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RESUMO

Uma das principais complicacdes de infec¢des por Plasmodium vivax é a anemia. O
ciclo bioldgico do parasito envolve a destruicdo de eritrocitos infectados, mas apenas
isso ndo justificaria o quadro anémico apresentado por pacientes com maléria vivax.
Isso se deve ao fato de que esta espécie invade exclusivamente reticuldcitos, que
compdem cerca de 1% das células sanguineas circulantes. Mediante a isso, diversos
estudos propuseram que mecanismos autoimunes, decorrentes da infeccdo, poderiam
estar correlacionados com a destruicdo de eritrécitos ndo infectados, gerando um quadro
de anemia. Algumas moléculas de eritrocitos foram identificadas como possiveis alvos
de autoanticorpos gerados por celulas autorreativas, como € o caso da band 3 e da
fosfatidilserina. Assim, a partir de uma abordagem soroldgica, avaliamos os niveis de
anticorpos contra moléculas préprias de eritrocitos, bem como autoanticorpos dirigidos
a acidos nucleicos e eritrécitos saudaveis e integros. Nossos dados demonstram que
pacientes anémicos (Hb < 12 g/dL), infectados por P. vivax, possuem niveis elevados de
anticorpos contra estas moléculas, significativamente maiores do que 0s pacientes sem
um quadro de anemia. Além disso, os niveis destes anticorpos correlacionam-se
negativamente com os niveis de hemoglobina e hematdcrito desses individuos.
Utilizando a Anélise de Componentes Principais, verificamos que a presenca destes
anticorpos esta associada a infec¢do, porém nao € influenciada pela resposta especifica
anti-parasitaria (mensurada pela presenca e niveis de anticorpos contra a proteina da
merozoitos, a PvMSP-119), nem pela parasitemia e exposi¢do prévia & malaria. Para
confirmar a opsonizacéo destes anticorpos em eritrocitos saudaveis e avaliar o possivel
efeito destes no bloqueio dos canais i6nicos da band 3, realizamos ensaios de citometria
de fluxo na presenca ou ndo de H.DIDs. Na presenca deste bloqueador do canal i6nico
da band 3, observou-se um aumento da opsonizacdo por anticorpos oriundos de
pacientes infectados, com ou sem anemia, Além disso, apenas o0s niveis de anticorpos
anti-band 3 foram os Unicos que se correlacionaram positivamente com a taxa de
opsonizacdo de eritrocitos ndo infectados. Com isso, realizamos um ensaio de
Immunoblot, utilizando a sequéncia de completa de aminoacidos que compdem a
proteina band 3 a fim de se determinar as por¢des mais reconhecidas por anticorpos
presentes nos plasmas de individuos anémicos. Assim, selecionamos dois peptideos
promissores que correspondem a duas por¢des distintas da proteina, uma intracelular e
outra relacionada ao canal ibnico, e que sdo reconhecidas significativamente por
pacientes anémicos infectados por P. vivax. Os dados gerados contribuem para o
entendimento dos mecanismos determinantes da anemia na maléria vivax e ampliam a
compreensdo sobre o espalhamento de epitopos da proteina band 3 com a formacéo de
neoantigenos, durante infeccBes por P. vivax.

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



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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1. INTRODUCAO

A maléria é uma doenca parasitiria causada por parasitos do género
Plasmodium. Atualmente, cinco espécies sdo responsaveis pela malaria humana:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale
(com duas subespeécies, P. ovale curtisi e P. ovale walikeri) (SUTHERLAND et al.,
2010) e Plasmodium knowlesi, espécie com perfil de transmissdo zoondtico e que
infecta naturalmente primatas do género Macaca no sudeste asiatico (COX-SINGH et
al., 2008; SINGH; DANESHVAR, 2013). Nos ultimos anos, foi demonstrado que
Plasmodium simium (BRASIL et al., 2017) e Plasmodium cynomolgi (TA et al., 2014),
espécies que infectam naturalmente primatas ndo-humanos endémicos do Brasil e
Sudeste Asiatico, respectivamente, também tém a capacidade de infectar humanos. No
entanto, o impacto epidemiologico destas espécies ainda ndo esta completamente
estabelecido.

Todas as espécies de Plasmodium, responsaveis pela malaria humana,
apresentam ciclo biolégico heteroxeno e sdo transmitidas pela picada de mosquitos
fémeas do género Anopheles, popularmente conhecidos no Brasil como mosquito-prego.
Mais de 70 espécies desse mosquito sdo consideradas potenciais vetores de malaria em
todo o mundo (SINKA et al., 2012); no entanto, as espécies de maior relevancia no
contexto brasileiro e sul-americano s&o: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi,
Anopheles albitarsis e Anopheles aquasalis (SINKA et al., 2012).

Com relacdo as manifestaces clinicas, a malaria pode ser classificada como malaria
ndo complicada ou grave, dependendo dos sintomas e dos achados laboratoriais dos
individuos infectados (COWMAN et al., 2016; WHITE et al., 2014). A maléria ndo
complicada, quadro mais comum da doenca, é caracterizada por febre forte e irregular,
calafrio, tremedeira, sudorese intensa, dores de cabeