para se deslocarem e atingirem os hepatócitos, os esporozoítos utilizam um tipo de 

movimentação conhecida como gliding, no qual a interação entre adesinas expressas na 

superfície do parasito com o substrato gera uma força propulsora fornecida por um 

motor de actina-miosina localizado entre a membrana citoplasmática e o complexo de 

membrana interna do parasito, denominado glideossomo (BESTEIRO; DUBREMETZ; 

LEBRUN, 2011). 
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Figura 3 – Ciclo biológico de Plasmodium vivax. Adaptado de Mueller et al., 2009.          

No processo de migração até os hepatócitos, os esporozoítos que não alcançam 

os vasos sanguíneos são destruídos e drenados pelos vasos linfáticos (COWMAN et al., 

2016). Aqueles esporozoítos que atingem rapidamente a corrente sanguínea conseguem 

alcançar o fígado, por meio de um processo denominado “travessia” (COWMAN et al., 

2016; CHORA; MOTA; PRUDÊNCIO, 2022). Para invadir os hepatócitos, os 

esporozoítos devem atravessar a barreira sinusoidal, composta por células endoteliais e 

as células de Kupffer (TAVARES et al., 2013). Uma alternativa para os esporozoítos é 

atravessar essas células por meio da formação de vacúolos transitórios, uma estratégia 

independente da formação da junção móvel (RISCO-CASTILLO et al., 2015).  

Ao encontrar o hepatócito, o esporozoíto inicia o processo de invasão celular, 

primeiro aderindo-se à membrana de célula hospedeira. O parasito estabelece, assim, 

uma íntima associação com a membrana da célula hospedeira e se reorienta, de modo 

que o complexo apical entre em contato com a membrana da célula hospedeira. Em 

seguida, organelas secretórias especializadas, como as micronemas e roptrias, secretam 

seus conteúdos (CARRUTHERS; SIBLEY, 1997). A junção móvel é formada, 

constituindo um complexo de proteínas que estabelece uma ligação firme entre o 

parasito e a membrana da célula hospedeira (BESTEIRO; DUBREMETZ; LEBRUN, 

2011; BARGIERI et al., 2014; HORTA et al., 2020). Com a formação da junção móvel, 

o parasito sofre uma constrição, deformando o seu corpo, sendo impulsionado para 
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dentro da célula hospedeira, formando uma invaginação que resultará no vacúolo 

parasitóforo, processo este que ocorre em menos de um minuto (BESTEIRO; 

DUBREMETZ; LEBRUN, 2011; BARGIERI et al., 2014; HORTA et al., 2020).  

Uma vez estabelecida a infecção no hepatócito, o esporozoíto inicia o 

desenvolvimento na forma conhecida como trofozoíto hepático, que, posteriormente, se 

transformará em um esquizonte hepático. Todo esse processo ocorre em um período de 

7 a 14 dias, variando de acordo com a espécie de Plasmodium responsável pela infecção 

(MÉNARD et al., 2013; COWMAN et al., 2016; CHORA; MOTA; PRUDÊNCIO, 

2022). O esquizonte hepático dará origem aos merozoítos, que serão liberados nos 

sinusóides hepáticos e, em seguida, alcançarão a corrente sanguínea em vesículas 

formadas pela membrana celular dos hepatócitos, conhecidas como merossomos ( 

STURM et al., 2006; MÉNARD et al., 2013).  

É crucial ressaltar que P. vivax e P. ovale têm a capacidade de gerar formas 

dormentes nos hepatócitos, conhecidas como hipnozoítos, que atuam como 

reservatórios de parasitos e são responsáveis pelas recaídas de infecção, mesmo após o 

tratamento e a completa eliminação das formas assexuadas sanguíneas (KROTOSKI, 

1989; ADEKUNLE et al., 2015). Esta característica peculiar torna o controle 

epidemiológico mais desafiador e interfere na dinâmica da transmissão dos parasitos 

durante infecções provocadas por essas espécies. 

Quando são liberados na corrente sanguínea, os merozoítos livres invadem os 

eritrócitos de maneira rápida e dinâmica, em um processo que pode ser dividido em 

diferentes fases: pré-invasão, invasão ativa e equinocitose (WEISS et al., 2015). É 

importante destacar que os merozoítos de P. vivax invadem exclusivamente reticulócitos 

(eritrócitos jovens) (KITCHEN, 1938). Durante a fase de pré-invasão, ocorre uma 

intensa interação entre o merozoíto e o reticulócito, resultando na deformação da célula 

hospedeira devido à ação do motor de actina-miosina (WEISS et al., 2015). A seguir, o 

parasito se liga irreversivelmente à membrana do eritrócito, e a invasão ocorre de forma 

semelhante à descrita para os esporozoítos.  

Após a fase de invasão ativa, ocorre na porção anterior do merozoíto a fusão da 

membrana celular com a membrana do vacúolo parasitóforo, fazendo com que o 

parasito se feche completamente dentro do vacúolo (COWMAN et al., 2016). Uma vez 

estabelecida a infecção no eritrócito, inicia-se a esquizogonia, processo de multiplicação 

no qual merozoítos filhos são gerados pela segmentação do esquizonte. A esquizogonia 

resulta em 16 a 32 novos merozoítos, os quais romperão a membrana do eritrócito e 
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serão liberados na corrente sanguínea, reiniciando o ciclo eritrocítico (VAN DOOREN 

et al., 2005; COWMAN et al., 2016).  

Para que o ciclo de vida do parasito prossiga, é essencial que haja a formação da 

forma sexuada, o gametócito, ainda durante o ciclo eritrocítico do parasito. Embora os 

eventos moleculares, nesta etapa, ainda não sejam completamente compreendidos, 

acredita-se que a definição do destino do merozoíto, ou seja, se ele se tornará um 

gametócito ou continuará o ciclo sanguíneo, ocorra durante a esquizogonia ( COWMAN 

et al., 2016; BERI; BALAN; TATU, 2018). O aumento na produção de gametócitos 

parece estar relacionado a diferentes estímulos, como a elevada parasitemia e a 

exposição aos antimaláricos, sugerindo que o parasito pode ser capaz de “sentir” o 

ambiente que se encontra (COWMAN et al., 2016). Em infecções por P. vivax, os 

gametócitos aparecem rapidamente na circulação, antes mesmo do hospedeiro 

desenvolver as manifestações clínicas, o que complica ainda mais o controle desta 

espécie (MUELLER et al., 2009). 

Demonstrou-se que tanto no modelo murino in vivo (DE NIZ et al., 2018), 

quanto em pacientes infectados por P. vivax (BARO et al., 2017; BRITO et al., 2022), 

que os gametócitos possuem uma preferência em se desenvolverem na medula óssea ou 

nos vasos sanguíneos periféricos do baço (KHO et al., 2021a, 2021b). Por essa razão, 

tem sido sugerido que existe uma população distinta de merozoítos “sexuais” que são 

capazes de extravasar para tecidos extravasculares (revisado por DUMARCHEY; 

LAVAZEC; VERDIER, 2022). Esses achados sugerem a existência de um ciclo 

assexuado extravascular que poderia representar um reservatório significativo de 

parasitos, com possíveis implicações para o diagnóstico e tratamento, além de 

influenciar a formação da resposta imunológica antiparasitária e, possivelmente, a 

perturbação da homeostase das células da medula, fazendo com que haja uma 

hiperestimulação, podendo desencadear em uma resposta autoimune. 

Quando ingerido por fêmeas de mosquitos Anopheles, que realizaram o repasto 

sanguíneo em indivíduos infectados, os gametócitos se desenvolverão no inseto, 

iniciando assim o ciclo sexuado do parasito. No trato digestivo do inseto, após o 

rompimento da membrana do eritrócito, os gametócitos tornam-se sexualmente 

estimulados. O microgameta (macho) tem seu núcleo fragmentado em 8 pequenos 

núcleos e 8 corpos flagelados, processo denominado exflagelação (CARTER; 

NIJHOUT, 1977; PRASAD; APARNA; HARENDRA KUMAR, 2011; BERI; 

BALAN; TATU, 2018). Quando um destes corpos flagelados penetra o macrogameta 
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(fêmea), um zigoto diploide é formado e transforma-se em um oocineto. Essa forma 

evolutiva é capaz de penetrar o endotélio do mosquito, de maneira semelhante aos 

esporozoítos e merozoítos no hospedeiro vertebrado, e se instala abaixo da membrana 

basal do inseto onde se transforma em um oocisto, que se transforma em uma espécie de 

cápsula onde ocorrerão múltiplas divisões, formando milhares de esporozoítos 

(GALINSKI; MEYER; BARNWELL, 2013; BERI; BALAN; TATU, 2018). 

Este oocisto é, então, rompido, liberando milhares de esporozoítos na hemocele 

do mosquito. Estas formas migram e penetram as glândulas salivares do inseto 

hospedeiro, onde aguardam até que o mosquito realize novo repasto sanguíneo e, 

consequentemente, injete estas formas evolutivas juntamente ao fluido salivar na derme 

de um novo hospedeiro (revisado por GALINSKI; MEYER; BARNWELL, 2013). 

1.3. Patogênese da malária vivax 

 

Ao examinarmos o ciclo de vida dos parasitos do gênero Plasmodium, 

deparamo-nos com diversas formas evolutivas. Contudo, apenas as formas eritrocíticas 

conduzem à doença clínica e à maioria dos sintomas apresentados por pacientes com 

malária. Assim como em toda doença infecciosa, as manifestações clínicas resultam da 

interação parasito-hospedeiro, considerando também fatores de ambos, como a 

diversidade genética do parasito e do hospedeiro, coinfecções, comorbidades, 

tratamento ineficaz e determinantes do ambientais, tais como a idade do hospedeiro, 

status nutricional e exposição cumulativa à malária (GONÇALVES; LIMA; 

FERREIRA, 2014). No caso da malária, a combinação desses fatores resulta em um 

espectro de manifestações clínicas que incluem, principalmente, febre, calafrios, 

mialgia, anemia e, em casos mais graves, coma (WHITE et al., 2014; COWMAN et al., 

2016). 

Conforme mencionado, a malária pode ser categorizada como malária não 

complicada e malária grave. A malária não complicada é caracterizada pela aparição de 

sintomas, mas sem sinais clínicos ou laboratoriais que indiquem gravidade ou disfunção 

em órgãos vitais (WHO, 2023). As manifestações clínicas resultam da resposta do 

sistema imunológico ao desenvolvimento do parasito nos eritrócitos do hospedeiro, 

podendo iniciar-se a partir da ruptura do merossomo liberado pelas células hepáticas, ou 

tardiamente, quando o nível de parasitos circulantes ativa a resposta imune, gerando a 

sintomatologia clínica (MILNER, 2018). Desta forma, os eventos que desencadeiam as 
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manifestações clínicas na malária incluem os elevados níveis de citocinas pró-

inflamatórias, a adesão de células infectadas às células endoteliais dos capilares 

sanguíneos e a remoção de células infectadas por macrófagos residentes do baço 

(ANTONELLI et al., 2020). As infecções por P. vivax são intrigantes do ponto de vista 

imunológico, pois a parasitemia dessa espécie é relativamente baixa devido à sua 

limitação em invadir apenas reticulócitos (KITCHEN, 1938). Por muito tempo, 

acreditou-se que a malária vivax não causasse sintomatologia grave; no entanto, esse 

cenário vem mudando ao longo dos últimos anos (ROGERSON; CARTER, 2008; 

ANDRADE et al., 2010; SINGH et al., 2011; NAING et al., 2014; RAHIMI et al., 

2014; KOTEPUI et al., 2020; DUONG et al., 2023). 

Sempre foi amplamente reconhecido que P. falciparum é a espécie responsável 

pela malária mais grave, enquanto P. vivax, embora seja a espécie mais bem distribuída 

globalmente, tende a causar uma forma mais leve da doença, frequentemente referida 

como benigna. No entanto, casos de malária grave, causados por P. vivax, são 

documentados desde 1900 (RAHIMI et al., 2014) e afetam principalmente crianças, 

neonatos e mulheres grávidas (RODRIGUEZ-MORALES; BENITEZ; ARRIA, 2007; 

TJITRA et al., 2008; POESPOPRODJO et al., 2009; NAYAK et al., 2014; 

DRYSDALE et al., 2023). Complicações associadas à malária grave por P. vivax 

incluem anemia (TJITRA et al., 2008; QUINTERO et al., 2011), disfunção renal 

(KUTE et al., 2012a, 2012b; MEHNDIRATTA; RAJESHWARI; DUBEY, 2013), 

edema pulmonar (PUKRITTAYAKAMEE et al., 1998; ILLAMPERUMA; ALLEN, 

2007; AASHISH; MANIGANDAN, 2015), disfunção respiratória (CARLINI; WHITE; 

ATMAR, 1999; LOMAR et al., 2005; ATAM et al., 2013; LEE et al., 2013) e malária 

cerebral (KARANTH; MARUPUDI; GUPTA, 2014; MALLELA et al., 2016). Esses 

dados indicam a necessidade de aprimoramento dos esforços para o controle de P. 

vivax, bem como o aumento do investimento em diagnósticos preventivos, novas 

estratégias de tratamento e uma compreensão mais aprofundada de como essa espécie 

está contribuindo para casos de malária grave. 

Durante muitos anos, acreditou-se que a resposta inicial às infecções por 

Plasmodium spp era atribuída à presença da “toxina malárica”, uma molécula liberada 

na corrente sanguínea após a ruptura do esquizonte. Atualmente, compreende-se que a 

“toxina malárica” consiste em padrões de reconhecimento moleculares (PAMPs) e 

padrões moleculares associados ao dano (DAMPs). Esses componentes são liberados 

durante a ruptura das células infectadas, desencadeando a ativação das células do 
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sistema imunológico inato e resultando em uma “tempestade de citocinas”. Destas, 

destacam-se o fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina 10 (IL-10), interferon γ 

(IFN-γ) e fator nuclear κB (nfκB), contribuindo para a sintomatologia inicial no 

hospedeiro (KARUNAWEERA et al., 2003; CLARK et al., 2008; MCCALL; 

SAUERWEIN, 2010; RANDALL; ENGWERDA, 2010; FREITAS DO ROSARIO; 

LANGHORNE, 2012; PUNSAWAD et al., 2012; GUN et al., 2014).  

Em infecções por P. vivax, devido à exacerbação da resposta imune inata, 

observam-se elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e IL-8, no 

plasma de pacientes sintomáticos (FERNANDES et al., 2008; ANDRADE et al., 2010; 

GONÇALVES et al., 2012; HOJO-SOUZA et al., 2017; VENTURA et al., 2018). Isso 

contrasta com a ausência dessa “tempestade de citocinas” e a diminuição dos níveis 

destas moléculas em pacientes assintomáticos infectados por P. vivax (GONÇALVES et 

al., 2012), indicando que a patogenia inicial da doença está intimamente associada à 

resposta do hospedeiro ao parasito. Estudos sugerem que algumas citocinas e 

quimiocinas, como IL-4, IL-10, CCL2 e TGF-β, presentes nesta fase, podem servir de 

biomarcadores para gravidade em infecções por P. vivax (TOVAR ACERO et al., 

2022). 

A resposta imune adaptativa durante infecções por P. vivax é complexa e ainda 

pouco explorada (JANGPATARAPONGSA et al., 2006, 2012; LIMA-JUNIOR et al., 

2008, 2010). A associação entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa é 

dificultada pelo curto tempo de proteção gerado pela resposta contra P. vivax; no 

entanto, a ativação das células do sistema imune inato e as respostas pró-inflamatórias 

são importantes para a ativação de células T CD4+, T CD8+ e células B (ANTONELLI 

et al., 2020). 

A resposta de células B, mediante diferenciação e ativação em células B de 

memória e plasmócitos, com a produção de anticorpos, desempenha um papel crucial na 

imunidade adquirida após exposição à malária. A resposta de anticorpos a diversos 

antígenos de P. vivax e suas associações com proteção, exposição e comorbidades têm 

sido estudadas ao longo do tempo (BRAGA; FONTES; KRETTLI, 1998; BUENO et 

al., 2008; MOURÃO et al., 2012; CASSIANO et al., 2016; SOARES et al., 2019). No 

entanto, não há consenso sobre a longevidade desta resposta durante a malária. Em 

infecções por P. vivax, há controvérsias sobre o aumento ou não da população total 

destas células (FIGUEIREDO et al., 2017; MIN et al., 2017; SOARES et al., 2019), 

embora seja sabido que há um aumento de células B de memória atípicas que podem 
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estar associadas com a autoimunidade (RIVERA-CORREA et al., 2019b, 2020; 

SOARES et al., 2019). A associação entre células B, anticorpos e autoimunidade será 

explorada mais detalhadamente posteriormente neste texto. 

A falta de um modelo in vitro que permita estudos com P. vivax fora da área 

endêmica representa um desafio para as investigações das interações parasito-

hospedeiro, resultando em lacunas significativas no entendimento da resposta 

imunológica desencadeada por infecções por esta espécie. Assim, é imperativo conduzir 

estudos mais aprofundados para compreender, em nível molecular e celular, essas 

interações, especialmente no que diz respeito à resposta imune adaptativa. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Dentre as espécies de Plasmodium que afetam seres humanos, P. vivax é a mais 

amplamente distribuída globalmente e é o principal agente causador da malária no 

Brasil, associada principalmente à ocorrência de anemia como das principais 

complicações decorrentes da infecção. A anemia relacionada à malária vivax é de 

natureza multifatorial, e diversos mecanismos têm sido propostos na tentativa de 

elucidar sua etiologia. A participação de autoanticorpos direcionados a componentes de 

eritrócitos tem sido extensivamente discutida em publicações provenientes do nosso 

grupo de pesquisa. De fato, nossa hipótese é a de que a autoimunidade pode 

desempenhar um papel determinante na destruição de eritrócitos não infectados, 

desencadeando um quadro anêmico em pacientes infectados por P. vivax. De fato, 

alguns antígenos como a band 3 e a PS já foram discriminados como alvos de 

autoanticorpos durante infecções por P. vivax. No entanto, ainda não foi elucidado o 

papel dos anticorpos dirigidos a estes antígenos, bem como a identificação simultânea e 

suas correlações durante a malária vivax.  

A formação de neoantígenos, ou seja, o reconhecimento de epítopos que não são 

naturalmente reconhecidos, e a resposta autoimune associada à proteína band 3 pode ter 

papel relevante no desencadeamento de mecanismos imunológicos durante a anemia em 

infecções por P. vivax. A proteína band 3 é um componente essencial da membrana de 

eritrócitos e está implicada em funções críticas, incluindo o transporte de íons e a 

manutenção da integridade celular. A emergência de neoantígenos nessa proteína, seja 

por modificaçãos pós-traducionais, interações com patógenos ou outros processos 

biológicos, pode desencadear respostas autoimunes, levando a condições como a anemia 

e outras manifestações relacionadas. Dessa forma, este estudo visa contribuir para 

avanços teóricos significativos acerca da resposta autoimune em infecções por P. vivax. 

A compreensão das funções imunológicas dos autoanticorpos direcionados a estes 

antígenos têm o potencial de aprimorar nossa compreensão sobre mecanismos 

subjacentes à patogênese da anemia. Esses resultados podem orientar futuras 

investigações científicas, impulsionando o desenvolvimento de testes prognósticos de 

morbidade, especialmente para a anemia autoimune durante a malária vivax. 
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3. CAPÍTULO 1: AUTOANTÍGENOS E SUAS RELAÇÕES COM A 

ANEMIA E INFECÇÕES POR P. VIVAX 

 

3.1 Autoimunidade em infecções por Plasmodium spp 

 

Infecções por Plasmodium spp promovem elevados níveis de anticorpos 

circulantes com uma ampla gama de especificidades. Estes anticorpos são cruciais para 

o controle da doença (TEO et al., 2016), contudo, podem surgir anticorpos capazes de 

reconhecer moléculas próprias do hospedeiro (LUDWIG et al., 2017). A presença destes 

autoanticorpos também têm sido extensivamente reportada em pacientes com malária 

(ROSENBERG et al., 1973; BERZINS; WAHLGREN; PERLMANN, 1983; DANIEL-

RIBEIRO et al., 1983; WOZENCRAFT et al., 1990; FERNANDEZ-ARIAS et al., 

2016; MOURÃO et al., 2016; RIVERA-CORREA et al., 2017; MOURÃO et al., 2018; 

BARBER et al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 2019a, 2019b; MOURÃO et al., 2020; 

RIVERA-CORREA et al., 2020). 

Uma das diversas maneiras pelas quais infecções podem induzir autoimunidade é 

através do mimetismo molecular, que ocorre quando patógenos compartilham epítopos 

de moléculas do hospedeiro, levando à ativação de células B e T autorreativas 

(KAPLAN; MEYESERIAN, 1962; ROJAS et al., 2018). Uma questão intrigante que 

surge ao investigar o mimetismo molecular associado à autoimunidade é a de por que 

não desenvolvemos doenças autoimunes mesmo quando estamos constantemente 

expostos a patógenos? Para explicar este fenômeno, vários estudos buscam destacar as 

células B como as principais responsáveis pela autoimunidade, ao produzirem 

anticorpos contra antígenos próprios (RIVERA-CORREA et al., 2017, 2019a). No 

entanto, em algumas infecções que resultam em autoimunidade, a produção de 

autoanticorpos é ausente (NOTTURNO et al., 2009), sugerindo que não apenas as 

células B, mas também as células T autorreativas possam estar envolvidas nesse 

processo (revisado por (CUSICK; LIBBEY; FUJINAMI, 2012). Assim como outros 

processos, o mimetismo molecular deve ser considerado não apenas como um simples 

compartilhamento de epítopos entre patógeno e hospedeiro, mas como um fenômeno 

que envolve fatores genéticos e ambientais, como a alimentação e o estilo de vida do 

hospedeiro, favorecendo o surgimento da autoimunidade durante uma infecção 

(revisado por ROJAS et al., 2018). 
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 Em infecções por Plasmodium spp, já foram descritos exemplos de mimetismo 

molecular, como a proteína PfTCTP de P. falciparum (P. falciparum translationally 

controlled tumor protein) e o fator de liberação de histamina (HRF) de humanos 

(MACDONALD et al., 2001), assim como a proteína de membrana I de P. falciparum 

(PfEMP1) (LUDIN; NILSSON; MÄSER, 2011). No contexto de infecções por P. vivax, 

análises in silico revelaram a presença de 23 proteínas semelhantes a proteínas de 

eritrócitos humanos, como anquirina, actina e espectrina (MOURÃO et al., 2018). 

Embora haja estudos indicando que espécies de Plasmodium spp têm a capacidade de 

mimetizar proteínas do hospedeiro, poucos associam diretamente o mimetismo 

molecular à autoimunidade (GREENWOOD, 1974; MOURÃO et al., 2018). Nossas 

pesquisas demonstraram que pacientes anêmicos, infectados por P. vivax apresentam 

maior quantidade anticorpos contra a espectrina, sugerindo que o mimetismo molecular 

pode desencadear respostas autorreativas durante a malária (MOURÃO et al., 2018). 

Contudo, permanece a controversa contribuição desses anticorpos anti-espectrina para a 

anemia, uma vez que esta é uma proteína do citoesqueleto de eritrócitos. 

Outro mecanismo que busca explicar o surgimento de uma resposta autoimune é 

a ativação bystander, caracterizada como um fenômeno independente de antígenos, no 

qual células parasitadas induzem células não infectadas a produzirem mediadores 

inflamatórios (co-sinalisadores, citocinas, quimiocinas e vesículas extracelulares) 

(HOLMGREN; MCCONKEY; SHIN, 2017; PACHECO et al., 2019). A principal 

característica dessa resposta imunológica é a ativação de células B e T sem o 

envolvimento dos seus respectivos receptores (BCR e TCR) (TOUGH; BORROW; 

SPRENT, 1996). Essa ativação “não clássica” de células B e T pode ocorrer tanto por 

contato direto do parasito ou célula parasitada com as células imunológicas, quanto por 

sinais enviados a distância, por microvesículas, por exemplo (HOLMGREN et al., 

2017). Evidências deste fenômeno na malária já foram descritas (HANSEN et al., 2003; 

TIBA et al., 2011; MANTEL et al., 2013).  

Adultos infectados por P. falciparum apresentam mais células T CD4+ ativadas 

do que indivíduos sem histórico de contato com o parasito. Essa intensa produção de 

células T CD4+ é estimulada pela elevada concentração de IFN-γ durante a fase 

primária da infecção (TIBA et al., 2011). Outro estudo demonstrou que células NK 

(Natural Killer) podem induzir respostas contra P. berghei, produzidas por células B, 

inclusive estimulando essas células a produzirem anticorpos contra proteínas ancoradas 

por GPI (Glicosilfosfatidilinositol) (HANSEN et al., 2003). Mantel e colaboradores 
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(2013) observaram que microvesículas de eritrócitos parasitados por P. falciparum eram 

capazes de estimular células mononucleares de sangue periférico (PBMCs – peripheral 

blood mononuclear cells) humanas, potencialmente imunomodulando a resposta do 

hospedeiro ao parasito, o que pode desempenhar um papel crucial na patologia da 

doença. 

Seguindo essa linha, nosso grupo de pesquisa demonstrou que eritrócitos não 

infectados, quando opsonizados por anticorpos comerciais anti-eritrócitos, poderiam 

induzir a produção de microvesículas por estas células (MOURÃO et al., 2016). Dessa 

forma, a produção destas partículas poderia estar associada à ativação bystander de 

células B e T, através do transporte de antígenos próprio dentro destas partículas, 

resultando na ativação autorreativa das células. No entanto, essa hipótese demanda mais 

estudos e evidências.  

Além disso, está amplamente estabelecido que, durante as respostas imunes 

iniciais, epítopos de antígenos são reconhecidos e adquiridos pelo sistema imune. 

Todavia, ao longo de uma infecção, epítopos não dominantes podem também se tornar 

imunogênicos e serem alvos de células B e T. Essa reatividade a novos epítopos 

endógenos é denominada “espalhamento de epítopos”, caracterizando-se pelo 

surgimento de uma resposta imune contra epítopos secundários endógenos e pela 

liberação de antígenos próprios durante uma condição autoimune ou resposta 

inflamatória (VANDERLUGT; MILLER, 1996). Esse fenômeno leva a uma 

diversificação do repertório de células B e T autorreativas, o que tem implicações para a 

patogênese das doenças associadas a essas células (LEHMANN et al., 1992; 

VANDERLUGT; MILLER, 2002).  

Embora o espalhamento de epítopos seja mais comumente relatado em doenças 

autoimunes, esse fenômeno também pode ocorrer em infecções por diversos agentes 

patológicos (VANDERLUGT; MILLER, 2002; MÜNZ et al., 2009). Em um estudo 

realizado com adultos naturalmente expostos à malária no Quênia, foi observado que a 

resposta imunodominante contra a proteína adesiva relacionada à trombospondina de P. 

falciparum (PfTRAP), após a primeira exposição ao patógeno, começou a abranger 

epítopos menos dominantes após sucessivas e prolongadas exposições ao parasito 

(FLANAGAN et al., 2006). 

O último mecanismo que tenta explicar o início de uma resposta autoimune é a 

ativação policlonal de células B e T. Este fenômeno representa uma ativação não 

específica dessas células em resposta a mitógenos e superantígenos produzidos pelos 
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parasitos como uma estratégia para escapar da resposta imune do hospedeiro e garantir 

sua sobrevivência (MINOPRIO, 2001; MONTES et al., 2007). Essa ativação é crucial 

durante a infecção, pois desencadeia uma série de reações que levam à esplenomegalia, 

adenopatia, imunossupressão, síndromes de choque tóxico, formação de granulomas e 

também autoimunidade progressiva (MINOPRIO, 2001).  

Em malária, a ativação policlonal de células B e T foi reportada em vários 

estudos (FREEMAN; PARISH, 1978; ROSENBERG, 1978; DANIEL-RIBEIRO et al., 

1983; HOGH et al., 1994; DONATI et al., 2004; RIVERA-CORREA et al., 2017). Em 

modelo murino, Freeman e Parish (1978) demonstraram que o sobrenadante extraído de 

uma solução contendo células parasitadas por P. berghei foi capaz de induzir a ativação 

policlonal de células B in vivo, resultando na secreção de anticorpos IgM não 

específicos. Também utilizando modelo com camundongos, Rosenberg (1978) observou 

a ativação de células T helper em resposta à infecção, estimulando assim células B a 

reconhecerem antígenos inespecíficos. Em uma coorte de pacientes infectados por P. 

falciparum, foi observado que 72% desses indivíduos possuíam autoanticorpos 

antinucleares, mas não contra outros antígenos (DANIEL-RIBEIRO et al., 1983). Esse 

fenômeno levou os autores a propor a hipótese de que ativação policlonal de células B, 

através de estímulo de células T, poderia estar envolvida com o surgimento desses 

autoanticorpos (DANIEL-RIBERIO et al., 1983). Também foi demonstrado que, em 

infecções por P. falciparum, a ativação policlonal de células T γδ pode contribuir para a 

proliferação de células B (HOGH et al., 1994). Vale ressaltar que proteínas, como a 

PfEMP-1, são capazes de promover a proliferação in vitro de células B, aumentando seu 

tamanho, a expressão de imunoglobulinas não específicas e a produção citocinas 

(DONATI et al., 2004). Além disso, existem evidências de uma subpopulação de 

células B atípicas que secretam autoanticorpos em modelo murino (RIVERA-CORREA 

et al., 2017), em infecções por P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019a) e em 

infecções por P. vivax (RIVERA-CORREA et al., 2020), sugerindo uma possível 

ativação policlonal. No entanto, são necessários estudos mais aprofundados, pois a 

estimativa da real contribuição dessas subpopulações de células T e B ativadas 

policlonalmente é desafiadora devido à perda de marcadores fenotípicos únicos após a 

ativação (MONTES et al., 2007).  

Autoanticorpos com várias especificidades foram identificados e associados à 

anemia em infecções por Plasmodium spp. Neste contexto, os anticorpos anti-

fosfatidilserina (PS) foram identificados em pacientes com infecções por P. falciparum 
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(FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016; RIVERA-CORREA et al., 2017, 2019a, 2019b; 

BARBER et al., 2019), P. vivax (BARBER et al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 

2020), P. malariae (BARBER et al., 2019) e em modelo murino (FERNANDEZ-

ARIAS et al., 2016; RIVERA-CORREA et al., 2017). A PS é um fosfolipídeo de 

membrana que geralmente não está presente na superfície celular, mas pode ser exposta 

células apoptóticas (NAGATA, 2018). A exposição de PS em eritrócitos já foi 

observada em camundongos (TOTINO et al., 2010; FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016) 

e em pacientes humanos com malária (FENDEL et al., 2010), embora os mecanismos 

que levam a essa exposição ainda não sejam conhecidos. 

No entanto, os anticorpos anti-PS não são encontrados em plasma de indivíduos 

saudáveis e são considerados patogênicos, aparecendo durante infecções e doenças 

autoimunes (ELKON; SILVERMAN, 2012). Correlações negativas entre os níveis 

destes anticorpos e os níveis de hemoglobina foram observadas tanto em pacientes 

infectados por P. falciparum como em pacientes infectados por P. vivax (BARBER et 

al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 2019a, 2019b, 2020). É importante ressaltar que os 

níveis desses anticorpos anti-PS são significativamente mais elevados em infecções por 

P. vivax do que por P. falciparum e que estão relacionados ao processo inicial da 

anemia em infecções por ambas as espécies (BARBER et al., 2019). 

Os anticorpos anti-PS demonstraram capacidade de se ligar tanto aos eritrócitos 

saudáveis quanto aos infectados, aumentando a taxa de fagocitose das células não 

infectadas tanto em modelo in vitro como in vivo (FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016). 

No entanto, esses anticorpos não conseguem aumentar as taxas de fagocitose de células 

infectadas, possivelmente devido à alta eficiência das células imunológicas em 

reconhecer esses eritrócitos infectados, graças aos antígenos parasitários expostos e às 

alterações na membrana provocados pelo patógeno. Isso sugere que esses anticorpos 

podem não ter um efeito anti-parasitário durante a infecção (FERNANDEZ-ARIAS et 

al., 2016). Além disso, os níveis destes anticorpos durante a infecção, com outros 

autoanticorpos, como anti-DNA, estão associados a sucessivas hospitalizações, 

especialmente em crianças (RIVERA-CORREA et al., 2019b). 

Devido à ativação policlonal de células B, durante a malária, células atípicas 

podem emergir. Rivera-Correa e colaboradores (2017) descreveram, em modelo murino, 

que esses anticorpos anti-PS são produzidos por uma população atípica de células B, 

caracterizadas pela expressão de CD11c e T-bet. A ativação dessas células depende do 

DNA parasitário, reconhecido por receptores do tipo toll 9 (TLR9), o que promove a 
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transcrição do fator T-bet e a secreção de autoanticorpos, em sinergia com o BCR e 

receptores de IFN-γ (RIVERA-CORREA et al., 2017). O papel destas células B de 

memória atípicas em humanos foi mais claramente evidenciado em um estudo realizado 

com pacientes primo-infectados por P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019a). 

Nesse estudo, verificou-se que células B FcRL5+T-bet+ estão expandidas e associadas à 

secreção de anticorpos anti-PS durante a fase aguda da malária. Resultados semelhantes 

foram observados em infecções por P. vivax, em que essa subpopulação de células B de 

memória atípica parece ser responsável pela produção de anticorpos anti-PS e está 

associada à anemia (RIVERA-CORREA et al., 2020). 

Embora a grande maioria dos estudos sobre autoanticorpos seja conduzida 

utilizando P. falciparum como modelo, alguns trabalhos, incluindo pesquisas por nosso 

grupo, já evidenciaram a presença desses autoanticorpos direcionados a moléculas de 

eritrócitos em infecções por P. vivax (MOURÃO et al., 2016, 2018, 2020; VENTURA 

et al., 2018; BARBER et al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 2020). Um exemplo é a 

proteína band 3, que atua como um canal iônico que faz a troca de bicarbonato (HCO3
-) 

por cloreto (Cl-) (CORDAT; REITHMEIER, 2014). Nosso grupo demonstrou que essa 

proteína é o principal alvo de imunoglobulinas autorreativas em pacientes anêmicos 

infectados por P. vivax (MOURÃO et al., 2018).  

Durante as respostas imunológicas iniciais aos parasitos da malária, a band 3 

sofre modificações conformacionais moleculares, resultando na exposição de novos 

epítopos (PANTALEO et al., 2008; DEROOST et al., 2016). Essas alterações 

conformacionais, associadas à deposição de hemicromo e à geração de espécies reativas 

de oxigênio, podem persistir mesmo após a eliminação do parasito da corrente 

sanguínea, impactando a troca de íons (DEROOST et al., 2016) e afetando a função dos 

eritrócitos, contribuindo para anemia.  

É relevante mencionar que a band 3 eritrocítica humana possui regiões não 

glicosiladas cruciais para a interação com proteínas de P. falciparum durante o processo 

de invasão celular ( HOGH et al., 1994; GOEL et al., 2003). P. vivax também utiliza 

dessa proteína no processo de invasão celular, por meio da interação com antígenos 

ricos em triptofano (PvTRAgs) (ALAM et al., 2016, 2015). A complexidade da 

interação parasito-hospedeiro pode gerar uma dificuldade para o sistema imunológico 

distinguir entre o próprio e o não-próprio. Nesse contexto, algumas partes da proteína 

podem ser apresentadas como antígenos para as células T e, posteriormente, para as 

células B, gerando autoanticorpos que podem contribuir para a destruição de eritrócitos 
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não infectados durante infecções por P. vivax. No entanto, é necessário realizar mais 

estudos para compreender como esses anticorpos são produzidos e qual é a sua real 

função na contribuição para a anemia na malária vivax. Aspectos estruturais e 

funcionais proteína band 3, bem como a interação dela com P. vivax durante a infecção 

serão melhor explorados no capítulo 2.  

 

3.1.1. Anemia em infecções por Plasmodium vivax 

 

Parasitos do gênero Plasmodium passam uma parte significativa de suas vidas no 

meio intracelular, principalmente no interior de eritrócitos, no qual são rompidos pelo 

desenvolvimento do parasito e isso leva às manifestações clínicas da malária. A anemia 

representa uma das principais complicações associadas à malária, resultando em 

significativa morbidade e mortalidade, especialmente entre gestantes e crianças menores 

de cinco anos (LAMIKANRA et al., 2007; RODRIGUEZ-MORALES; BENITEZ; 

ARRIA, 2007; TJITRA et al., 2008; POESPOPRODJO et al., 2009; NAING et al., 

2014; WHITE, 2018). Apesar de sua relevância marcante em termos de saúde pública, a 

anemia relacionada à malária tem recebido, em comparação a outras áreas de pesquisa, 

uma atenção relativamente limitada da comunidade científica, como observado nas 

investigações sobre a resposta imunológica, desenvolvimento de vacinas e genômica 

(CHANG; STEVENSON, 2004; LAMIKANRA et al., 2007). 

Decorrente do ciclo eritrocítico nos hospedeiros vertebrados, uma série de 

alterações bioquímicas, estruturais e funcionais ocorre nos eritrócitos, culminando na 

sua ruptura (GLUSHAKOVA et al., 2005; MILLHOLLAND et al., 2011). Isso resulta 

na liberação de metabólitos, outras moléculas do parasito e estruturas internas dos 

eritrócitos, na corrente sanguínea, desencadeando uma resposta no hospedeiro. 

Entretanto, é importante ressaltar que a anemia associada à malária não pode ser 

completamente atribuída apenas à digestão da hemoglobina e à destruição dos 

eritrócitos infectados (PERKINS et al., 2011; WHITE, 2018). 

Nas infecções por P. vivax, a falta de correlação entre anemia e parasitemia 

torna-se mais evidente. Os reticulócitos, que compõem aproximadamente 1% das 

células circulantes no sangue (KITCHEN, 1938), não justificam, por si só, a anemia 

devido ao ciclo natural do parasito, uma vez que essas células são prontamente respostas 

por meio da eritropoiese (QUINTERO et al., 2011). Entretanto, é sabido que a 
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destruição de eritrócitos não infectados e os baixos níveis de hemoglobina podem 

persistir após a infecção, mesmo na ausência de parasitos circulantes 

(LOOAREESUWAN et al., 1987; COLLINS et al., 2003; DOUGLAS et al., 2012). 

Embora se espere que, em infecções por P. vivax, a parasitemia seja inferior à 

observada em infecções por P. falciparum, o número absoluto de eritrócitos removidos 

da circulação e o grau de anemia resultante da infecção por ambas as espécies não são 

semelhantes (DOUGLAS et al., 2012). Utilizando modelos matemáticos com dados 

hematológicos e de parasitemia, estimou-se que infecções por P. vivax resultem na 

destruição de, aproximadamente, 34 eritrócitos não infectados para cada reticulócito 

infectado (COLLINS et al., 2003), enquanto que, em infecções por P. falciparum, essa 

proporção é de oito eritrócitos não infectados para cada eritrócito infectado (JAKEMAN 

et al., 1999). 

Para explicar a gênese da anemia associada à malária, tem-se estudado 

componentes autoimunes, buscando uma compreensão mais aprofundada dos diferentes 

mecanismos fisiopatológicos que podem estar envolvidos na destruição de eritrócitos 

saudáveis (Figura 4). Dentre os elementos que podem contribuir para a patogênese da 

anemia na malária, estão a disfunção da medula óssea, que pode levar à deseritropoiese 

(WICKRAMASINGHE et al., 1989), e o estresse oxidativo, disparado por metabólitos 

do parasito ou da resposta imune à infecção que pode levar à hemólise (BILGIN et al., 

2012; EREL et al., 1997). É possível, ainda, que anticorpos direcionados à antígenos do 

parasito aderidos aos eritrócitos não infectados, bem como a deposição de 

imunocomplexos, na superfície dessas células, estimulem a fagocitose por macrófagos 

do baço (WOODRUFF; ANSDELL; PETTITT, 1979). 
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Figura 4 – Possíveis mecanismos imunológicos envolvidos no surgimento da anemia em infecções P. 

vivax. A) Durante o ciclo eritrocítico, P. vivax promove a ruptura dos reticulócitos, expondo antígenos 

parasitários e celulares na corrente sanguínea. A resposta a estas moléculas induz elevada resposta imune 

do hospedeiro podendo levar a danos na membrana de eritrócitos, levando essas células à hemólise ou a 

serem fagocitadas. B) Imunomediadores podem atuar na medula óssea ou no baço, causando efeitos 

tóxicos nas linhagens eritróides levando à deseritropoiese. As células infectadas por P. vivax podem 

citoaderir em células endoteliais ou em outros eritrócitos, contribuindo para a perda de eritrócitos. Fonte: 

CASTRO-GOMES et al., 2014. 
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Durante a infecção provocada por parasitos do gênero Plasmodium, são gerados 

altos níveis de anticorpos que abrangem diversas moléculas, com uma ampla 

especificidade (TEO et al., 2016; RIVERA-CORREA; RODRIGUEZ, 2018; 

MOURÃO; CARDOSO-OLIVEIRA; BRAGA, 2020). Esses anticorpos normalmente 

reconhecem antígenos específicos do parasito e podem agir bloqueando a invasão do 

parasito em novas células, dificultando a adesão de células infectadas aos tecidos do 

hospedeiro ou auxiliando as células do sistema imune no combate à infecção (revisado 

por TEO et al., 2016). No entanto, em alguns casos, esses anticorpos gerados durante a 

malária podem reconhecer componentes próprios do hospedeiro e desencadear respostas 

autoimunes. 

Anticorpos que reconhecem moléculas de eritrócitos têm sido descritos em 

infecções por Plasmodium spp desde a década de 70 (ROSENBERG et al., 1973; 

FACER, 1980; BERZINS; WAHLGREN; PERLMANN, 1983; FERNANDEZ-ARIAS 

et al., 2016; MOURÃO et al., 2016, 2018; RIVERA-CORREA et al., 2019a, 2019b, 

2020). No entanto, o papel destes anticorpos, como contribuintes para a anemia 

malárica, ainda não foi completamente explorado. 

Os mecanismos que desencadeiam a produção de autoimunidade na malária 

ainda são pouco conhecidos. Compreender como ocorre esse fenômeno, identificar os 

fatores iniciadores e entender os papéis desempenhados pelas diversas moléculas 

envolvidas durante a patogenia é crucial para uma melhor compreensão da dinâmica 

parasito-hospedeiro. Nos últimos dez anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao 

estudo dos autoanticorpos relacionados à patogênese da anemia em infecções por P. 

vivax (MOURÃO; CARDOSO-OLIVEIRA; BRAGA, 2020). 
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3.2. OBJETIVOS 

 

3.2.1. Objetivo geral: 

 

Avaliar a resposta de autoanticorpos contra diferentes autoantígenos em pacientes 

infectados por P. vivax e associação deste fenômeno com a anemia malárica. 

 

3.2.2. Objetivos específicos: 

 

• Revisar a literatura com o objetivo de identificar e discutir os possíveis 

mecanismos responsáveis pela produção de autoanticorpos durante infecções 

causadas por Plasmodium spp, bem como descrever quais são os alvos destes 

autoanticorpos; 

• Avaliar a diferença na resposta de autoanticorpos anti-eritrócitos, anti-band 3, 

anti-PS e anti-DNA entre pacientes anêmicos e não anêmicos com infecção 

patente por P. vivax; 

• Analisar a intensidade de ligação de anticorpos purificados do plasma de 

pacientes infectados por P. vivax a eritrócitos não infectados (de indivíduos 

saudáveis e infectados por P. vivax) e quais são suas especificidades; 

• Estabelecer uma correlação entre os níveis de autoanticorpos dirigidos a 

diferentes antígenos e os parâmetros hematológicos e parasitológicos 

apresentados pelos pacientes infectados por P. vivax. 
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3.3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.3.1. Revisão integrativa 

 

Esta pesquisa utilizou como metodologia a revisão integrativa da literatura. De 

acordo com  Mendes, Silveira e Galvão (2008), esse tipo de revisão tem como objetivo 

sintetizar os resultados de pesquisas sobre um determinado tema, contribuindo para seu 

profundo conhecimento. A revisão integrativa é constituída de seis etapas; elaboração 

da pergunta norteadora; busca de amostragem na literatura; coleta de dados; análise 

crítica dos estudos incluídos; discussão dos resultados; apresentação da revisão 

integrativa (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010). 

3.3.2. Critérios de busca 

 

Realizaram-se buscas bibliográficas de publicações referentes à autoanticorpos e 

malária. A população deste estudo foi composta por artigos científicos dos bancos de 

dados PubMed®. Foram utilizadas palavras chaves como “autoantibodies”, 

“Plasmodium falciparum”, “Plasmodium vivax”, “autoimmune response”, “bystander”, 

“epitope spreading”, “B cell polyclonal activation”, “molecular mimicry”. Os artigos 

utilizados são de livre acesso e escritos em inglês. 

3.3.3. Área e população de estudo 

 

Nesta etapa do estudo, foram utilizados plasmas de indivíduos com infecção 

patente por Plasmodium vivax (n = 83) que procuraram atendimento médico nas 

unidades de saúde Hospital Universitário Júlio Muller, em Cuiabá, Mato Grosso (n = 

49) e na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus, 

Amazonas (n = 34). Esses indivíduos foram avaliados no dia do diagnóstico positivo 

para malária. Coletaram-se os plasmas no período compreendido entre os meses de 

fevereiro de 2006 a janeiro de 2017, através de punção venosa, em tubos Vacutainer®, 

contendo anticoagulante (EDTA ou heparina), e encontram-se estocados a -20ºC na 

soroteca do Laboratório de Malária e Genômica de Parasitos, do Instituto de Ciências 

Biológicas, da Universidade Federal de Minas Gerais. 
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Realizou-se o diagnóstico dos pacientes com suspeita clínica de malária por 

meio do exame microscópico de gota espessa e confirmado por amplificação do gene 

18s SSU rRNA de Plasmodium (SCOPEL et al., 2004). A parasitemia (parasitos/µL de 

sangue) foi determinada a partir da contagem de 100 campos microscópicos, utilizando-

se aumento de 10x na lente ocular e 100x na lente objetiva, sob imersão em óleo. Os 

pacientes infectados por P. vivax foram distribuídos em dois grupos de acordo com a 

concentração de hemoglobina detectada no hemograma: i) infectados não anêmicos, 

aqueles cuja concentração de hemoglobina era superior a 11 g/dL (n = 58), e ii) 

infectados anêmicos, aqueles cuja concentração de hemoglobina foi igual ou inferior a 

11 g/dL (n = 25), como descrito em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa 

(MOURÃO et al., 2016, 2018, 2020). É importante ressaltar que apenas os pacientes 

com anemia normocítica (volume corpuscular médio igual a 80-95 dL) e normocrômica 

(concentração de hemoglobina corpuscular média de 32-36 g/dL) foram incluídos neste 

estudo. 

Todos os pacientes foram examinados por um médico especialista que, durante a 

consulta, aplicou um questionário padrão, previamente testado e elaborado, contendo 

perguntas a dados pessoais, à quantidade prévia de episódios de malária e histórico 

clínico e ao perfil demográfico e socioeconômico dos indivíduos. Valores clínicos, 

demográficos e parasitológicos estão demonstrados na Tabela 1. Os indivíduos 

diagnosticados com malária foram tratados conforme é preconizado pelo Manual de 

Terapêutica da Malária, seguindo as recomendações sugeridas pelo Ministério da Saúde 

do Brasil. Excluíram-se, deste estudo, os pacientes que apresentaram grave desnutrição 

ou infecção como HIV ou hepatite. 

Como controle, foram utilizados plasmas de indivíduos sem qualquer exposição 

prévia à malária e que residem em área não-endêmica (n = 26), em Belo Horizonte, 

Minas Gerais. Incluíram-se, neste estudo, apenas os indivíduos que assinaram o termo 

de consentimento, conforme normatiza o Comitê de Ética da Universidade Federal de 

Minas Gerais (projeto aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais, CCAE: 01496013.8.0000.5149, parecer 519.481). 
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3.3.4. Ensaios imunoenzimático (Enzyme-linked immunosorbent assay – ELISA) 

 

3.3.4.1. Preparo e diluição dos antígenos 

 

A sensibilização das placas de 96 poços (Immunolon® Microtiter™ ELISA 

plates, Thermo Scientific) foi realizada com 50 µL de cada antígeno testado neste 

trabalho. As placas foram incubadas a 4ºC por, aproximadamente, 16 horas. Para os 

antígenos comerciais ou purificados, fez-se apenas uma diluição simples para a 

concentração de uso: i) Proteína band 3 na concentração 0,1 ng/µL diluída em tampão 

fosfato-salina (PBS) (MOURÃO et al., 2018); ii) Fosfatidilserina (PS) (Sigma-Aldrich 

P7769) na concentração de 20 µg/mL em etanol 100% (RIVERA-CORREA et al., 

2019); iii) DNA de timo de bezerro (Sigma-Aldrich D4522) na concentração de 10 

µg/mL em PBS (RIVERA-CORREA et al., 2019); iv) Proteína recombinante PvMSP-

119 (fragmento de 19kDa da proteína 1 da superfície de merozoíto de P. vivax) na 

concentração de 1,0 µg/mL em PBS (LIMA et al., 2022), gentilmente cedido pela Prof.ª 

Irene da Silva Soares, da Universidade de São Paulo. 

Para os ensaios com eritrócitos inteiros utilizou-se sangue O+ de doadores 

saudáveis nunca antes expostos a infecções por Plasmodium spp. O sangue foi coletado 

através de punção venosa em tubos Vacutainer® contendo heparina. Primeiramente fez-

se a separação do plasma através de centrifugação a 1700 g aceleração 4 e freio 1 por 5 

min. a temperatura ambiente. O plasma foi retirado e os eritrócitos foram diluídos 1:2 

em solução salina. O sangue foi então transferido para um tubo contendo Ficoll-

PaquePlus (Sigma-Aldrich). A proporção utilizada foi 4:3, ou seja, a cada 3 mL de 

Ficoll, foi adicionado 4 mL de sangue. Os tubos foram novamente centrifugados a 

1700g aceleração 0 e freio 0 por 20 min. à temperatura ambiente. Após esta etapa, todo 

o sobrenadante e um pouco da papa de eritrócitos foram retirados para evitar a 

contaminação da amostra por células brancas, e lavados por duas vezes com solução 

salina a 1700 g por 5 min. cada. Após as lavagens, os 1 µL da papa de eritrócitos foi 

diluído em 1000 µL de solução salina para a contagem em câmara de Neubauer. As 

amostras foram, então, diluídas em PBS na concentração de 1x106 células/poço e 

plaqueadas.  
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3.3.4.2.  Procedimento dos testes imunoenzimáticos 

 

Após o processo de sensibilização, as placas contendo PS foram submetidas a 

um processo de evaporação do etanol. Para isso, elas foram deixadas, em temperatura 

ambiente, sob fluxo de ar por aproximadamente 2 horas. Após este processo, todas as 

placas foram lavadas com 150 µL de PBS com Tween (PBST) 0,05% por 3 vezes. Após 

este processo, os poços foram bloqueados com 200 µL de PBS contendo 3% de 

albumina sérica bovina (BSA) e incubadas a 37oC por 1 hora. Os plasmas testados 

foram diluídos 1:100 em PBST 0,05% contendo 3% de BSA (PBST-BSA) e, 50 µL 

foram adicionados, em duplicata de amostras, aos poços após o período de bloqueio. As 

placas foram novamente incubadas a 37oC por 2 horas para que os anticorpos presentes 

nos plasmas reagissem com os antígenos utilizados. Após este período, as placas foram 

novamente lavadas por 3 vezes e 50 µl de IgG anti-humano conjugado com HRP 

(Invitrogen) ou 50 µL de IgG anti-humano conjugado à peroxidase na concentração de 

1:500 e 1:2000, respectivamente, diluídos em PBST-BSA. As placas foram novamente 

incubadas a 37oC por 1 hora e 30 minutos. As últimas três lavagens foram realizadas 

após este processo e 100 µL de substrato TMB (BD Biosciences) ou 50 µL de OPD (o-

phenylenediamine dihydrocloride substrate – Sigma Aldrich), diluído em tampão 

citrato-fosfato (pH 5,0), foram adicionados aos poços. As placas foram deixadas em 

temperatura ambiente, sob abrigo da luz, até que a coloração desejada fosse atingida. A 

reação foi parada com a adição de 100 µL/poço de Tampão de Paragem (Biolegend) 

para as placas reveladas com TMB e com 50 µL de ácido sulfúrico (H2SO4) 4 N para as 

placas reveladas com OPD. As absorbâncias foram lidas com comprimento de onda de 

450 nm ou 492 nm, respectivamente, em um leitor de microplaca VICTOR Nivo 

Multimode Microplate Reader (PerkinElmer) ou Multiskan GO (Thermo Scientific), 

respectivamente. Os resultados foram expressos na forma de unidades relativas (UR), 

que foi obtida através da comparação da média da absorbância das duplicatas das 

amostras com a mesma diluição de uma amostra sabidamente positiva para cada 

antígeno testado.  O valor de cut-off de cada antígeno foi estabelecido através da média 

somada a dois desvios padrões dos valores de unidade relativa de 7 indivíduos 

sabidamente não responsivos aos antígenos testados. 
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3.3.5. Ensaios de Citometria de Fluxo 

 

3.3.5.1.  Amostras e grupos de estudo 

 

Para realizar os experimentos de citometria de fluxo, utilizamos eritrócitos de 

três indivíduos infectados por P. vivax coletados no município de Nova Califórnia, 

Rondônia. Como controle, utilizamos eritrócitos de três indivíduos saudáveis nunca 

antes expostos à infecções por Plasmodium spp. Os eritrócitos estavam congelados e 

armazenados em nitrogênio líquido (COCKBURN et al., 2002) no Laboratório de 

Malária e Genômica de Parasitos. Todos os eritrócitos utilizados eram do grupo 

sanguíneo O+. Para o ensaio, também foram utilizadas IgG purificadas do plasma de 10 

indivíduos dos três grupos apresentados no subtópico 2.4.1., selecionados 

aleatoriamente. 

 

3.3.5.2.  Purificação dos anticorpos 

 

Anticorpos IgG totais dos 10 indivíduos de cada grupo estudado foram 

individualmente purificados por cromatografia de afinidade utilizando o kit Protein G 

HP MultiTrap™ (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) de acordo com as recomendações do 

fabricante. Brevemente, as placas foram levemente agitadas para a ressupensão do meio 

de conservação e os selos que cobriam a parte de cima e de baixo da placa foram 

retirados. Retirou-se a solução de conservação após uma centrifugação de 1 min. a 100 

g. Logo após, as colunas foram equilibradas com 300 µL de tampão de ligação (20 mM 

fosfato de sódio, pH 7,0), agitadas brevemente e centrifugadas por 30 segundos a 100 g. 

100-300 µL de plasma foi adicionado, individualmente, em cada coluna e a placa foi 

deixada em agitação leve em um agitador automático por 4 minutos em temperatura 

ambiente. Após este tempo de incubação, a placa foi novamente centrifugada por 30 

segundos a 100 g. Para lavar o excesso de substâncias do plasma, foi adicionado 300 µL 

do tampão de ligação e a placa foi submetida a nova centrifugação de 30 segundos a 

100g; repetiu-se esta etapa  por duas vezes. Antes da etapa de eluição, duas placas de 96 

poços foi preparada contendo 15 µL do tampão neutralizante (1 M Tris-HCl, pH 9,0) 

por poço. Para a eluição dos anticorpos presos à coluna foi adicionado 200 µL do 
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tampão de eluição (0,1 M glicina-HCl, pH 2,7) e a placa foi novamente centrifugada por 

30 segundos a 100 g. Realizou-se esta etapa por duas vezes, cada uma utilizando uma 

das placas com tampão neutralizante. Cada eluição foi analisada em NanoDrop Lite 

(Thermo Scientific) para verificar a presença dos anticorpos purificados. 

 

3.3.5.3.  Descongelamento e preparo dos eritrócitos 

 

Os criotubos contendo os eritrócitos congelados foram retirados, 

cuidadosamente, do nitrogênio líquido e rapidamente adicionados em banho-maria, 

previamente aquecido a 37°C, por 1 a 2 minutos. O conteúdo do tubo foi, então, 

transferido para um tubo Falcon de 50 mL. 200 µL de uma solução de NaCl 12% foi 

adicionado, lentamente e gota-a-gota, aos eritrócitos. Após esta etapa, 10 mL de uma 

solução NaCl 1,8% foi adicionado, lentamente, gota-a-gota, aos eritrócitos. Sem 

homogeneização, o conteúdo do Falcon foi submetido a uma centrifugação a 520 g, 

20ºC, aceleração 4, freio 1, por 5 minutos. Todo o sobrenadante foi removido com 

cuidado para não ressuspender ou retirar volume do pellet. Lentamente e gota-a-gota, 

foi adicionado 10 mL de uma solução NaCl 0,9%-Glicose 0,2%. Novamente o tubo foi 

centrifugado a 520 g, 20ºC, aceleração 4, freio 1, por 5 minutos. Todo o sobrenadante 

foi removido e os eritrócitos foram lavados 1x com meio RPMI (520 g, 20ºC, 

aceleração 4, freio 1, por 5 minutos). O sobrenadante foi retirado e o pellet de eritrócitos 

foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI. Para os ensaios os eritrócitos foram diluídos 

na proção 2:100 em solução salina comercial. 

 

3.3.5.4.  Opsonização e preparo dos eritrócitos para a citometria de fluxo 

 

Após o descongelamento e a diluição dos eritrócitos na proporção 2:100, estas 

células foram devidamente plaqueadas em placas de 96 poços com fundo em U. As 

placas foram transportadas, em bolsa térmica com gelo, até o Instituto René Rachou no 

laboratório do Grupo Integrado de Pesquisa em Biomarcadores. As placas foram, então, 

centrifugadas a 520 g, 20ºC, aceleração 4, freio 1, por 5 minuotos. Retirou-se o  

sobrenadante com auxílio de uma pipeta multicanal e os pellets foram ressuspendidos 

com 50 µL solução salina contendo 0,1 mg/mL (ALLHORN et al., 2010) dos anticorpos 
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purificados a serem testados. As placas foram incubadas, sob agitação em agitador 

automático, por 1 hora e 30 minutos a 37ºC. Após este período, as placas foram 

centrifugadas e lavadas 1x com solução salina a 520 g, 20ºC, aceleração 4, freio 1, por 5 

minutos, cada. Para a marcação dos eritrócitos e dos anticorpos opsonizados, 50 µL de 

solução contendo IgG anti-CD235a-PE-Cy5 (BD Biosciences) 1:400 e IgG anti-IgG 

humano-FITC (Sigma-Aldrich) 1:200. Como controle, utilizou-se também uma 

marcação com IgG anti-band 3 BRIC6-FITC (BD Biosciences). Importante ressaltar 

que, nos controles que continham IgG anti-band 3, não foram utilizados IgG anti-IgG 

por possuírem o mesmo fluorocromo. Após a adição dos marcadores, as placas foram 

incubadas por 20 minutos à temperatura ambiente, sob agitação e ao abrigo da luz. As 

placas foram então centrifugadas e lavadas 1x com solução salina a 520 g, 20ºC, 

aceleração 4, freio 1, por 5 minutos, cada. Após esta etapa cada amostra foi 

ressuspendida em 200 µL de PBS-W e transferida para tubos de citometria para serem 

lidas no equipamento FACSCalibur (BD Biosciences). Os resultados obtidos foram 

expressos na forma de intensidade mediana de fluorescência (MFI) e frequência de 

células verdadeiramente positivas. 

Queríamos analisar, também, se o H2DIDs (4,4’-

Diisothiocyanatodihydrostilbene-2,2’-disulfonic acid, disodium salt) (Sigma-Aldrich), 

ao bloquear o canal iônico da band 3, também bloquearia ou dificultaria a ligação dos 

anticorpos purificados dos grupos de estudo deste trabalho. Para isso, em outro dia de 

experimentação, 50 µL da solução de H2DIDs, diluídos em PBS a 0,1 M foi adicionado 

em cada poço antes da etapa de opsonização dos eritrócitos e deixado incubando por 1 

hora a 37ºC, sob agitação e ao abrigo da luz. Após esta etapa, o protocolo transcorreu 

como descrito acima. 

 

3.3.6. Análise dos dados 

 

Criou-se um banco de dados no programa Microsoft Excel, contendo todas as 

informações referentes às características demográficas e clínicas dos pacientes incluídos 

neste trabalho. As análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 

8.0. Avaliou-se a normalidade dos dados pelo teste estatístico de Shapiro-Wilk. Para 

comparar os níveis de anticorpos entre os diferentes grupos estudados, utilizaram-se os 

testes de One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis, e também 



48 
 

seguido pelo teste post hoc de Dunn. As correlações foram analisadas utilizando-se o 

coeficiente de correlação de Pearson para grupos com distribuição normal e o teste de 

Spearman para grupos cuja distribuição era não paramétrica. 

A técnica de estatística multivariada, utilizada neste estudo, foi a análise fatorial 

por meio de componentes principais (PCA), uma ferramenta que possibilita a redução 

da dimensionalidade de um conjunto de dados, facilitando a interpretação e evitando a 

perda de informações. Isso porque, cada componente principal (CP) é uma combinação 

linear de todas as variáveis originais, e é obtida em ordem decrescente da máxima 

variância. Dessa forma, n-variáveis originais geram n-componentes principais não 

correlacionados que contêm a maior parte da informação do conjunto original 

(JOLLIFE, 2002; ABDI & WILLIAMS, 2010). Para esta análise, os dados foram 

primeiramente normalizados, utilizando a transformação logarítmica e então submetidos 

à análise de PCA. Toda esta etapa foi feita utilizando o software R (Development Core 

Team, 2011) utilizando as bibliotecas MASS, factoextra e ggplot2. Para as análises dos 

ensaios de citometria de fluxo utilizou-se o programa FlowJo V.10 tanto para a 

marcação dos gatings quanto para o cálculo da MFI e da frequência de células 

verdadeiramente positivas. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

3.4. RESULTADOS 

 

3.4.1. Revisão bibliográfica publicada na Frontiers in Cellular and Infection 

Microbiology 
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3.4.2. Parâmetros clínicos, parasitológicos e demográficos dos pacientes infectados 

por P. Vivax 

 

As manifestações clínicas mais relatadas pelos pacientes infectados por P. vivax 

durante o exame médico foram: febre (95,5%), calafrio (92,5%), cefaleia (88,7%), 

mialgia (96,2%), epigastralgia (83,5%), náusea (68,7%) e vômito (66,25%). A idade 

média dos pacientes com malária vivax sem anemia foi de 35,8 anos, enquanto para os 

pacientes anêmicos foi de 34,5 anos. Com relação ao número de episódios prévios de 

malária, observou-se que os indivíduos não anêmicos relataram, em média, 7,4 

episódios anteriores, enquanto a média para pacientes com anemia foi de 4,9 episódios. 

Quanto à parasitemia, a média de parasitos/µL de sangue foi de 4186 para os pacientes 

sem anemia e de 8449 para os pacientes com anemia. (Tabela 1). 

Com relação aos parâmetros hematológicos, observou-se que os pacientes 

infectados por P. vivax, mas sem anemia, apresentaram níveis médios de hemoglobina 

de 15,3 g/dL e hematócrito de 45,2%. Os pacientes anêmicos apresentaram 

concentrações de hemoglobina de 9,2 g/dL e hematócrito de 28,7%. Além disso, a 

análise do hemograma revelou que os pacientes infectados por P. vivax sem anemia 

apresentaram uma contagem média de plaquetas de 151100 plaquetas/mm3 e contagem 

média de leucócitos de 5707 leucócitos/mm3. Por outro lado, os pacientes com anemia 

apresentaram contagens médias de plaquetas e leucócitos de 108840 plaquetas/mm3 e 

5240 leucócitos/mm3, respectivamente. (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Parâmetros hematológicos, parasitológicos e demográficos dos pacientes com infecção 

patente por P. vivax 

Parâmetros P. vivax não anêmico 

(Média ± Desvio Padrão) 

P. vivax anêmico 

(Média ± Desvio Padrão) 

Valor p 

Idade (anos) 35,8 ± 15,3 34,5 ± 13,8 0,7209 

Episódios prévios de 

malária (nº) 
7,4 ± 12 4,9 ± 10 0,4990 

Parasitemia (parasitos/µL 

de sangue) 
4186 ± 5432 8449 ± 11291 0,0162 

Hemoglobina (g/dL) 15,2 ± 1,5 9,2 ± 1,9 < 0,0001 

Hematócrito (%) 45,2 ± 4,1 28,7 ± 4,6 < 0,0001 

Plaquetas (células/mm3 

sangue) 
151100 ± 69367 108840 ± 63936 0,0037 

Leucócitos (células/mm3 

sangue) 
5707 ± 1729 5240 ± 1760 0,2085 
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3.4.3. Detecção de autoanticorpos IgG no plasma de pacientes infectados por P. 

vivax e correlações com parâmetros hematológicos e parasitológicos 

 

Para avaliar os níveis de autoanticorpos no plasma de pacientes infectados por P. 

vivax, foram utilizados cinco autoantígenos distintos: i) eritrócitos inteiros; ii) band 3; 

iii) PS e iv) DNA. Como controle, foram dosados anticorpos contra a PvMSP-119. A 

detecção dos níveis desses anticorpos foi feita através de ELISA e os resultados estão 

expressos em unidades relativas (UR). Para a avaliação os plasmas dos indivíduos 

estudados foram divididos em três grupos: I) Pacientes infectados por P. vivax sem 

anemia; II) Pacientes infectados por P. vivax com anemia; e III) Indivíduos não-

infectados de área não-endêmica e que nunca foram expostos aos parasitos causadores 

da malária. 

3.4.3.1. IgG anti-eritrócitos 

 

Foi possível observar diferença significativa à resposta de anticorpos no plasma 

de indivíduos anêmicos infectados por P. vivax (0,84 [0,60-1,14]) em relação aos 

infectados não-anêmicos (0,57 [0,40-0,69]; p = 0,0003) e aos indivíduos não-infectados 

(0,52 [0,41-0,63]; p < 0,0001) (Figura 5). Não foi encontrada diferença significativa 

entre os indivíduos infectados sem anemia e os que nunca foram expostos aos parasitos 

causadores da malária. 
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Figura 5 – Anticorpos IgG anti-eritrócitos detectados nos plasmas dos indivíduos estudados. A 

resposta de IgG anti-eritrócitos inteiros foi expressa como unidades relativas (UR). A linha central 

representa as medianas e as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). A linha 

pontilhada indica o valor de cut-off. Os indivíduos sinalizados em azul são aqueles que se encontram 

acima do valor de cut-off. As porcentagens acima de cada grupo indicam a frequência de respondedores 

acima do valor de cut-off. Não infectados (n = 26), P. vivax não anêmicos (n = 56), P. vivax anêmicos (n 

= 21). Acessou-se a Significância estatística pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de 

Dunn e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 

 

Com relação às correlações com os parâmetros hematológicos, ambas as 

respostas de autoanticorpos também tiveram resultados similares. Observou-se a 

correlação significativa negativa com níveis de hemoglobina ([r = -0,3791; p = 0,0007]; 

[r = -0,3661; p = 0,0029]) e com o hematócrito ([r = -0,3665; p = 0,0011]; [r = -0,3802; 

p = 0,0019]) (Figura 6A,B). Com relação aos outros parâmetros avaliados, não houve 

correlação significativa para ambas as metodologias utilizadas (Figura 6C,D). 
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Figura 6 - Correlação entre a resposta de IgG anti-eritrócitos e parâmetros hematológicos e 

parasitológicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) 

parasitemia e D) episódios prévios de malária. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de 

Spearman seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

3.4.3.2.  IgG anti-band 3 

 

A detecção da resposta de IgG à proteína band 3 no plasma de pacientes 

anêmicos infectados por P. vivax (mediana: 0,81 [intervalo interquartil]: 0,67-1,15) foi 

significativamente elevada quando comparada à resposta de pacientes infectados não-

anêmicos (0,59 [0,50-0,82]) (p = 0,0252) e indivíduos não-infectados (0,47 [0,42-0,59]) 

(p < 0,0001). Esse aumento significativo também foi observado quando comparamos 

indivíduos infectados sem anemia com indivíduos não-infectados (p = 0,0127) (Figura 

7).  
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Figura 7 – Resposta de IgG detectada nos indivíduos dos grupos estudados frente à proteína band 3. 

A resposta de IgG anti-band 3 foi expressa como unidades relativas (UR). A linha central representa as 

medianas e as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). A linha pontilhada indica o 

valor de cut-off. Os indivíduos sinalizados em azul são aqueles que se encontram acima do valor de cut-

off. As porcentagens acima de cada grupo indicam a frequência de respondedores acima do valor de cut-

off. Não infectados (n = 26), P. vivax não anêmicos (n = 57), P. vivax anêmicos (n = 24). Significância 

estatística foi acessada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e está 

representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 

 

Quando correlacionado com os parâmetros hematológicos e parasitológicos, 

verificou-se correlação significativa e inversamente proporcional da resposta anti-band 

3 com hemoglobina (r = -0,3567; p = 0,0035) e com hematócrito (r = -0,3575; p = 

0,0035) (Figura 8A,B). Não foi observada correlação significativa com parasitemia e 

exposição prévia à malária (Figura 8C,D). 
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Figura 8 – Correlação entre a resposta de IgG anti-band 3 e parâmetros hematológicos e 

parasitológicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) 

parasitemia e D) episódios prévios de malária. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de 

Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

   

3.4.3.3.  IgG anti-PS 

 

Verificou-se que a resposta de IgG anti-PS, no plasma de pacientes infectados 

com (0,75 [0,55-0,85]) e sem (0,58 [0,37-0,78]) anemia, é significativamente maior do 

que em indivíduos não-infectados (0,31 [0,13-0,48]) (p < 0,0001 para ambos). No 

entanto, não foi observada diferença significativa entre a resposta anti-PS entre 

pacientes anêmicos e não anêmicos (p = 0,3493). (Figura 9).  
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Figura 9 – Resposta anti-PS detectada no plasma dos indivíduos dos grupos estudados. A resposta 

de IgG anti-PS foi expressa como unidades relativas (UR). A linha central representa as medianas e as 

barras flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). A linha pontilhada indica o valor de cut-

off. Os indivíduos sinalizados em azul são aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As 

porcentagens acima de cada grupo indicam a frequência de respondedores acima do valor de cut-off. Não 

infectados (n = 25), P. vivax não anêmicos (n = 56), P. vivax anêmicos (n = 22). Significância estatística 

foi acessada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e está representada por 

asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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Embora encontrada diferença significativa entre indivíduos infectados e não 

infectados, a resposta de IgG anti-PS não se correlacionou com nenhum parâmetro 

parasitológico ou hematológico (Figura 10). 

 

Figura 10 - Correlação entre a resposta de IgG anti-PS e parâmetros hematológicos e 

parasitológicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) 

parasitemia e D) episódios prévios de malária. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de 

Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

3.4.3.4.  IgG anti-DNA 

 

Assim como a resposta de anticorpos anti-band 3, a resposta de IgG anti-DNA 

também foi significativamente maior em pacientes infectados e com anemia (0,82 [0,76-

0,95]) em relação aos infectados não anêmicos (0,73 [0,60-0,84]) (p = 0,0065) e os não-

infectados (0,64 [0,51-0,75]) (p = 0,001). Não houve diferença significativa entre a 

resposta anti-DNA daqueles indivíduos infectados por P. vivax e sem anemia dos 

indivíduos não infectados (Figura 11).   
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Figura 11 – Níveis de IgG anti-DNA nos indivíduos dos grupos estudados. A resposta de IgG anti-

DNA foi expressa como unidades relativas (UR). A linha central representa as medianas e as barras 

flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). A linha pontilhada indica o valor de cut-off. Os 

indivíduos sinalizados em azul são aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As porcentagens 

acima de cada grupo indicam a frequência de respondedores acima do valor de cut-off. Não infectados (n 

= 26), P. vivax não anêmicos (n = 57), P. vivax anêmicos (n = 23). Significância estatística foi acessada 

pelo teste de One Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey e está representada por asteriscos 

(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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A resposta anti-DNA também apresentou semelhanças à resposta anti-band 3 no 

que concerne às correlações observadas. Os níveis destes autoanticorpos foram 

significativamente correlacionados de forma inversa aos níveis de hemoglobina (r = -

0,3804; p = 0,0005) e com o hematócrito (r = -0,4041; p = 0,0002) (Figura 12A,B). 

Quanto aos outros parâmetros avaliados, não foi observada nenhuma correlação 

significativa (Figura 12C,D). 

 

Figura 12 - Correlação entre a resposta de IgG anti-DNA e parâmetros hematológicos e 

parasitológicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) 

parasitemia e D) episódios prévios de malária. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de 

Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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3.4.3.5.  IgG anti-PvMSP-119 

 

Utilizamos, como controle de resposta anti-parasitária, a proteína recombinante 

PvMSP-119. A detecção de IgG anti-PvMSP-119 mostrou que ambos os grupos de 

pacientes infectados (anêmico (0,51 [0,17-0,68]) e não-anêmicos (0,26 [0,10-0,47])) 

apresentaram níveis desses anticorpos significativamente aumentados em relação aos 

indivíduos não infectados (0,06 [0,05-0,08]) (p < 0,0001 para ambos) (Figura 13). Não 

houve diferença estatística significativa quando comparamos pacientes infectados por P. 

vivax com e sem anemia. 

 

Figura 13 – Níveis de anticorpos anti-PvMSP-119 nos plasmas dos grupos estudados. A resposta de 

IgG anti-PvMSP-119 foi expressa como unidades relativas (UR). A linha central representa as medianas e 

as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). A linha pontilhada indica o valor de 

cut-off. Os indivíduos sinalizados em azul são aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As 

porcentagens acima de cada grupo indicam a frequência de respondedores acima do valor de cut-off. Não 

infectados (n = 24), P. vivax não anêmicos (n = 48), P. vivax anêmicos (n = 19). Significância estatística 

foi acessada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e está representada por 

asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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Observou-se a correlação significativa e positiva da resposta anti-PvMSP-119 

com parâmetros parasitológicos como a parasitemia (r = 0,4005; p = 0,0030) e a 

exposição prévia à Plasmodium spp (r = 0,4350; p = 0,0007) (Figura 14C,D). Foi 

constatada, também, uma correlação significativa, porém inversamente proporcional, 

com os níveis de hemoglobina (r = -0,2631; p = 0,0327) (Figura 14A), no entanto, 

nenhuma relação foi encontrada com o hematócrito. 

 

 

 

Figura 14 - Correlação entre a resposta de IgG anti-PvMSP-119 e parâmetros hematológicos e 

parasitológicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) 

parasitemia e D) episódios prévios de malária. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de 

Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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3.4.4. Dinâmica correlacional dos autoanticorpos durante infecções por P. vivax 

 

3.4.4.1.  Correlações diretas entre os antígenos avaliados 

 

A fim de entender melhor o perfil da resposta destes autoanticorpos entre os 

diferentes grupos estados, um heatmap foi construído com os valores da resposta para 

cada autoantígeno (Figura 15). Os valores foram distribuídos em um gradiente de azul, 

no qual o mais próximo de 0, mais clara é a cor representada no mapa e quanto mais 

próximo ou acima de 3, mais escura a tonalidade de azul utilizada. Os valores em cinza 

representam amostras que não foram testadas para aquele antígeno. Neste gráfico, é 

possível observar, individualmente, que os pacientes anêmicos com malária vivax têm 

resposta elevada aos antígenos estritamente associados com eritrócitos, principalmente 

anti-band 3, enquanto a resposta frente aos outros autoantígenos é menos acentuada. 

 
Figura 15 – Heatmap representativo da resposta de cada indivíduo para cada autoantígeno 

avaliado. A escala de cores (ao lado) representa os valores de unidades relativas (UR) utilizados para 

construir o gráfico. Os valores marcados em cinza indicam os plasmas que não foram testados para o 

respectivo antígeno. 
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3.4.4.2.  Análise de Componentes Principais com parâmetros relacionados à 

infecção por P. vivax 

 

Como a resposta imune humoral envolve uma atuação simultânea de uma série 

de anticorpos que agem em diferentes alvos, realizou-se uma PCA com os dados 

referentes às respostas frente aos diferentes antígenos avaliados, objetivando-se avaliar, 

simultaneamente, os efeitos de todos os autoanticorpos em uma única análise, uma vez 

que isso reflete melhor a situação biológica. Para esta análise, utilizaram-se apenas 

aqueles indivíduos que possuíam dados para todos os antígenos avaliados, portanto, 

foram avaliados 46 pacientes com infecção por P. vivax e sem anemia, 16 pacientes 

anêmicos infectados por P. vivax e 23 indivíduos não infectados. Os resultados da PCA 

mostraram que os quatro primeiros componentes principais (CP) explicam 91,5% da 

variação total dos dados (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Eigenvalues e percentual de inércia explicado por cada CP da PCA realizada 

para todos os antígenos testados. 

 

Componente 

principal 

λi 

(eigenvalue) 

Inércia individual 

(%) 

Inércia acumulada 

(%) 

1 1,5712 49,3 49,3 

2 0,9372 17,5 66,9 

3 0,8378 14,0 80,9 

4 0,1404 10,7 91,6 

 

O primeiro componente contribuiu com 48,8% da variabilidade e deu peso 

semelhante para IgG anti-band 3, anti-PS, anti-DNA e anti-eritrócitos, ao passo que o 

CP2 foi melhor representado por IgG anti-MSP-119, contribuindo com 17,5% da 

variação observada. IgG anti-PS exerceu um peso maior no CP3, contribuindo para 14% 

da variabilidade dos dados, enquanto que o CP4 deu um peso maior para IgG anti-

eritrócitos e contribuiu com 10,7% da variância dos dados (Tabela 3).  
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Tabela 3 – Variáveis incluídas na PCA e sua contribuição para os dois eixos 

derivados 

Variáveis 
Correlação das variáveis com os componentes 

(Loadings)* 

 CP1 CP2 CP3 CP4 

IgG anti-band 3 -0,490 -0,120 -0,394 0,565 

IgG anti-PS -0,452 -0,065 0,727 -0,287 

IgG anti-DNA -0,483 -0,440 0,160 0,239 

IgG anti-eritrócitos -0,465 0,035 -0,528 -0,706 

IgG anti-MSP-119 -0,322 0,886 0,101 0,203 

*o maior loading de cada CP está representado em negrito. 

 

Com base nos dados obtidos pela PCA, podemos inferir que a resposta associada 

a CP1 está associada à ausência ou presença de resposta aos antígenos testados. A 

resposta ao CP2 parece estar associada positivamente à resposta específica anti-

parasitária. Para a resposta ao CP3, esta parece estar associada à resposta associada à 

inflamação e ao processo infeccioso. Uma resposta mais associada a antígenos 

eritrocitários juntamente à presença do parasito parece estar associada ao CP4. Desta 

forma, a PCA indicou uma segregação gradual dos grupos estudados em direção aos 

loadings representativos dos antígenos avaliados, com os pacientes anêmicos infectados 

por P. vivax mais próximos destas variáveis, enquanto os indivíduos não infectados 

ficaram na direção oposta a estes loadings (Figura 16).  
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Figura 16 – PCA da reação aos autoantígenos em infecções por P. vivax e em indivíduos saudáveis. 

Representação dos dois primeiros componentes principais com 48,8% e 17,5% das variâncias explicadas 

(66,4% cumulativa explicada). O tamanho do símbolo é proporcional à contribuição individual aos CPs. 

As coordenadas dos loadings para cada antígeno avaliado estão representadas pelas setas. 

 

 

Os padrões de resposta contra os antígenos estados foram, dessa forma, 

comparados entre si (Figura 17) e relacionados com os parâmetros associados à 

infecção por P. vivax com a parasitemia e exposição prévia à malária (Figura 18). 

Verificou-se que a média (média±desvio padrão) dos scores dos pacientes infectados 

por P. vivax com e sem anemia se correlacionaram negativamente com o CP1 (-

1,23±1,26 e -0,11±1,63, respectivamente) e se diferenciaram estatisticamente da média 

dos scores dos indivíduos não infectados (1,08±0,73) (p < 0,0001 e p = 0,003, 

respectivamente). Além disso, houve também uma diferença significativa nos scores 

entre os dois grupos de pacientes infectados (p = 0,0177) (Figura 17A). Para o CP2, 

pode-se constatar que a média dos scores dos indivíduos infectados se correlacionaram 

positivamente com este componente (0,38±0,96 e 0,14±1,0, respectivamente), ao passo 

que os dados dos indivíduos, sem infecção, correlacionaram-se negativamente (-

0,55±0,36). Neste caso, as diferenças significativas observadas foram apenas dos grupos 

de pacientes infectados em relação aos indivíduos não infectados (p = 0,0043 e p = 

0,0067, respectivamente) (Figura 17B). 

Acerca da média dos grupos estudados para o CP3, verificou-se que os pacientes 

anêmicos com malária vivax (-0,25±1,22) e os indivíduos não infectados (-0,1±0,67) 

apresentaram correlação negativa com este componente, ao passo que os pacientes 
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infectados, mas sem anemia tiveram seus scores correlacionados positivamente com o 

CP3 (0,13±0,73). No entanto, não houve diferença estatística significativa entre nenhum 

grupo avaliado (Figura 17C). O mesmo padrão se repetiu para o CP4, no qual os 

pacientes com anemia (-0,20±1,13) e as pessoas sem infecção (-0,03±0,31) tiveram a 

média de seus scores correlacionadas negativamente, enquanto que a média dos scores 

dos pacientes não anêmicos (0,04±0,63) se correlacionou positivamente com este 

componente. Também não foram encontradas diferenças estatísticas significativas entre 

os três grupos (Figura 17D). 

 

 
Figura 17 – Média ± desvio padrão dos scores referentes aos quatro primeiros CPs. A) CP1, B) CP2, 

C) CP3 e D) CP4. Os símbolos coloridos indicam a média e as barras flutuantes indicam o desvio padrão 

de cada grupo. A significância estatística foi acessada pelo teste de One Way ANOVA, seguido pelo teste 

post hoc de Tukey e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 

0,0001). 

 

Os scores do CP1 se correlacionaram negativamente com a parasitemia (r = -

0,5064; p < 0,0001) (Figura 18A) e com a exposição prévia à malária (r = -0,2828; p = 

0,0139) (Figura 18B), indicando que a presença de todos os anticorpos testados está 

correlacionada com a presença de P. vivax e à exposição a este parasito. Por outro lado, 

os scores do CP2 se correlacionaram de forma positiva com a parasitemia (r = 0,4833; p 
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< 0,0001) (Figura 18C) e com os episódios prévios de malária (r = 0,5884; p < 0,0001) 

(Figura 18D), indicando que IgG anti-PvMSP-119 está positivamente correlacionado ao 

aumento do número de parasitos na corrente sanguínea dos pacientes infectados e 

também à exposição destes à infecção. Não houve correlações significativas entre os 

scores do CP3 e CP4 com os parâmetros indicativos de infecção por P. vivax. 

 

Figura 18 – Correlações entre os scores do CP1 e CP2 e os parâmetros indicativos de infecção. A) 

CP1 e parasitemia, B) CP1 e episódios prévios de malária, C) CP2 e parasitemia, D) CP2 e episódios 

prévios de malária. Os diferentes grupos estão representados com diferentes cores de acordo com a 

legenda. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de Spearman, seguido de uma regressão 

linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

3.4.4.3.  Análise de Componentes Principais e parâmetros hematológicos dos 

pacientes infectados por P. vivax 

 

Objetivando correlacionar a resposta aos autoantígenos com os parâmetros 

hematológicos realizou-se um PCA com os autoantígenos, no entanto, foram utilizados 

apenas os dados dos indivíduos infectados por P. vivax uma vez que, infelizmente, não 

temos os dados hematológicos dos indivíduos não infectados. O resultado de PCA 



77 
 

mostrou que os quatro primeiros componentes principais representaram 92,2% da 

variância dos dados (Tabela 4) 

Tabela 4 – Eigenvalues e percentual de inércia explicado por cada CP da PCA realizada para a resposta 

aos antígenos testados entre os pacientes com infecção por P. vivax 

 

Componente 

principal 

λi 

(eigenvalue) 

Inércia individual 

(%) 

Inércia acumulada 

(%) 

1 1,5210 46,2 46,2 

2 0,9739 18,9 65,2 

3 0,8639 14,9 80,2 

4 0,7758 12 92,2 

 

O primeiro componente contribuiu com 46,2% da variabilidade e deu peso maior 

para IgG anti-DNA, seguido de IgG anti-band 3, IgG anti-eritrócitos e IgG anti-PS, 

respectivamente. O CP2 foi melhor representado por IgG anti-MSP-119, contribuindo 

com 18,9% da variação dos dados observada. IgG anti-PS exerceu um peso maior no 

CP3, contribuindo para 14,9% da variabilidade dos dados, enquanto que o CP4 deu um 

peso maior para IgG anti-eritrócitos e contribuiu com 12% da variância dos dados 

(Tabela 5). 

Tabela 5 – Variáveis incluídas na PCA e sua contribuição para os dois eixos derivados 

 

Variáveis 
Correlação das variáveis com os componentes 

(Loadings)* 

 CP1 CP2 CP3 CP4 

IgG anti-band 3 -0,485 -0,105 -0,573 -0,399 

IgG anti-PS -0,458 -0,161 0,720 0,166 

IgG anti-DNA -0,526 -0,248 0,148 -0,399 

IgG anti-eritrócitos -0,475 0,092 -0,336 0,783 

IgG anti-MSP-119 -0,224 0,944 0,130 -0,197 

*o maior loading de cada CP está representado em negrito. 

 

Com base nestes dados, foi possível concluir que o CP1 é representado pela 

resposta contra os antígenos testados, tendo correlações negativas mais intensas pros 

autoantígenos do que para o antígeno específico de P. vivax. Com o CP2, podemos 

distinguir a resposta específica anti-parasitária e as respostas autoimunes investigadas. 
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Os loadings do CP3 podem indicar uma associação ao processo inflamatório decorrente 

da malária vivax. Para o CP4, a resposta parece estar associada ao estresse dos 

eritrócitos. Os resultados são similares à PCA realizada com os parâmetros 

parasitológicos, no entanto, não houve uma segregação gradual tão aparente dos dois 

grupos de pacientes infectados. Contudo, o grupo de pacientes anêmicos estão mais 

agrupados ao lado dos loadings de resposta autoimune, enquanto os pacientes não 

anêmicos estão dispersos e mais concentrados ao lado oposto destes loadings (Figura 

19).  

 

Figura 19 – PCA dos antígenos avaliados entre os indivíduos com infecção patente por P. vivax. 

Representação dos dois primeiros componentes principais com 46,2% e 18,9% das variâncias explicadas 

(65,2% cumulativa explicada). O tamanho do símbolo é proporcional à contribuição individual aos CPs. 

As coordenadas dos loadings, para cada antígeno avaliado, estão representadas pelas setas.  

 

Os scores para cara CP foram, portanto, comparados entre si e também 

correlacionados com os parâmetros hematológicos e parasitológicos. A média dos 

scores dos indivíduos anêmicos (-0,69±0,61) correlacionou-se negativamente com o 

CP1, enquanto a média dos indivíduos sem anemia (0,26±1,56) estava positivamente 

relacionada a este componente. Houve diferença estatística significativa (p = 0,0013) na 

diferença das médias entre os grupos, indicando que os pacientes anêmicos possuem 

anticorpos, principalmente autoanticorpos, em relação aos pacientes não anêmicos 

(Figura 20A). Para o CP2, observou-se um perfil contrário ao do CP1, em que a média 

dos indivíduos com anemia (0,28±0,97) correlacionou-se positivamente, enquanto a 
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média daqueles sem anemia correlacionou-se negativamente (-0,09±0,96) com este 

componente. No entanto, não foram encontradas diferenças estatísticas significativas, 

indicando que não há diferença na resposta específica contra P. vivax entre os dois 

grupos (Figura 20B).  

Com relação à diferença entre os scores para o CP3, não foi constatada diferença 

significativa entre as médias dos scores dos pacientes com anemia (-0,17±1,16) e sem 

anemia (0,06±0,73), sugerindo que não há diferença na resposta predominantemente 

anti-PS entre os dois grupos (Figura 20C). O mesmo resultado foi observado para o 

CP4, no qual a média dos pacientes anêmicos (0,23±1,05) não se diferencia 

estatisticamente da média dos pacientes não anêmicos (-0,03±0,56), indicando que não 

há diferença na resposta relacionada ao estresse eritrocítico (Figura 20D). 

 

Figura 20 – Média ± desvio padrão dos scores referentes aos quatro primeiros CPs dos indivíduos 

infectados por P. vivax. A) CP1, B) CP2, C) CP3 e D) CP4. Os símbolos coloridos indicam a média e as 

barras flutuantes indicam o desvio padrão de cada grupo. Significância estatística foi acessada pelo teste t 

não pareado de Student com correção de Welch e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 

0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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 Os níveis de hemoglobina (r = 0,3490; p = 0,0058) e o hematócrito (r = 0,3370; 

p = 0,0079) correlacionaram-se positivamente com os scores do CP1 indicando que a 

presença de autoanticorpos está correlacionada com o quadro anêmico apresentado 

pelos indivíduos infectados por P. vivax (Figura 21A,B). A parasitemia (r = -0,2453; p 

= 0,0859) e a exposição prévia (r = 0,1334; p = 0,3460) não se correlacionaram de 

maneira significativa com o CP1, indicando que a presença destes autoanticorpos não 

está associada ao nível de parasitos no sangue nem com a exposição destes indivíduos a 

infecções por Plasmodium spp. (Figura 21C,D).  

 

Figura 21 – Correlações entre os scores do CP1 e os parâmetros hematológicos e parasitológicos dos 

pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) parasitemia, D) 

episódios prévios de malária. Os diferentes grupos estão representados com diferentes cores de acordo 

com a legenda. As correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de Spearman, seguido de uma 

regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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Com relação às correlações com os scores do CP2, verificou-se a ausência de 

correlações significativas com os níveis de hemoglobina (r = -0,4288; p = 0,1678) e 

hematócrito (r = -0,1323; p = 0,3093), sugerindo que a resposta específica a IgG 

PvMSP-119 não está correlacionada ao quadro anêmico apresentado pelos pacientes, 

embora eles tenham, no geral, mais anticorpos (Figura 22A,B). Para os parâmetros 

parasitológicos, constatou-se correlação positiva dos scores do CP2 com a parasitemia 

(r = 0,4288; p = 0,0019) e os episódios prévios de malária (r = 0,4758; p = 0,0004), 

indicando que a resposta específica anti-P. vivax está relacionada a parâmetros 

intrinsicamente relacionados à presença e exposição ao parasito e não ao quadro clínico 

provocado pela infecção (Figura 22C,D). Para o CP3 e CP4 não foi observada 

correlação significativa com nenhum parâmetro avaliado. 

 

Figura 22 – Correlações entre os scores do CP2 e os parâmetros hematológicos e parasitológicos dos 

pacientes infectados por P. vivax. A) nível de hemoglobina, B) hematócrito, C) parasitemia, D) 

episódios prévios de malária. Os diferentes grupos estão representados com diferentes cores de acordo 

com a legenda. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de Spearman, seguido de uma 

regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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3.4.4.4. Correlação entre os níveis de anticorpos anti-PvMSP-119 e os 

antígenos testados 

 

A fim de analisar se a resposta de IgG anti-PvMSP-119 se correlacionava com a 

resposta autoimune, foram feitos testes de correlações diretas. Contudo, foi observada 

apenas uma fraca correlação direta com anticorpos anti-band 3 (r = 0,2710; p = 0,0265) 

(Figura 23). Para os demais autoantígenos avaliados não se observou nenhuma 

correlação com a resposta anti-parasitária. 

 

Figura 23 – Correlação entre a resposta específica anti-P. vivax e a resposta anti-band 3. Os círculos 

azuis indicam os pacientes infectados por P. vivax que não apresentam anemia e os triângulos invertidos 

verdes são os pacientes anêmicos. Correlação foi feita utilizando o teste de correlação de Spearman 

seguido de uma regressão linear. Valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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3.4.5. Intensidade de ligação de anticorpos purificados dos diferentes grupos 

estudados a eritrócitos de doadores infectados e não infectados 

 

Um um ensaio de citometria de fluxo foi feito como um outro método de 

identificar autoanticorpos que se ligam a eritrócitos não infectados, bem como para 

avaliar se o H2DIDs é capaz de bloquear total ou parcialmente a ligação de anticorpos 

anti-band 3 em eritrócitos.  

Este ensaio buscou avaliar a intensidade de ligação de anticorpos purificados dos 

três diferentes grupos de estudo em eritrócitos não infectados de doadores saudáveis e 

de doadores infectados por P. vivax. A estratégia de gating utilizada está representada 

na Figura 24. Primeiro foi selecionada a população de eritrócitos de acordo com 

tamanho e granulosidade (Figura 24A). Após este passo, utilizando o canal para o 

fluocromo PE-Cy5, selecionamos apenas as células que foram marcadas com anti-

CD325a (Figura 24B,C). Dentro deste gate, calculamos a mediana de intensidade de 

fluorescência de anti-IgG-FITC ou anti-band 3-FITC (Figura 24D). 
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Figura 24 – Estratégia de gating utilizada para calcula do MFI e da frequência. A) Gate na 

população de eritrócitos por granulosidade e tamanho, B) Gate na população marcada com anti-CD235a-

PE-Cy5, C) Gate representativo de uma amostra não marcada com anti-CD235a; D) Histograma 

representativo da população FITC positiva em seis amostras representativas: eritrócitos não marcados, 

opsonizado com anticorpos purificados de indivíduos infectados por P. vivax com ou sem anemia, 

anticorpos de indivíduos não infectados, opsonizadas apenas com anti-band 3-FITC e apenas com anti-

CD235a-PE-Cy5. 
 

Ao avaliarmos a intensidade mediana de fluorescência, foi possível observar 

diferença estatística significativa apenas entre a intensidade de ligação de anticorpos 

purificados provenientes de indivíduos não infectados a eritrócitos de indivíduos 

saudáveis (6,6 [6,3-6,8]) e de pacientes anêmicos infectados por P. vivax (7,0 [6,8-7,3]) 

(p = 0,00133) (Figura 25A). Não foi encontrada diferença estatística significativa na 

opsonização de eritrócitos de indivíduos infectados por P. vivax (Figura 25B). 
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Figura 25 – Diferença na intensidade mediana de fluorescência de anticorpos IgG ligados a 

eritrócitos. A) eritrócitos de indivíduos não infectados e B) eritrócitos de indivíduos infectados por P. 

vivax. A linha central representa as medianas e as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis 

(25%-75%). NI = não infectado, PvNA = P. vivax não anêmicos, PvAN = P. vivax anêmicos, uRBC = 

eritrócitos de indivíduos não infectados, iRBC = eritrócitos de indivíduos infectados. Significância 

estatística foi acessada pelo teste de Mann-Whitney e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 

0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).  

 

 

3.4.6. Diferença na opsonização de anticorpos antes e após adição de H2DIDs em 

eritrócitos 

 

Para acessar se a ligação dos anticorpos purificados dos diferentes grupos de 

estudo era, majoritariamente, anti-band 3, fizemos um ensaio utilizando o bloqueador 

do canal iônico desta proteína (H2DIDs). Verificamos que, para eritrócitos de pacientes 

infectados por P. vivax, não houve diferença na opsonização após a adição de H2DIDs. 

No entanto, houve um aumento da opsonização por anticorpos purificados de indivíduos 

não infectados (Figura 26A), infectados por P. vivax sem (Figura 26B) e com (Figura 

26C) anemia após a adição de H2DIDs em eritrócitos de indivíduos saudáveis. 
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Figura 26 – Diferença na intensidade mediana de fluorescência antes e após adição de H2DIDs. A) 

Eritrócitos opsonizados com anticorpos de indivíduos não infectados; B) Eritrócitos opsonizados com 

anticorpos de indivíduos não anêmicos infectados por P. vivax; e C) Eritrócitos opsonizados com 

anticorpos de pacientes anêmicos infectados por P. vivax. A linha central dos boxes representa as 

medianas e as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). NI = não infectado, PvNA 

= P. vivax não anêmicos, PvAN = P. vivax anêmicos, uRBC = eritrócitos de indivíduos não infectados, 

iRBC = eritrócitos de indivíduos infectados. Significância estatística foi acessada pelo teste de Mann-

Whitney e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).  

 

3.4.7. Correlações entre eritrócitos opsonizados e resposta a autoantígenos 

 

Para tentar discriminar quais antígenos são os principais alvos do 

reconhecimento de eritrócitos de indivíduos não infectados, bem como de indivíduos 

infectados por P. vivax, a intensidade mediana/média de fluorescência, bem como a 

frequência de células positivas foram correlacionadas com os níveis de anticorpos dos 

indivíduos utilizados no ensaio. Para a intensidade mediana de fluorescência foi 

observada correlação positiva com a resposta anti-band 3 e eritrócitos vindos de 

indivíduos não infectados (r = 0,5742; p = 0,0009) (Figura 27A) e também para a 

resposta anti-DNA (r = 0,4854; p = 0,0065) (Figura 27B). Não foi observada nenhuma 

correlação estatisticamente significativa para todos os outros antígenos testados, 

inclusive para os peptídeos utilizados neste trabalho. 

 

 

 

 

 

Figura 27 – Correlações entre a MFI de eritrócitos de indivíduos não infectados e a resposta anti-

band 3 e anti-DNA. A) IgG anti-band 3 e B) IgG anti-DNA. Os dados para cada indivíduo estão 

sinalizados com cores de acordo com a legenda. Fizeram-se correlações utilizando o teste de correlação 
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de Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

Juntos, estes dados discriminam que a resposta à proteína band 3 seja o principal 

antígeno reconhecido por anticorpos de indivíduos anêmicos infectados por P. vivax na 

superfície de eritrócitos. Além disso, o aumento de IgG anti-DNA parece estar 

correlacionado com o aumento da opsonização de eritrócitos não infectados.  

 Com os dados obtidos no capítulo 1, optamos com explorar melhor a proteína 

band 3, buscando responder a questões como: Quais são os epítopos principais 

reconhecidos por autoanticorpos? Eles correspondem a epítopos preditos in silico? Em 

quais porções da proteína estão estes epítopos? Por este motivo, o capítulo 2 foi 

totalmente focado na proteína band 3 e seus epítopos. 
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3.5. DISCUSSÃO 

 

A anemia na malária é multifatorial e, ainda, não se tem um consenso de qual é o 

principal fator que leva a destruição de eritrócitos não infectados. Um dos elementos 

que vem sido estudado há bastante tempo são os autoanticorpos (ROSENBERG et al., 

1973; WOODRUFF; ANSDELL; PETTITT, 1979; FACER, 1980; FERNANDEZ-

ARIAS et al., 2016; MOURÃO et al., 2016, 2018; RIVERA-CORREA et al., 2017, 

2019a, 2019b, 2020; VENTURA et al., 2018; SALEH et al., 2023) que poderiam 

desempenhar um papel importante na remoção destas células da corrente sanguínea. 

Embora a presença desses autoanticorpos já tenha sido identificada em infecções por P. 

vivax e por P. falciparum, o papel efetor destas moléculas ainda é pouco estudado. Com 

o intuito de contribuir para o entendimento de quais autoantígenos estariam sendo mais 

reconhecidos em infecções por P. vivax, bem como a dinâmica de relação entre esses 

autoanticorpos durante a infecção, e se algum destes anticorpos estariam associados ao 

quadro anêmico apresentado por alguns pacientes, o presente estudo avaliou a resposta 

de anticorpos IgG contra diversos antígenos próprios do hospedeiro. 

De maneira geral, nossos resultados evidenciam que pacientes anêmicos 

infectados por P. vivax possuem maiores níveis de anticorpos direcionados a 

autoantígenos em comparação aos pacientes não anêmicos e indivíduos infectados. 

Contudo, a resposta específica anti-parasitária não se diferencia estatisticamente entre 

os dois grupos de pacientes infectados, indicando, assim, que os pacientes anêmicos 

possuem uma resposta autoimune pronunciada, não só pela presença de níveis mais 

elevados de anticorpos totais (MOURÃO et al., 2016), mas também pelo aparecimento 

de anticorpos autorreativos específicos cotnra eritrócitos íntegros, band 3 e DNA. A 

elevada produção de autoanticorpos durante a malária pode ser justificada por diversas 

perspectivas. Durante o curso da infecção, a lise de eritrócitos infectados resulta na 

exposição de proteínas citoplasmáticas, e determinados antígenos parasitários, que 

podem induzir, por exemplo, uma ativação policlonal não específica de células B 

(FREEMAN; PARISH, 1978; MINOPRIO, 2001). Alguns estudos relatam uma 

refratariedade de células B de perfil atípico a secretarem anticorpos in vitro, além de 

possuírem uma redução dos receptores BCR em resposta a alguns antígenos solúveis 

(PORTUGAL et al., 2015), contudo, essas mesmas células mostraram ser responsivas a 
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antígenos ligados à membrana celular (AMBEGAONKAR et al., 2020). Além disso, 

evidências diretas, utilizando células de pacientes infectados por P. falciparum e por P. 

vivax, indicam que as células B atípicas secretam anticorpos autorreativos e que estes 

estão associados ao quadro anêmico dos pacientes (RIVERA-CORREA et al., 2019b, 

2020). 

A presença de autoanticorpos contra antígenos eritrocitários é bem descrita em 

infecções por Plasmodium spp (BERZINS; WAHLGREN; PERLMANN, 1983; 

FERNANDES et al., 2008; MOURÃO et al., 2016, 2020; CASTRO-SALGUEDO; 

MENDEZ-CUADRO; MONERIZ, 2021; SALEH et al., 2023). Além disso, foram 

evidenciados, inclusive por nosso grupo de pesquisa, mecanismos que sugerem a 

remoção de eritrócitos não infectados opsonizados por esses autoanticorpos. Estes 

autoanticorpos se ligariam à membrana de eritrócitos, diminuindo a dinâmica de fluidez 

da membrana e, consequentemente, enrijecendo as células tornando-as mais facilmente 

fagocitadas por macrófagos residentes do baço (MOURÃO et al., 2016, 2020). No 

entanto, ainda são necessários estudos para esclarecer outros mecanismos que estariam 

envolvidos na remoção de células saudáveis durante a malária. 

Embora ainda existam incertezas, os estudos sobre os papéis dos anticorpos anti-

eritrócitos na malária já indicam uma direção a seguir, ao contrário do papel dos 

anticorpos anti-DNA, no qual o papel na destruição de eritrócitos, durante a anemia, 

permanece ambíguo. A presença destes anticorpos já foi descrita anteriormente em 

infecções por P. vivax (RIVERA-CORREA et al., 2020) e também em infecções por P. 

falciparum (DANIEL-RIBEIRO et al., 1983; PHANUPHAK; TIRAWATNPONG; 

PANMUONG, 1983; BOONPUCKNAVIG, 1984; BAKER et al., 2008; RIVERA-

CORREA et al., 2019a, 2019b). Interessantemente, neste estudo, os níveis de anticorpos 

anti-DNA se correlacionaram negativamente com os parâmetros hematológicos, 

indicando uma associação com a anemia em infecções por P. vivax, como já descrito 

anteriormente em outra coorte de pacientes infectados por esta espécie (RIVERA-

CORREA et al., 2020). 

O papel de anticorpos anti-DNA na destruição de eritrócitos durante a anemia 

ainda é incerto. No entanto, Hotz e colaboradores (2018) demonstraram que, em 

condições de homeostase, a maioria do DNA mitocondrial livre em células está 

associada aos eritrócitos em vez de estar livre no plasma, sugerindo que os eritrócitos 

desempenham um papel de ligação para esse DNA em condições normais. Em uma 

análise mais aprofundada, os autores constataram que a ligação dessas moléculas de 
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DNA aos eritrócitos tinha a capacidade de prevenir danos inflamatórios pulmonares 

causados por esses ácidos nucleicos. Outro aspecto intrigante é que um quadro anêmico 

poderia aumentar a concentração de DNA mitocondrial no plasma devido à menor 

disponibilidade de eritrócitos circulantes, mas tal feito não foi observado pelos 

pesquisadores (HOTZ et al., 2018).  

Associando essas informações com as descritas por HOTZ et al., 2018, podemos 

inferir que os eritrócitos não infectados estejam carregando DNA mitocondrial livre 

para tentar manter a homeostase e impedir o dano tecidual provocado pela resposta 

imune altamente inflamatória. Curiosamente, a Síndrome do Desconforto Respiratório 

Agudo (SDRA) é o segundo quadro clínico mais comum em malária grave por P. vivax 

(GENTON et al., 2008; TJITRA et al., 2008; LACERDA et al., 2012) e parece estar 

associada ao alto perfil inflamatório provocado por infecções por esta espécie de 

parasito (LACERDA et al., 2012; VAL et al., 2017). A produção de citocinas pró-

inflamatórias, durante a malária vivax, pode levar à perda da barreira alveolar e ao 

aumento da permeabilidade, aumentando o dano aos pulmões (ANSTEY et al., 2009; 

MOKRA; KOSUTOVA, 2015). Contudo, este seria o possível cenário de pacientes com 

SDRA, o que não é o caso deste estudo. 

Embora o Brasil não tenha áreas com alta endemicidade, os pacientes, utilizados 

neste estudo, tiveram altos níveis de anticorpos anti-DNA e estes se correlacionaram 

negativamente com a anemia e, positivamente, com a intensidade de ligação de 

anticorpos totais a eritrócitos não infectados de indivíduos saudáveis. Uma justificativa 

para o aparecimento de anticorpos anti-DNA é que, durante o ciclo natural do parasito, 

ocorra a deposição de DNA parasitário na superfície dos eritrócitos após a ruptura do 

eritrócito infectado, ou mesmo que os danos teciduais, causados pelo perfil inflamatório 

elevado das infecções por P. vivax, induzam à morte celular, resultando na liberação de 

fragmentos de DNA que se ligam aos eritrócitos. Assim, ao atravessarem os capilares 

sinusoides, as células apresentadoras de antígenos podem processar esses fragmentos de 

DNA, apresentando-os às células B, iniciando uma ativação policlonal para a produção 

de anticorpos anti-DNA. No entanto, se esses anticorpos contribuem para a anemia ou 

são apenas uma consequência do estado anêmico inflamatório merece uma análise mais 

aprofundada em estudos futuros. 

É bem estabelecido na literatura que infecções por P. vivax (FACER; 

AGIOSTRATIDOU, 1994; BARBER et al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 2020) e 

por P. falciparum (FACER; AGIOSTRATIDOU, 1994; FERNANDEZ-ARIAS et al., 
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2016; RIVERA-CORREA et al., 2017, 2019a, 2019b; BARBER et al., 2019) induzem à 

produção de anticorpos anti-PS e que estes anticorpos estão correlacionados com a 

anemia nestes pacientes. Tanto em infecções por P. falciparum quanto em infecções por 

P. vivax, os anticorpos anti-PS são produzidos por células B de memória atípicas 

(FcRL5+T-bet+), com a expansão celular desse subtipo correlacionando-se diretamente 

com a parasitemia, mas inversamente com parâmetros indicativos de anemia (RIVERA-

CORREA et al., 2019b, 2020). Em camundongos infectados por P. yoelii, a expansão 

destas células ocorre através de receptores do tipo toll, mas especificamente o TLR9 

(Toll-like receptor 9) e por sinalização de IFN-γ, e este estímulo estaria ligado ao 

reconhecimento de DNA parasitário (RIVERA-CORREA et al., 2017).  

Contudo, nossos dados mostram que os pacientes anêmicos não possuem 

significativamente mais IgG anti-PS do que aqueles que não apresentaram anemia e, 

também, não se correlacionaram com os parâmetros indicativos de anemia. É essencial 

destacar que os estudos que evidenciam a associação desses anticorpos com os níveis de 

hemoglobina foram conduzidos em coortes que incluíam pacientes com malária grave 

por P. vivax (FACER; AGIOSTRATIDOU, 1994; RIVERA-CORREA et al., 2020) ou 

em um contexto epidemiológico completamente diferente do cenário brasileiro 

(FACER; AGIOSTRATIDOU, 1994; BARBER et al., 2019). Em um destes estudos, 

especificamente, observou-se que apenas os pacientes com malária grave por P. vivax 

apresentavam níveis de anticorpos anti-PS associados aos níveis de hemoglobina, ao 

passo que essa correlação não foi evidenciada nos casos não graves (RIVERA-

CORREA et al., 2020). Embora seja verdade que casos de malária grave por P. vivax 

ocorram na área endêmica brasileira (ALEXANDRE et al., 2010; LANÇA et al., 2012; 

SIQUEIRA et al., 2010; LÓPEZ et al., 2023), é relevante notar que os pacientes 

incluídos neste estudo não apresentavam quadro de malária grave no momento do 

diagnóstico, no entanto, a presença de anticorpos anti-PS é considerada um indicador 

patogênico, podendo ter implicações em abortos, trombose e trombocitopenia (ELKON; 

SILVERMAN, 2012). 

Elevados níveis de anticorpos contra proteínas eritrocíticas, especialmente a 

band 3, já foram evidenciados, inclusive por dados do nosso grupo de pesquisa 

(MOURÃO et al., 2016, 2018; CASTRO-SALGUEDO; MENDEZ-CUADRO; 

MONERIZ, 2021). É importante relembrar que P. vivax interage com esta proteína no 

momento de invasão celular (ALAM et al., 2016, 2015). Esta interação parasito-

hospedeiro pode estar relacionada ao surgimento destes autoanticorpos por diversos 
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mecanismos que induzem uma resposta autorreativa, como o mimetismo molecular 

(CUSICK; LIBBEY; FUJINAMI, 2012; ROJAS et al., 2018) ou o espalhamento de 

epítopos (POWELL; BLACK, 2001; CORNABY et al., 2015). Ainda não se dispõe de 

informações conclusivas sobre a interação entre a PvMSP-119 e a band 3; no entanto, 

documentou-se que P. falciparum emprega a forma autóloga dessa proteína durante o 

processo de invasão, e o reconhecimento ocorre em um sítio intracelular específico da 

proteína eritrocitária (GOEL et al., 2003; ARAKAWA et al., 2015). A MSP-1 foi 

previamente estabelecida como uma proteína crucial para a sobrevivência dos parasito 

do gênero Plasmodium (OH et al., 2000; DAS et al., 2015); portanto, existe a 

possibilidade de que a PvMSP-119 interaja com a band 3. 

Durante as respostas iniciais ao parasito, a proteína band 3 passa por 

modificações conformacionais, levando a exposição de novos epítopos (PANTALEO et 

al., 2008; DEROOST et al., 2016; BADIOR; CASEY, 2021). Como estas mudanças 

conformacionais estão associadas à deposição de hemicromo e à geração de espécimes 

reativas de oxigênio, elas podem persistir mesmo após a eliminação do parasito da 

corrente sanguínea, levando a mudanças na troca de íons pela proteína (DEROOST et 

al., 2016), afetando a homeostase e função dos eritrócitos, logo, facilitando a remoção 

destas células e, assim, contribuindo para o quadro anêmico durante a infecção. Estudos 

apontam que P. vivax é capaz de deixar o reticulócito do hospedeiro mais intável do que 

eritrócitos infectados por P. falciparum e por P. knowlesi, dados que sugerem que esta 

espécie é capaz não só de comprometer a sua célula hospedeira, mas as células do meio 

também (CLARK et al., 2021). Nossos dados são consistentes com esse achado, uma 

vez que a instabilidade dos eritrócitos não infectados, durante a infecção por P. vivax, 

poderia levar à deformação da proteína band 3, expondo novos antígenos e elevando a 

concentração de anticorpos anti-band 3 no plasma destes indivíduos. 

Ainda não se dispõe de informações conclusivas sobre a interação entre a 

PvMSP-1 e a band 3; no entanto, já foi documentado que P. falciparum emprega a 

forma autóloga dessa proteína durante o processo de invasão, e o reconhecimento ocorre 

em um sítio intracelular específico da band 3 (GOEL et al., 2003; ARAKAWA et al., 

2015). A MSP-1 foi previamente estabelecida como uma proteína crucial para a 

sobrevivência de parasitos do gênero Plasmodium (OH et al., 2000; DAS et al., 2015); 

portanto, existe a possibilidade de que a PvMSP-1 interaja com a band 3, uma hipótese 

que é respaldada nesse estudo, uma vez que os níveis de anticorpos contra essa proteína 

parasitária apresentaram correlação, mesmo que fraca, apenas com a resposta anti-band 
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3. E, caso essa interação ocorra de forma similar à existente em infecções por P. 

falciparum, é possível que haja a formação de neoantígenos devido à interação parasito-

hospedeiro no momento da invasão celular. 

Utilizamos o H2DIDs como um meio de bloquear a band 3, através do bloqueio 

do canal iônico, no entanto foi observado um aumento da reatividade aos eritrócitos 

opsonizados após a adição deste reagente. A resposta acentuada, observada na 

intensidade de ligação de anticorpos purificados aos eritrócitos não infectados após a 

adição de H2DIDs, pode ser elucidada pelo surgimento de novos epítopos resultantes da 

deformabilidade da proteína. Embora se tenha constatado que esse reagente não possui a 

capacidade de deformar os eritrócitos (IVANOV; PAARVANOVA, 2021). 

Alternativamente, é possível que o estresse induzido pelo processo de congelamento-

descongelamento, bem como as etapas de centrifugação, tenham contribuído para a 

deformabilidade e flexibilidade da proteína, resultando na apresentação de novos 

epítopos de maneira “natural” (BADIOR; CASEY, 2021). Interessantemente, os 

eritrócitos provenientes de indivíduos infectados não apresentaram este comportamento, 

não tendo sido observada diferença estatística antes e após adição do H2DIDs. 

É importante mencionar que os eritrócitos utilizados para o experimento com 

H2DIDs foram descongelados no dia anterior ao experimento e deixados a 4ºC 

overnight. Todos esses passos podem ter influenciado nos resultados aqui apresentados, 

portanto, estes são experimentos que devem ser refeitos, de preferência com eritrócitos 

frescos, para que se obtenha o resultado mais próximo do real. Outra alternativa é 

realizar os ensaios utilizando ghosts dos eritrócitos congelados, uma vez que é dessa 

forma que estas células são utilizadas em ensaios de verificação da funcionalidade dos 

canais iônicos da band 3 (BERTOCCHIO et al., 2020). 

De maneira intrigante, o sítio de ligação do H2DIDs é acessível apenas pela face 

extracelular da proteína (KNAUF et al., 2004). Essa informação levou-nos a formular a 

hipótese de que os anticorpos presentes em pacientes anêmicos podem estar interferindo 

no canal iônico dos eritrócitos. Tal intervenção poderiam resultar na deformabilidade da 

membrana (MOURÃO et al., 2016; 2020), potencialmente contribuindo para a remoção 

desses eritrócitos nos capilares sinusoides do baço. Assim, é plausível que esses 

anticorpos possam facilitar a deformabilidade da membrana eritrocítica, expondo 

antígenos “crípticos” da band 3, intensificando o reconhecimento dessas células por tais 

anticorpos autorreativos. Para validar essa hipótese, são necessários estudos adicionais 
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que empreguem modelos de bloqueio de canais iônicos da band 3 (BERTOCCHIO et 

al., 2020), utilizando os anticorpos utilizados neste estudo. 

Por fim, este capítulo acrescenta informações importantes ao entendimento da 

resposta autoimune a diversos autoantígenos em uma análise multivariada que apontou 

que o aumento de anticorpos autorreativos está relacionado à infecção por P. vivax. No 

entanto, não foi encontrada nenhuma correlação entre parasitemia e exposição prévia à 

malária e os níveis de quaisquer dos autoanticorpos, indicando que a formação da 

resposta autoimune não está correlacionada com a quantidade de parasitos ou com a 

exposição prévia à malária, mas sim com outros fatores como, por exemplo, pré-

disposição genética do hospedeiro ou até mesmo a cepa do parasito causando a 

infecção. Contudo, estas são variáveis que necessitam de mais exploração para entender 

o porquê da formação da resposta autoimune em alguns indivíduos e outros não. Ainda, 

band 3 parece ser o principal antígeno reconhecido por pacientes anêmicos e IgG anti-

band 3, o principal anticorpo que participa da opsonização de eritrócitos não infectados. 

Por essa razão, decidimos explorar quais são os principais epítopos reconhecidos na 

proteína band 3 no capítulo 2. 
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4. CAPÍTULO 2: EPÍTOPOS DA PROTEÍNA BAND 3 RECONHECIDOS 

POR AUTOANTICORPOS DE PACIENTES ANÊMICOS INFECTADOS POR 

P. VIVAX 

 

4.1.1. Proteína band 3 (AE1/SLC4A1) 

 

A proteína band 3, também conhecida por AE1 (anion exchanger 1), 

capnoforina e SLC4A1, é a mais ambundante da superfície de eritrócitos humanos,  e 

também está presente células renais (KOLLERT-JÖNS et al., 1993) e células cardíacas 

(ALVAREZ et al., 2007). A versão eritrocítica é uma glicoproteína de 110 kDa (911 

resíduos de aminoácidos (aa)) e possui dois domínios distintos; o domínio N-terminal 

citoplasmástico e hidrofílico, composto por 360 aa, e o domínio transmembrana (TM), 

composto por 551 aa e predominantemente hidrofóbico, com uma pequena sequência C-

terminal hidrofílica (TANNER; MARTIN; HIGH, 1988; LUX et al., 1989). O domínio 

citoplasmático ancora a proteína ao citoesqueleto celular, estabelecendo uma ligação 

com a anquirina (BENNETT; STENBUCK, 1979), que, por sua vez, se liga à 

hemoglobina e enzimas glicolíticas (LOW, 1986). O domínio TM é composto por 14 

segmentos, divididos em dois domínios estruturais; TMs 1-4 e 8-11 são denominados de 

“corpo”, enquanto TMs 5-7 e 12-14 são denominados de “portão” (ARAKAWA et al., 

2015) (Figura 28).  
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Figura 28 – Modelo estrutural da proteína band 3. Estrutura da proteína vista de forma plana na 

membrana citoplasmática de eritrócitos. Os TMs correspondentes ao domínio “corpo” estão representados 

em amarelo e os correspondentes ao domínio “portão” estão em azul. Adaptado de Arakawa et al., 2015. 

Devido à sua abundância na membrana citoplasmática e à presença de domínios 

intracelulares, a band 3 interage com várias outras proteínas, como a glicoforina A 

(WILLIAMSON; TOYE, 2008) e a anidrase carbônica II (VINCE; REITHMEIER, 

1998, 2000). Naturalmente, a band 3 está localizada em forma de dímeros na membrana 

citoplasmática, embora também possa se apresentar em formas monoméricas 

(BOODHOO; REITHMEIER, 1984; LINDENTHAL; SCHUBERT, 1991; SALHANY; 

CORDES; SLOAN, 2000). Estes dímeros podem interagir entre si, formando tetrâmeros 

de proteína (SALHANY; CORDES; SLOAN, 2000). Os dímeros estão envolvidos na 

ligação da band 3 à espectrina-actina, ao passo que os tetrâmeros são responsáveis pela 

ligação à anquirina (IVANOV; PAARVANOVA, 2021). Processos patofisiológicos 

(LOW et al., 1985; WAUGH; LOW, 1985; SCHLÜTER; DRENCKHAHN, 1986; 

WAUGH et al., 1986; DE FRANCESCHI et al., 1998; ARASHIKI et al., 2013) estão 

associados à formação de clusters de band 3 maiores que tetrâmetros, inclusive, alguns 

deles relacionados à formação de autoanticorpos (SCHLÜTER; DRENCKHAHN, 

1986) e anemia (DE FRANCESCHI et al., 1998).  

Do ponto de vista funcional, esta proteína desempenha um papel crucial como 

canal iônico, promovendo a troca de Cl-  por HCO3
- em ambos os fluxos, uma das etapas 
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fundamentais na secreção de CO2 nos capilares pulmonares, contribuindo para a 

homeostase celular e do pH sanguíneo (revisado por JENNINGS, 2021) (Figura 29). 

Além disso, atua também como um canal iônico para troca de SO4
2- e diversos outros 

íons orgânicos e inorgânicos (KNAUF; ROTHSTEIN, 1971; HO; GUIDOTTI, 1975; 

ZAKI et al., 1975; CHEN et al., 2024). Um agente amino-reativo, conhecido como 

H2DIDs ([3H]4,4-diisothiocyanato-dihydrostilbene-2,2’-disulfonate), se liga 

covalentemente às lisinas presentes nas posições 539 e 851 (JENNINGS; PASSOW, 

1979; OKUBO et al., 1994), presentes nos TMs 5 e 13, respectivamente, bloqueando e 

inibindo o transporte de íons pela proteína (CABANTCHIK; ROTHSTEIN, 1974; 

LEPKE et al., 1976; SHIP et al., 1977). Essa é uma ligação que pode ser intra-

monomérica (CABANTCHIK; ROTHSTEIN, 1974) ou também entre os dímeros e os 

tetrâmeros da proteína (IVANOV; PAARVANOVA, 2021). A descoberta deste e de 

outros inibidores dos canais iônicos foi fundamental para identificar esta proteína como 

o principal canal iônico nos eritrócitos humanos. 

 

Figura 29 – Esquema da troca de íons pelos eritrócitos durante o processo de respiração. Moléculas 

de CO2 são incorporadas pela célula e convertidas em HCO3
- e liberam prótons devido a ação da anidrase 

carbônica. O aumento da concentração de HCO3
- citoplasmático dá início ao efluxo deste íon, sendo 

contrabalanceado pelo influxo de íons Cl-. O aumento de prótons intracelular é tamponado pela 

hemoglobina, facilitando, assim, a liberação de moléculas de O2. Adaptador de Jennings, 2021. 

Apesar de o transporte de íons pela band 3 ser ativo durante toda a vida útil da 

célula, alguns fatores podem interromper ou reduzir a função da proteína, como o 

estresse oxidativo. Isso ocorre com a fosforilação dos resíduos de tirosina da proteína, 

podendo causar dano oxidativo (LOW et al., 1987; PANTALEO et al., 2016). Esses 

danos são capazes de inibir o transporte de íons, provocar o deslocamento de enzimas 
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glicolíticas e a quebra da ligação da band 3 com a anquirina (PUCHULU-

CAMPANELLA et al., 2016). Outro fator que pode interferir no fluxo de íons são as 

variantes mutantes da proteína que podem aparecer em algumas doenças, como a 

esferocitose hereditária (DE FRANCESCHI et al., 1997; REITHMEIER et al., 2016), 

estomatocitose (FRUMENCE et al., 2013; REITHMEIER et al., 2016) e acidose tubular 

renal distal (TANNER, 2002; REITHMEIER et al., 2016; WATANABE, 2018; 

BERTOCCHIO et al., 2020).  

A fosforilação da band 3 desempenha um papel regulatório fundamental nos 

eritrócitos, tanto em termos estruturais quanto fisiológicos (MESSANA et al., 1996; 

PUCHULU-CAMPANELLA et al., 2016). O deslocamento de enzimas glicolíticas da 

extremidade N-terminal da proteína, devido à fosforilação, modifica o fluxo metabólico, 

elevando a taxa de glicólise em resposta à baixa pressão de O2 (MESSANA et al., 1996; 

GIBSON; COSSINS; ELLORY, 2000; LEWIS et al., 2009). Isso possibilita uma 

significativa deformação dos eritrócitos para sua passagem por capilares estreitos, uma 

vez que a band 3 fosforilada dissocia-se do citoesqueleto (FERRU et al., 2014). Ao 

longo do tempo e associada ao estresse oxidativo, a fosforilação induz a fragmentação 

de complexos ligados à band 3, permitindo sua difusão lateral para formar agregados, 

resultando na desestabilização da membrana e promovendo sua vesiculação 

(PUCHULU-CAMPANELLA et al., 2016). 

Outra função desta proteína é identificar os eritrócitos envelhecidos para a sua 

remoção através da senescência realizada por macrófagos residentes do baço. Esses 

macrófagos são capazes de reconhecer IgG acoplados à antígenos, especialmente band 

3, na superfície dos eritrócitos, e realizar fagocitose (KAY, 1975; KAY et al., 1983; 

PANTALEO et al., 2008). No entanto, é essencial que a proteína passe por uma 

alteração seletiva para atuar como antígeno de senescência; essas alterações podem ser 

de origem oxidativa (KAY et al., 1983). Notavelmente, esses anticorpos se ligam a dois 

sítios específicos da proteína; entre aa 538-554 (KAY; MARCHALONIS, 1991) e aa 

812-830 (KAY; MARCHALONIS, 1991; BADIOR; CASEY, 2021). Essas informações 

são intrigantes, pois destacam a flexibilidade da proteína, uma vez que o primeiro sítio 

compreende uma alça extracelular da proteína, enquanto o segundo é totalmente 

intracelular (ARAKAWA et al., 2015), sugerindo que a proteína é deformável e 

apresenta, naturalmente, novos epítopos (BADIOR; CASEY, 2021). A formação destes 

antígenos de senescência tem origem na desnaturação da hemoglobina e na fosforilação 

da proteína, que leva a uma agregação dos dímeros de band 3, formando estes clusters 



100 
 

e, consequentemente, aumentando a ligação de autoanticorpos marcadores de 

senescência (LOW et al., 1985; KAY, 2005; PANTALEO et al., 2008, 2009).  

Os anticorpos naturalmente formados contra a band 3 também podem adquirir 

potencial patogênico, o que pode ocorrer devido a uma falha nos mecanismos de 

tolerância das células B, levando a uma superestimulação causada pelo aumento da 

expressão do antígeno de senescência (BLOCH et al., 2020). Isso poderia resultar na 

produção de autoanticorpos de alta afinidade, semelhante ao observado na anemia 

hemolítica autoimune (JANVIER et al., 2013; KAWAMOTO et al., 2019; KITAO et 

al., 2020; BRANCH, 2023). Durante a AIHA, ocorre, predominantemente, a produção 

de anticorpos IgG contra a band 3, especialmente direcionados ao loop 3 extracelular 

(aa 542-569) (JANVIER et al., 2013; BRANCH, 2023). Notavelmente, em algumas 

doenças, como câncer colorretal, pode ocorrer a expressão ectópica de band 3 nas 

células cancerígenas, resultando em um quadro de AIHA (KAWAMOTO et al., 2019; 

KITAO et al., 2020). Apesar de não afetarem a expressão de band 3, as infecções por 

Plasmodium spp têm a capacidade de desencadear a formação de autoanticorpos contra 

esta proteína (HOGH et al., 1994; BRAHIMI et al., 2011; MOURÃO et al., 2018; 

CASTRO-SALGUEDO; MENDEZ-CUADRO; MONERIZ, 2021). 

  

4.1.2. Interações entre Plasmodium spp e a proteína band 3 

 

  O processo de invasão celular por parasitos do gênero Plasmodium envolve uma 

série de interações moleculares, principalmente com proteínas de superfície de 

eritrócitos. Dentre essas várias proteínas, a band 3 já foi comprovada como ligante 

celular para P. falciparum (ALMUKADI et al., 2019; GOEL et al., 2003; LI et al., 

2004) e também para P. vivax (ALAM et al., 2016, 2015; ZEESHAN et al., 2015; DE 

MEULENAERE et al., 2022; LU et al., 2022). 

 Acerca das interações de P. falciparum com a proteína band 3, evidenciou-se 

que as subunidades PfMSP-142, PfMSP-119 e PfMSP-138, além da PfMSP-9 interagem 

com um sítio específico (aa 720-761) da proteína durante o processo de invasão celular 

(GOEL et al., 2003; LI et al., 2004). Esse sítio específico está localizado na porção 

citoplasmática, entre os TMs 10 e 11 (ARAKAWA et al., 2015), sugerindo que a 

própria interação parasito-célula é capaz de deformar a proteína e expor possíveis novos 

epítopos. Uma nova descoberta revela que a PfGAMA (Antígeno micronêmico 
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ancorado ao GPI de P. falciparum) também interage com a band 3 no processo de 

invasão celular (LU et al., 2022). Outra interação documentada com a band 3 é com a 

PfGARP (Proteína rica em ácido glutâmico de P. falciparum) (ALMUKADI et al., 

2019). Embora o papel desta última na biologia do parasito ainda não seja 

completamente esclarecido, há indicíos de sua associação com o processo de adesão 

celular desencadeado por esta espécie (ALMUKADI et al., 2019), indicando que as 

interações P. falciparum-band 3 não se limitam ao processo de invasão celular, mas 

também pode estar associada à virulência do parasito. 

Ainda no contexto das infecções causadas por P. falciparum, já foi previamente 

demonstrado que o surgimento de neoantígenos da proteína band 3 está relacionado à 

citoaderência desta espécie (CRANDALL; SHERMAN, 1994). Curiosamente, 

camundongos vacinados com epítopos não modificados da proteína não manifestam 

reação autoimune, no entanto, após a exposição desses animais a eritrócitos infectados 

por P. falciparum, observou-se o desenvolvimento de anticorpos específicos anti-band 3 

(CRANDALL; SHERMAN, 1994). Essa constatação, entre outras evidências, indica 

que a infecção por P. falciparum é necessária para desencadear a resposta autoimune 

anti-band 3 em indivíduos anteriormente saudáveis (HOGH et al., 1994) 

 Evidenciou-se, no contexto de infecções por P. vivax, que diversas proteínas da 

família PvTRAg (Proteínas ricas em triptofano de P. vivax) interagem com a proteína 

band 3 durante o processo de invasão celular (ALAM et al., 2016, 2015; ZEESHAN et 

al., 2015; DE MEULENAERE et al., 2022). Esse dado é notável, pois, na literatura, é 

amplamente conhecido que P. vivax invade reticulócitos por meio de uma única via, a 

PvDBP-DARC (Duffy binding protein-Duffy antigen/receptor for chemokines) 

(MILLER et al., 1976). No entanto, essa visão de uma única via já tem sido questionada 

devido à ocorrência de infecções por P. vivax em populações africanas Duffy-negativas, 

sugerindo a participação de outros receptores nesse processo (MÉNARD et al., 2010), 

como a proteína band 3. P. vivax possui 36 proteínas da família PvTRAg, no entanto, 

apenas 10 possuem a capacidade de se ligar a eritrócitos (ZEESHAN et al., 2015). 

Dessas, 4 são produzidas durante a fase de esquizonte e 4 durante a fase de 

“anel”/trofozoíto jovem, sugerindo que as PvTRAgs produzidas primeiramente 

poderiam estar envolvidas no fenômeno de formação de rosetas, enquanto as produzidas 

mais tardiamente na vida eritrocítica do parasito poderiam estar associadas à invasão de 

novos eritrócitos (ZEESHAN et al., 2015; DE MEULENAERE et al., 2022). Além 

disso, quando há o bloqueio da proteína band 3 por ação de anticorpos, P. vivax não é 
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capaz de invadir reticulócitos utilizando a via PvTRAg, demonstrando assim outra via 

de invasão dessa espécie de Plasmodium (DE MEULENAERE et al., 2022). 

Adicionalmente, foi demonstrado que outra proteína, a PvGAMA, interage com 

a band 3 no processo de ligação do parasito aos reticulócitos (LU et al., 2022). A 

ligação de PvGAMA à proteína pode ser parcialmente bloqueada utilizando anticorpos 

anti-band 3, sugerindo que esta proteína pode ser alvo para novos estudos que busquem 

novos alvos vacinais capazes de bloquear o processo de invasão do parasito (LU et al., 

2022). Infelizmente, devido à dificuldade de cultivar P. vivax in vitro, decorrente da sua 

exclusividade em invadir reticulócitos, ainda há poucas informações sobre as interações 

das moléculas desse parasito com as moléculas do hospedeiro. 

No que concerne à resposta autoimune desencadeada por infecções por P. vivax, 

nosso grupo evidenciou a presença de anticorpos contra essa proteína em pacientes de 

áreas endêmicas do Brasil (MOURÃO et al., 2018). Recentemente, outro grupo 

identificou, por meio de ensaios imunoproteômicos, que a proteína band 3 possui 

atividade antigênica em reticulócitos infectados por P. vivax em pacientes venezuelanos 

(CASTRO-SALGUEDO; MENDEZ-CUADRO; MONERIZ, 2021). Propôs-se que a 

resposta a neoantígenos de band 3, em áreas de intensa transmissão de malária, estão 

associados a menores parasitemias e aumento nos sintomas hematológicos através da 

remoção de eritrócitos saudáveis por autoanticorpos (PANTALEO et al., 2008). Assim, 

tanto a investigação da interação P. vivax-band 3 quanto da resposta autoimune, gerada 

contra essa proteína, são campos que ainda necessitam de mais exploração, podendo 

contribuir para uma compreensão mais aprofundada da relação parasito-hospedeiro 

durante a malária vivax. 
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4.2.  OBJETIVOS 

 

4.2.1. Objetivo geral 

 

Mapear, in vitro e in silico, os principais epítopos da proteína band 3 

reconhecidos por anticorpos IgG de pacientes anêmicos infectados por P. vivax. 

4.2.2. Objetivos específicos 

 

• Determinar, in silico, os principais epítopos de células B da proteína band 3 

humana e sua conformação estrutural. 

• Definir, in vitro, quais os principais peptídeos reconhecidos da proteína band 3 

por autoanticorpos de pacientes anêmicos infectados por P. vivax através da 

técnica de Immunoblot. 

• Sintetizar e testar os peptídeos selecionados em ensaios imunoenzimáticos. 
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4.3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.3.1. Predições in silico de epítopos de células B e porções transmembrana da 

proteína band 3 

 

Para a predição de epítopos lineares de células B presentes na proteína band 3 

foi inserida a sequência de aminoácidos em formato FASTA (PDB: 4YZF)  no software 

BepiPred 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-2.0/). Para validar 

uma dada região como epítopo linear de células B, neste estudo, o ponto de corte foi 

estabelecido em 0.5. Para a predição das porções intra, extra e transmembranas dessa 

proteína, utilizou-se o software DeepTMHMM (https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM) 

usando a mesma sequência FASTA como input. Toda esta etapa inicial do trabalho foi 

feito com o auxílio da Prof.ª Dr.ª Liza Figueiredo Felicori Vilela. 

 

4.3.2. Immunoblot  

 

A fim de determinar quais eram as principais porções da proteína reconhecidas 

por autoanticorpos IgG de pacientes anêmicos infectados por P. vivax, sintetizaram-se 

224 peptídeos contendo 15 aminoácidos cada e com sobreposição de 4 aminoácidos. Os 

peptídeos foram sintetizados em membrana de celulose, utilizando-se o aparelho 

ResPep SL (Intavis Bioanalytical Instruments). Após a síntese, submeteu-se a 

membrana a um Immunoblot no qual, primeiramente, foi bloqueada com uma solução 

de PBS contendo 5% de BSA e 4% de sacarose por 12 a 16 horas. Na sequência, a 

membrana foi lavada por três vezes com PBST 0,1%, sob agitação vigorosa, por 10 

minutos em cada lavagem. A membrana foi, então, incubada, por 2 horas, com 9 pools 

de contendo 10 plasmas de indivíduos, cada, dos grupos estudados (i) não infectados, ii) 

infectados por P. vivax e sem anemia, iii) infectados por P. vivax com anemia). Diluiu-

se cada pool de plasma na porporção 1:1000 em solução de PBST 0,1%. Após a 

incubação com os anticorpos, a membrana foi novamente lavada e o anticorpo 

secundário anti-IgG humano, conjugado à peroxidase (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), foi adicionado após diluição na proporção 1:10000 em PBST 0,1% e deixou-se 

incubar por 1 hora. Procedeu-se, então, para outro ciclo de três lavagens. Logo depois, a 

ligação dos anticorpos foi revelada, por quimioluminescência, utilizando o reagente 
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Luminata Forte™, e fotodocumentada, no equipamente ImageQuant LAS 500 (GE 

Healthcare), após exposição de 30 segundos. Logo após a leitura da membrana, ela era 

regenerada para que pudesse ser utilizada novamente. Para isso, a membrana foi lavada 

com 30 mL de dimetilformamida, por 10 minutos, em um ciclo de três lavagens. Após 

as lavagens, a membrana foi incubada em solução desnaturante (8 M ureia, 1% dodecil 

sulfato de sódio), por período de 12 a 16 horas. A solução desnaturante, foi, então, 

trocada e a membrana incubada novamente com esta mesma solução por 30 minutos. 

Repetiu-se esse processo duas vezes. Transcorrida esta etapa, a membrana foi lavada 

com 150 mL de água milli-Q, por 2 minutos, e, em seguida, lavada três vezes com 

solução ácida (55% v/v etanol, 35% v/v água milli-Q, 10% v/v ácido acético glacial) por 

10 minutos em cada lavagem. Após esta etapa, a membrana foi lavada novamente por 2 

minutos com 150 mL de água milli-Q e, em seguida, lavada mais duas vezes com 50 

mL de etanol, por 5 minutos cada. A membrana era, então, colocada sob o fluxo de ar 

de uma capela química de exaustão até secar e, depois, ser reutilizada ou armazenada, 

em embalagem apropriada, a 4ºC.  

 

4.3.3. Seleção dos peptídeos para a síntese solúvel  

 

Após a obtenção dos valores de densitometria, fez-se a média dos 3 

experimentos para cada pool. A seleção dos peptídeos para posterior síntese solúvel foi 

realizada, utilizando-se três critérios: 1- peptídeos mais reativos para anticorpos de 

indivíduos infectados e anêmicos através da análise utilizando o cut-off, que foi 

calculado através de média somada a dois desvios padrões dos valores de densitometria 

de pools de anticorpos de indivíduos não infectados; 2- peptídeos no qual os scores 

(razão entre reatividade entre dois grupos) era ≥ 2; 3- peptídeos que estão presentes em 

alças intracelulares ou que compõem porção correspondente ao canal iônico da proteína 

band 3. Os peptídeos selecionados foram submetidos a uma análise utilizando o 

software BLAST® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) no modo blastp (Standard 

Protein BLAST) de forma a procurar a sequência de aminoácidos destes peptídeos no 

proteoma de diversos organismos (Plasmodium spp, bactérias, fungos, protozoários 

Apicomplexa e Tripanossomatídeos, helmintos do filo Platyhelminthes e Nematoda). 
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Para a análise foi excluída a subclasse Mammalia, uma vez que se constatou que a 

proteína band 3 possui porções conservadas dentro desta subclasse. 

 

4.3.4. ELISA dos peptídeos selecionados 

 

Após a síntese solúvel dos peptídeos, estes foram ressuspendidos em uma 

solução contendo 20% de dimetilsulfóxido (DMSO). Os peptídeos foram, então, 

diluídos em PBS 1x na concentração de 1 µg/poço e adicionado às placas de 96 poços 

por, aproximadamente, 16 horas a 4°C. O procedimento da ELISA para estes antígenos 

foi realizada de acordo com o descrito no tópico 2.4.2.2. 

 

1.5.6. Análise dos dados 

 

As análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 8.0. 

Analisou-se normalidade dos dados pelo teste estatístico de Shapiro-Wilk. Para 

comparar os níveis de anticorpos entre os diferentes grupos estudados, utilizaram-se os 

testes de One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis, seguido 

pelo teste post hoc de Dunn. As correlações foram analisadas utilizando-se o coeficiente 

de correlação de Pearson para grupos com distribuição normal e o teste de Spearman 

para grupos cuja distribuição era não paramétrica. 

A análise de densitometria dos spots das membranas de Immunoblot foram feitas 

utilizando o programa ImageJ com o plug-in Protein Array Analyzer. As análises 

estruturais dos peptídeos foram feitas no software I-TASSER 

(https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/) e a localização destes peptídeos na 

estrutural tridimensional da proteína band 3 foi feita utilizando o software PyMOL by 

Schrödinger v2.x.  
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4.4. RESULTADOS 

 

4.4.1. Predição de epítopos de células B e porções transmembrana da proteína 

band 3 

 

Para determinar os resíduos de aminoácidos importantes para o reconhecimento 

por anticorpos, fez-se a predição de epítopos 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 

predição, a proteína band 3 possui 24 regiões de epítopos (Figura 30). Além disso, 

condizente com dados descritos pela literatura (ARAKAWA et al., 2015), o software 

DeepTMHMM predisse que esta proteína possui 14 porções transmembrana (TM), 8 

porções intracelulares (IC) e 8 porções extracelulares (EC). Alinhando as duas 

predições, podemos verificar que as 13 primeiras regiões antigênicas estão na porção N-

terminal da proteína que é inteiramente intracelular e está associada ao citoesqueleto 

celular. 6 outras regiões são intracelulares e ligam as respectivas porções TM: TM1-2, 

TM6-7, TM8-9, TM10-11, TM12-13, além de toda a porção C-terminal da proteína. 

Com relação às porções extracelulares, foi possível verificar que as alças que ligam as 

porções TM5-6 e TM7-8, além de um único aminoácido que está presente na alça entre 

as porções TM13-14, correspondem às partes imunogênicas extracelulares da proteína. 

 

Figura 30 – Predições in silico das porções transmembrana e dos epítopos lineares de células B da 

proteína band 3. A representação da predição conformacional da proteína está representada na parte de 

cima da Figura 32. As porções transmembrana estão sinalizadas em amarelo, enquanto que as porções 

intracelulares estão em cinza e as extracelulares em branco. A parte de baixo representa a predição in 

silico de epítopos de células B (em preto) e regiões não preditas estão em branco. Os dois peptídeos 

selecionados para testes posteriores estão destacados na imagem com seus respectivos epítopos preditos. 
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4.4.2. Principais peptídeos da proteína band 3 reconhecidos por autoanticorpos de 

pacientes anêmicos infectados por P. vivax 

 

As análises do Immunoblot com a membrana contendo 224 peptídeos de 15 

aminoácidos cada, que cobriam toda a sequência de aminoácidos da proteína band 3 

(PDB: 4YZF), mostraram que ambos os anticorpos provenientes de indivíduos 

infectados com ou sem anemia são mais reativos, visualmente, aos peptídeos do que 

aqueles anticorpos provenientes de indivíduos saudáveis (Figura 31A). Após o cálculo 

do valor de cut-off (ẋ densitometria indivíduos saudáveis + 2 x desvio padrão), foi 

possível observar que os anticorpos de indivíduos não infectados não são muito 

reativos, exclusivamente, a nenhum peptídeo. Por outro lado, os anticorpos provenientes 

de pacientes infectados por P. vivax com e sem anemia reconheceram, intensamente, 10 

peptídeos cada. Além de, também, compartilharem o reconhecimento de outros 12 

peptídeos. É importante mencionar, também, que pacientes anêmicos e indivíduos 

saudáveis não compartilham o reconhecimento de nenhum peptídeo. No entanto, 8 

peptídeos são reconhecidos pelos 3 grupos estudados e 4 peptídeos foram reconhecidos, 

concomitantemente, por anticorpos de pacientes não anêmicos e de pessoas não 

infectadas (Figura 31B). Para a análise, considerando os scores de cada peptídeo, 

verificou-se que os pacientes anêmicos reconhecem 71 peptídeos com, pelo menos, o 

dobro de reatividade que os pacientes não anêmicos e os indivíduos não infectados. Por 

sua vez, os pacientes não anêmicos reagem mais fortemente a 9 peptídeos, enquanto os 

indivíduos saudáveis a 6. Os pacientes infectados por P. vivax compartilham o 

reconhecimento de 40 peptídeos, enquanto que aqueles pacientes anêmicos 

compartilham a reatividade de apenas 1 peptídeo com os indivíduos saudáveis, ao passo 

que os pacientes não anêmicos compartilham 6 peptídeos com os indivíduos não 

infectados. Não existe compartilhamento de peptídeos reativos para os 3 grupos 

concomitantemente (Figura 31C).  
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Figura 31 – Immunoblot dos peptídeos representativos de toda a sequência de aminoácidos da 

proteína band 3 (PDB: 4YZF). A) Fotografias das membranas de immunoblot após exposição por 3 

segundos e mapa de calor mostrando a reatividade de cada peptídeo ao pool de anticorpos de cada grupo 

estudado. B) Diagrama de Venn com a quantidade e frequência dos peptídeos que reagiram acima do cut-

off, exclusivamente para cada grupo testado. C) Diagrama de Venn com a quantidade e frequência 

peptídeos que possuem scores de reatividade > 2, exclusivamente para cada grupo testado. 

 

Com base nas análises de cut-off, scores e, também, baseando-se na predição das 

porções transmembranas da proteína, selecionamos os peptídeos representados na 

Tabela 6 para a síntese solúvel e posteriores testes sorológicos. O peptídeo M20 como 

um controle, uma vez que é reativo tanto para pacientes anêmicos, como para 

indivíduos saudáveis. S20 e JK21 por representarem a primeira e a segunda alça 

extracelular, respectivamente, da proteína, bem como ser reativo para ambos os grupos 

de indivíduos infectados. H22, embora apresente reatividade apenas para o grupo de 

indivíduos saudáveis, é o peptídeo que representa uma parte da sequência de 

aminoácidos da terceira alça extracelular. KL22 por representar o restante da sequência 

da terceira alça, bem como por ser reativo a ambos os grupos de pacientes infectados 

por P. vivax. I23, embora não seja reativo para nenhum grupo em nenhuma das análises, 

é um peptídeo que representa a primeira parte da quarta alça extracelular da proteína 

band 3. LO23, peptídeo que continua a sequência da quarta alça extracelular, mas que, é 
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reativo apenas para indivíduos infectados sem anemia. M26 como representante da 

porção C-terminal da proteína, que, embora seja inteiramente citoplasmática, 

demonstrou bastante reatividade, principalmente para anticorpos de pacientes com 

anemia. É, por fim, o peptídeo DF26 que se mostrou reativo, em ambas as análises, 

apenas a anticorpos provenientes dos plasmas de indivíduos infectados anêmicos com 

P. vivax. É importante ressaltar que foram feitas junções dos peptídeos J21 e K21 para 

formar o peptídeo JK21; L23, M23, N23 e O23 para formar o peptídeo LO23; e dos 

peptídeos D26, E26 e F26 para formar o peptídeo DF26. Essas junções foram realizadas 

para diminuir o número de peptídeos sintetizados, bem como para abranger partes 

importantes da proteína que não estavam sendo contempladas nos peptídeos originais, 

como a lisina 851 no peptídeo F26 (ARAKAWA et al., 2015). 

 

4.4.3. Predição in silico de epítopos de células B e alinhamento das sequências dos 

peptídeos selecionados 

 

A localização de todos os peptídeos selecionados dentro da sequência completa 

da proteína band 3 estão reprsentados da Figura 32. Como a predição é feita baseando-

se na sequência completa da proteína, optou-se por, também, fazer a predição in silico 

de cada peptídeo selecionado como forma de avaliar se eles possuem epítopos próprios, 

como demonstrado na Tabela 6. 

Tabela 6 – Peptídeos selecionados e seus respectivos epítopos preditos in silico 

 

Peptídeo Sequência Epítopo predito Epítopo na proteína band 3 

M20 FSPQVLAAVIFIYFA Não possui Não possui 

S20 GLLGEKTRNQMGVSE EKTRNQMG EKTRNQMG 

JK21 LVFEEAFFSFCETNGLEYI FCETNG Não possui 

H22 IKIFQDHPLQKTYNY QDHPLQK IFQDHPLQKTYNY 

KL22 YNYNVLMVPKPQGPLPNTA QGPL YNY  VPKPQGPLP 

I23 QDTYTQKLSVPDGFK TQKLSVP QDTYTQKLSVPDGFK 

LO23 VSNSSARGWVIHPLGLRSEFP I – PLGLRS VSNSSARGWVIHPLGLRSEFP 

DF26 AVLWVVKSTPASLALPFVLILTV VKSTPASLALPFVL Apenas a segunda alanina 

M26 VELQCLDADDAKATF CLDADDA VELQCLDADDAKATF 
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É possível notar que apenas os peptídeos M20 e JK21 não estão em áreas 

preditas como epítopos de células B pelo software BepiPred 2.0. Este perfil se manteve 

para o peptídeo M20, o qual também não possui epítopos quando analisado 

individualmente. No entanto, para o peptídeo JK21, observou-se que, ao ser analisado 

de forma individual, esta molécula possui 6 aminoácidos que compõem um epítopo de 

células B. Interessantemente, o S20 possui os mesmos aminoácidos considerados 

epítopos quando na forma individual como inserido na sequência completa da proteína 

band 3. Para os peptídeos I23, LO23 e M26, nota-se que a sequência inteira deles fazem 

parte de porções imunogênicas da proteína completa, no entanto, seus epítopos 

individuais são reduzidos a sete aminoácidos cada. Os peptídeos H22 e KL22 se 

comportam de maneira parecida, tendo um pedaço de sua sequência correspondendo a 

uma região de epítopos na proteína inteira e tendo seus próprios epítopos formados por 

sete e quatro aminoácidos, respectivamente. Outro fator importante de mencionar é que 

apenas a primeira alanina da sequência de aminoácidos do peptídeo DF26 é dita como 

um epítopo in silico, no entanto, esta é a molécula com o maior epítopo predito quando 

analisada individualmente, com 14 aminoácidos formando sua porção imunogênica. 

Realizou-se, pois, um blastp para procurar similaridades das sequências destes 

peptídeos com o proteoma de organismos, a fim de excluir possíveis reações cruzadas. 

A Tabela 7 mostra os quatro alinhamentos mais fortes para cada peptídeo. Com estes 

dados, é possível observar que a grande maioria das sequência possui alinhamentos com 

score < 40, com apenas um alinhamento com valores de score entre 4150. Além disso, 

as sequências se alinharam mais fortemente a bactérias e fungos não infecciosos para 

humanos. 

Tabela 7 – Alinhamentos das sequências dos peptídeos com o proteoma de outros organismos 

Peptídeo Organismo Score 

Cobertura 

da 

sequência 

E-value 

Porcentagem 

de 

identidade 

M20 

Candidatus 

Cloacimonadota 

bacterium 

35.8 80% 1.6 83.3% 

Candidatus 

Cloacimonadota 

bacterium 

35.8 80% 1.6 83.3% 

Bacterium 35.8 80% 1.6 91.7% 
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Trichoderma 

longibrachiatum 
35.4 73% 2.3 90.9% 

S20 

Peptoniphilus sp. 33.7 86% 9.3 84.6% 

Bdellovibrionales 

bacterium 
32.9 86% 19 78.6% 

Bdellovibrionales 

bacterium 
32.9 86% 19 78.6% 

Hymenobacter 

gilianensis 
32 80% 37 83.3% 

JK21 

Bacterium 38.8 89% 0.29 54.5% 

Nocardiopsis 

flavescens 
37.5 89% 0.81 70% 

Rhizobium sp. 37.1 68% 1.1 76.9% 

Rhizobium/Grupo 

Agrobacterium 
36.3 89% 2.3 60% 

H22 

Chloroflexota 

bacterium 
34.6 93% 4.6 73.3% 

Prevotelleceae 

bacterium 
33.3 100% 13 68.7% 

Dyadobacter 

jiangsuensis 
33.3 93% 13 71.4% 

Rhabdobacter 

roseus 
33.3 93% 13 71.4% 

KL22 

Anaerolineales 

bacterium 
37.5 73% 0.81 80% 

Bacterium 34.6 73% 9.1 66.7% 

Bacterium 32.9 73% 36 80% 

Anaerolineales 

bacterium 
32.5 73% 51 73.3% 

I23 

Knufia fluminis 34.1 86% 6.6 76.9% 

Rhizoctonia solani 32.5 86% 26 76.9% 

Rhizoctonia solani 32.5 86% 26 76.9% 

Rhizoctonia solani 32.5 86% 26 76.9% 
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LO23 

Verrucomicrobiae 

bacterium 
36.3 85% 3.1 58.3% 

Bacteroidota 

bacterium 
35.4 90% 6.2 73.7% 

Gordonia 

westfalica 
34.6 71% 12 80% 

Comamonas 

terrigena 
34.1 61% 17 76.9% 

DF26 

Lactiplantibacillus 

plantarum 
50.7 100% 4e05 69.6% 

Streptomyces sp. 36.7 91% 3.0 71.4% 

Brevundimonas sp. 36.3 56% 4.0 92.3% 

Noviherbaspirillum 

aridicola 
36.3 82% 4.1 70% 

M26 

Chitinophagales 

bacterium 
34.6 93% 4.7 80% 

Chitinophagales 

bacterium 
34.6 93% 4.7 80% 

Chitinophagales 

bacterium 
34.6 93% 4.7 80% 

Bacteroidaceae 34.6 100% 4.7 60% 

 

4.4.4. Predição estrutural e localização estrutural dos peptídeos na sequência da 

proteína band 3 

 

Por questões externas, apenas os peptídeos M20 e DF26 foram sintetizados a 

tempo para a realização de experimentos para esta tese, portanto, a partir deste ponto, 

apenas estes dois peptídeos serão abordados. Para conferir as propriedades físico-

químicas dos peptídeos M20 e DF26 foi utilizado o software PepCalc 

(https://pepcalc.com/), e os resultados para cada molécula estão representados na 

Tabela 8.  
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Tabela 8 – Propriedades físico-químicas dos dois peptídeos selecionados para a síntese solúvel 

 

Peptídeo 
Peso molecular 

(g/mol) 

Ponto isoelétrico 

(pH) 

Solubilidade em 

água 

M20 1685.01 9.6 Baixa 

DF26 2437.01 14 Baixa 

 

 Em seguida, fez-se a predição tridimensional de cada peptídeo utilizando o 

software I-TASSER (Figura 34A,B), e a localização destes peptídeos na estrutural 

tridimensional da proteína band 3 (PDB: 4YZF) foi feita utilizando o software PyMOL 

by Schrödinger v2.x (Figura 34C,D). A predição estrutural do peptídeo DF26 apontou 

que este peptídeo possui suas extermidades N- e C-terminais em folhas-β, seguidas por 

porções em coil e dois resíduos de aminoácidos formam uma α-hélice bem no centro da 

molécula. Para o peptídeo M20, a predição da estrutura mostrou que a porção N-

terminal é formada por α-hélice até o resíduo cinco e depois possui uma estrutura em 

folhas-β até a C-terminal. Essas predições dos peptídeos isolados são bastante distoantes 

de como eles estão dispostos naturalmente na proteína, onde eles são, 

predominantemente, formados por α-hélices. 
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Figura 32 – Estruturas secundárias preditas dos peptídeos DF26 e M20 e a localização deles na 

estrutura predita da proteína inteira. A) Peptídeo DF26, B) Peptídeo M20, C) Peptídeo DF26 na 

proteína band 3 e D) Peptídeo M20 na proteína band 3. A estrutura da proteína band 3 está representada 

em verde e a localização de cada peptídeo está destacada em rosa. As linhas tracejadas indicam a 

localização das extremidades da bicamada lipídica da membrana celular de eritrócitos. 

 

4.4.5. ELISA com os peptídeos selecionados e correlações entre parâmetros 

clínicos e resposta anti-band 3 

 

Por questões externas, apenas os peptídeos M20 e DF26 foram sintetizados na 

forma solúvel e, portanto, apenas os testes imunoenzimáticos destes dois antígenos 

serão demonstrados a seguir. 

A resposta de IgG anti-M20 mostrou-se significativamente aumentada nos 

pacientes infectados por P. vivax apresentando anemia (0,96 [0,66-1,49]) em relação aos 

pacientes não anêmicos (0,67 [0,47-0,81]; p = 0,0115) e aos indivíduos não infectados 

(0,60 [0,48-0,68]; p = 0,0009) (Figura 33). Não houve diferença estatística significativa 

entre os pacientes com malária vivax e sem anemia e os indivíduos saudáveis. Com 

relação à frequência de respondedores acima do valor de cut-off (0,73), 64,7% dos 

indivíduos infectados e com anemia apresentaram-se acima do ponto de corte, ao passo 
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que, para os indivíduos infectados não anêmicos e os indivíduos saudáveis esses valores 

foram de 27,7% e 8,3%, respectivamente. 

 

 

Figura 33 – Resposta de IgG ao peptídeo M20. A resposta de IgG anti-M20 foi expressa como 

unidades relativas (UR). A linha central representa as medianas e as barras flutuantes indicam os 

intervalos interquartis (25%-75%). A linha pontilhada indica o valor de cut-off. Os indivíduos sinalizados 

em azul são aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As porcentagens acima de cada grupo 

indicam a frequência de respondedores acima do valor de cut-off. Não infectados (n = 24), P. vivax não 

anêmicos (n = 46), P. vivax anêmicos (n = 18). Significância estatística foi acessada pelo teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 

0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 

 

Um perfil parecido de resposta foi observado para o peptídeo DF26. Pacientes 

com malária vivax e anemia (1,2 [0,86-1,63]) foram significativamente mais reativos a 

este antígeno do que os pacientes sem anemia (0,82 [0,60-0,94]; p = 0,0009) e os 

indivíduos não infectados (0,84 [0,64-1,14]; p = 0,0279) (Figura 34). Também não foi 

encontrada nenhuma diferença significativa entre os pacientes que não apresentavam 

anemia e os doadores saudáveis. Com relação à frequência dos indivíduos considerados 

forte respondedores (cut-off 1,30), foi observado que 41,3% dos pacientes com anemia e 
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4,5% dos pacientes respondem acima do limiar de corte. Nenhum doador não infectado 

foi considerado como forte respondedor a este peptídeo. 

 

 

Figura 34 – Resposta de IgG ao peptídeo DF26. A resposta de IgG anti-DF26 foi expressa como 

unidades relativas (UR). A linha central representa as medianas e as barras flutuantes indicam os 

intervalos interquartis (25%-75%). A linha pontilhada indica o valor de cut-off. Os indivíduos sinalizados 

em azul são aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As porcentagens acima de cada grupo 

indicam a frequência de respondedores acima do valor de cut-off. Não infectados (n = 24), P. vivax não 

anêmicos (n = 42), P. vivax anêmicos (n = 18). Significância estatística foi acessada pelo teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e está representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 

0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 

 

Com relação às correlações com os parâmetros clínicos, a resposta de anticorpos a 

peptídeos comportaram-se de forma similar à resposta anti-band 3. Houve correlação 

estatisticamente significativa apenas com os parâmetros indicativos de anemia: níveis de 

hemoglobina e hematócrito. A resposta anti-M20 correlacionou-se negativamente com 

os níveis de hemoglobina (r = -0,3638; p = 0,0034) e com o hematócrito (r = -0,3606; p 

= 0,0037) (Figura 35A,B). Mesmo perfil observado para a resposta anti-DF26 quando 

correlacionado com hemoglobina (r = -0,3601; p = 0,0037) e hematócrito (r = -0,3704; p 

= 0,0028) (Figura 35C,D). Nenhuma correlação estatisticamente significativa foi 

observada entre a resposta anti ambos os peptídeos e os demais parâmetros avaliados. 
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Figura 35 – Correlação entre a resposta de IgG anti-M20 e anti-DF26 e parâmetros hematológicos. 

A,C) nível de hemoglobina, B,D) hematócrito. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação 

de Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos 

 

As respostas contra ambos os peptídeos correlacionaram-se fortemente entre si (r 

= 0,8652; p > 0,0001) com uma predominância da resposta anti-M20 sobre a resposta 

anti-DF26 (Figura 36A). A correlação direta da resposta de IgG anti-M20 e anti-band 3 

foi estatisticamente significativa (r = 0,5587; p < 0,0001) e a resposta a ambos antígenos 

foi similar quando os pacientes foram comparados individualmente, com uma leve 

predominância da resposta anti-band 3 quando todos os indivíduos infectados foram 

considerados na análise (Figura 36B). A resposta anti-DF26 também se correlacionou 

positivamente com a resposta anti-band 3 (r = 0,5394; p < 0,0001), no entanto, houve 

um predomínio da resposta anti-band 3, tanto para o total de pacientes infectados 

quanto para aqueles que apresentaram anemia (Figura 36C). Nenhum indivíduo 

infectado sem anemia mostrou-se um alto respondedor apenas ao peptídeo DF26. De 

forma interessante, os três indivíduos anêmicos, que foram responsivos exclusivamente 

ao peptídeo DF26, são os mesmos que foram exclusivamente responsivos ao M20. 
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Figura 36 – Correlações entre a resposta de IgG contra os peptídeos testados e a resposta anti-band 

3. A) M20 x DF26 B) M20 x band 3 e C) DF26 x band 3. As tabelas abaixo dos gráficos indicam a 

frequência de respondedores acima dos valores de cut-off para a totalidade de indivíduos infectados e para 

aqueles que se apresentavam anêmicos. As cores indicadas na legenda da imagem indicam aqueles 

indivíduos que reagiram acima do valor do cut-off para um ou ambos os antígenos. As bolas representam 

os indivíduos infectados por P. vivax não anêmicos e os triângulos invertidos representam aqueles 

infectados por P. vivax e com anemia. Correlações foram feitas utilizando o teste de correlação de 

Spearman, seguido de uma regressão linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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4.5. DISCUSSÃO 

 

Ao longo de sua vida útil, o eritrócito enfrenta diversos processos estressantes 

que, gradualmente, “marcam” a célula para remoção. Entre essas alterações, destacam-

se a perda de membrana, que resulta em menor deformabilidade, a oxidação das 

proteínas de membrana, a exposição de PS, mudanças enzimáticas e a formação de 

neoantígenos (ou antígenos de senescência) na superfície, especialmente da proteína 

band 3 (THIAGARAJAN; PARKER; PRCHAL, 2021). Para que esse processo ocorra, 

a hemoglobina sofre desnaturação devido ao estresse oxidativo, gerando hemicromos 

que se acumulam no citoplasma e se polimerizam ao domínio citoplasmática da band 3, 

formando um agregado insolúvel (LOW et al., 1985; PANTALEO et al., 2008). Essa 

oxidação é responsável por expor os neoantígenos, que são reconhecidos por 

autoanticorpos naturais, promovendo assim a remoção dessas células pelos macrófagos 

residentes do baço (KAY, 1975; KAY et al., 1983). Além disso, a formação desses 

antígenos de senescência pode também originar-se de processos proteolíticos resultantes 

da clivagem da band 3 (KAY; GOODMAN, 1984).  

Além destes anticorpos direcionados à band 3, postula-se que anticorpos 

antigalactosil, naturalmente presentes, também se liguem a esses antígenos crípticos 

expostos durante o envelhecimento celular (GALILI et al., 1986). No entanto, a 

ausência de alterações na depuração de eritrócitos em camundongos 

agamaglubulinêmicos levanta questionamentos sobre a significância fisiológica da 

remoção de eritrócitos senescentes mediada por anticorpos (CONNOR; PAK; 

SCHROIT, 1994; BRATOSIN et al., 2002; HUDSON et al., 2017).  

O aparecimento de neoantígenos é uma estratégia do sistema imunológico de 

aumentar e intensificar a resposta a um patógeno, de forma a rapidamente se livrar da 

infecção, no entanto, pode ser um mecanismos que beneficia o patógeno, uma vez que 

cria anticorpos inespecíficos que possuem, como alvo, moléculas próprias do 

hospedeiro (SUNDARESAN et al., 2023). Estes epítopos crípticos são incapazes de 

interagir com anticorpos em condições fisiológicas, no entanto, a partir de mudanças 

conformacionais, autoanticorpos inespecíficos começam a reconhecer esses sítios 

(POWELL; BLACK, 2001; CORNABY et al., 2015) e a consequentemente gerar 

respostas imunes autorreativas. 
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Neste estudo, mostramos a formação de neoantígenos da band 3 em eritrócitos 

saudáveis durante infecção por P. vivax. Essa informação é evidenciada pelo número de 

peptídeos exclusivamente reconhecidos por anticorpos do plasma de indivíduos 

infectados – tanto para a análise utilizando cut-off, como para a utilizando os scores de 

reatividade – especialmente daqueles pacientes que possuíam quadro anêmico no 

momento da coleta. As análises in silico reforçam esse resultado, mostrando que muitos 

desses peptídeos não estão em áreas consideradas epítopos, mas foram reativos aos 

anticorpos de indivíduos anêmicos. É importante ressaltar que a técnica de SPOT 

synthesis fornece peptídeos com epítopos lineares e que podem não corresponder ao 

epítopos in natura da proteína mãe (FORSSTRÖM et al., 2015).  

Sabe-se que infecções por P. falciparum geram resposta a neoantígenos da 

proteína band 3 (HOGH et al., 1994). No entanto, essa resposta parece estar associada à 

região de transmissão intensa de malária, em que os indivíduos possuem baixas 

parasitemias. De maneira semelhante ao que ocorre naturalmente, nos eritrócitos 

infectados, há a formação dos hemicromos e a subsequente opsonização por anticorpos 

anti-band 3 (GIRIBALDI et al., 2001). O desenvolvimento intracelular de P. falciparum 

é capaz de expor neoantígenos da proteína band 3 através de mudanças conformacionais 

(WINOGRAD; SHERMAN, 2004). Curiosamente, essas mudanças ocorrem no sítio já 

descrito como o formador do antígeno de senescência (KAY; MARCHALONIS, 1991), 

além de ocorrerem em regiões da proteína que se ligam à trombospondina, responsável 

pela adesão de eritrócitos ao endotélio (WINOGRAD; PRUDHOMME; SHERMAN, 

2005). Interessantemente, nenhum dos peptídeos reconhecidos no ensaio de Immunoblot 

correspondem às porções da proteína que compõem o antígeno de senescência (KAY; 

MARCHALONIS, 1991; BADIOR; CASEY, 2021), sugerindo que infecções entre 

diferentes espécies de Plasmodium geram interações e, consequenmente, formações de 

neoantígenos da proteína band 3 diferentes.  

  Alguns estudos estabelecem as interações de P. vivax com a proteína band 3 

(ALAM et al., 2016, 2015; DE MEULENAERE et al., 2022; LU et al., 2022; 

ZEESHAN et al., 2015). No entanto, pouco ainda se sabe se essa espécie é capaz de 

deformar a proteína de maneira semelhante à P. falciparum, expondo neoantígenos da 

proteína que podem ser reconhecidos por células do sistema imune e acabarem 

desencadeando uma resposta autoimune. Contudo, sabidamente P. vivax necessita da 

interação com a band 3 durante o processo de reconhecimento celular e posterior 

invasão, principalmente em comunidades onde a prevalência de indivíduos Duffy-
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negativos é alta (ALAM et al., 2015; 2016). O presente trabalho e outro prévio do nosso 

grupo de pesquisa (MOURÃO et al., 2018), evidenciam o aparecimento de anticorpos 

anti-band 3 em infecções por P. vivax. Além disso, esses anticorpos já foram 

evidenciados como indutores de fagocitose e capazes de promover o enrijecimento de 

eritrócitos não infectados (MOURÃO et al., 2016). Juntos, esses achados fortalecem a 

hipótese de formação de novos antígenos durante infecções por P. vivax e que 

anticorpos direcionados a estas porções da proteína poderiam estar associadas ao quadro 

anêmico apresentado por alguns indivíduos. 

Inicialmente concebida como uma técnica para estudos sistemáticos sobre 

eventos de reconhecimento no sistema imunológico, a técnica de SPOT synthesis ainda 

é principalmente utilizada para este fim. No entanto, seu uso tem sido ampliado para 

examinar diversos aspectos do fenômeno de reconhecimento molecular, como ligante-

receptor, proteína-peptídeo, proteína-proteína, entre outros (CAMPOS et al., 2023; 

FRANK, 2002). Além disso, é uma técnica que nos permite explorar epítopos que 

naturalmente estariam escondidos devido a conformação da proteína ou onde ela se 

encontra, não sendo possível detectar resposta imune contra essa porção. No entanto, 

esse tipo de técnica nos fornece apenas resultados semi-quantitativos, sendo necessário 

realizar estudos quantitativos com os peptídeos selecionados para validar e 

complementar os resultados obtidos (KATZ et al., 2011). Por conta disso, decidimos 

sintetizar dois peptídeos solúveis. 

O reconhecimento de epítopos “crípticos” é evidenciado não apenas nos ensaios 

de Immunoblot, mas também na resposta ao peptídeo M20. Este é um peptídeo cuja a 

sequência encontra-se integralmente na porção intracelular da proteína (ARAKAWA et 

al., 2015), no entanto, provoca uma resposta acentuada em indivíduos infectados, 

especialmente naqueles que apresentam quadro anêmico. Curiosamente, a porção em 

que esse peptídeo se encontra na band 3 não foi predita como um epítopo de células B e 

nem sua sequência isolada compõe um epítopo. A presenção da infecção por P. vivax 

pode gerar, então, um espalhamento de epítopos intramolecular, onde há a formação de 

neoantígenos dentro de uma mesma proteína (MÜNZ et al., 2009). O espalhamento de 

epítopos é, geralmente, uma estratégia do sistema imune para combater um patógeno; 

no entanto, esse fenômeno pode levar o surgimento de doenças ou quadro autoimunes, 

uma vez que esse espalhamento de epítopos não é específico e não ocorre em uma única 

proteína (VANDERLUGT; MILLER, 2002; MÜNZ et al., 2009; SULIMAN, 2024). 
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As respostas de anticorpos aos dois peptídeos solúveis de mostraram semelhante 

à resposta anti-band 3. Embora a frequência de respondedores acima dos valores de cut-

off evidencia que existem outras porções da proteína que são significativamente 

reconhecidas. No entanto, é necessári sintetizar outros peptídeos selecionados para 

termos mais confiabilidade em qual ou quais são essas porções e a quão significativa 

elas são o reconhecimento da proteína. E, posteriormente, ensaios funcionais devem ser 

realizados para verificar se esses epítopos são funcionais para induzir fagocitose ou 

outra resposta celular que poderia auxiliar na remoção de eritrócitos não infectados. 

Curiosamente, o peptídeo DF26 compreende uma porção presente na face externa da 

proteína e que serve de sítio de ligação para o H2DIDs (ARAKAWA et al., 2015). 

Aliadas, essas informações sugerem que anticorpos contra essa porção poderiam estar 

envolvidos no interrompimento do fluxo de íons do canal iônico da proteína, 

contribuindo assim para o enrijecimento da membrana e remoção por macrófagos 

(MOURÃO et al., 2016). No entanto, essa hipótese ainda merece mais atenção em 

estudos futuros. 

Para excluir a possibilidade de mimetismo molecular de proteínas de P. vivax ou 

de outros patógenos com a band 3, foi feita a análise utilizando o BLAST®, 

evidenciando que nenhuma sequência dos peptídeos selecionados se alinha com 

proteínas do hospedeiro ou de outros agentes patogênicos. Esses resultados são 

reforçados por dados posteriores do nosso grupo de pesquisa, no qual evidenciou que 23 

proteínas de P. vivax são miméticas a proteínas humanas, mas nenhuma delas é a band 3 

(MOURÃO et al., 2018). Esses dados intensificam as evidências de que a formação de 

neoantígenos pode ser o principal fator do surgimento da resposta anti-band 3 em 

infecções por P. vivax e que esse fenômeno ocorra devido à interação de proteínas do 

parasito com a band 3, provocando a deformabilidade dessa proteína e expondo 

antígenos “crípticos” (ALAM et al., 2015; 2016; ZEESHAN et al., 2015; DE 

MEULENAERE et al., 2022; LU et al., 2022). 

Portanto, esse estudo acrescenta informações importantes para o entendimento 

da resposta autoimune e o surgimento de neoantígenos em proteínas próprias do 

hospedeiro durante um processo infeccioso. Estudos que visem identificar o verdadeiro 

papel efetor desses anticorpos, bem como o papel deles no bloqueio dos canais iônicos, 

ainda são necessários e fundamentais para elucidar como essas moléculas contribuem 

para o quadro anêmico em indivíduos infectados por P. vivax. 
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5. CONCLUSÕES 

 

• Anticorpos anti-band 3 parecem ser os principais responsáveis pela opsonização 

de eritrócitos não infectados; 

• Análises in vitro e in silico mostraram que anticorpos anti-band 3 de pacientes 

anêmicos infectados por P. vivax reconhecem epítopos não preditos e de regiões 

da proteína que não são naturalmente expostas; 

• Os peptídeos M20 e DF26 parecem promissores para o entendimento do 

espalhamento de epítopos e os neoantígenos da band 3, formados durante a 

infecção por P. vivax; 

• A relação do peptídeo DF26 e o bloqueio do canal iônico da proteína band 3 

ainda devem ser melhor explorados. 
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6. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Este estudo representa um avanço no entendimento dos autoanticorpos durante 

as infecções por P. vivax. Este foi o primeiro trabalho, documentado, que utilizou uma 

análise multivariada entre os diferentes autoanticorpos dosados para avaliar a resposta 

autoimune durante infecções por P. vivax. Esta é uma abordagem robusta, pois permite 

avaliar a resposta de autoanticorpos como um todo, sem estar compartimentalizada. 

Além disso, pela primeira vez, também foi utilizada a técnica de SPOT synthesis para a 

proteína band 3. Demonstrou-se aqui que a band 3 parece ser um dos principais alvos, 

senão o principal, para esses anticorpos na superfície dos eritrócitos. Além disso, 

levanta-se a possibilidade plausível de exposição de neoantígenos da proteína durante a 

infecção; no entanto, essa hipótese necessita de uma exploração mais aprofundada em 

futuras pesquisas. Como próximos passos, planejamos identificar os padrões de 

glicosilação da porção Fc desses anticorpos e associá-los a ensaios funcionais que 

utilizam monócitos ativados de diferentes maneiras e também células T. Isso nos 

permitirá obter evidências sobre quais mecanismos estão envolvidos na remoção de 

eritrócitos não infectados por meio do reconhecimento de antígenos da band 3. 
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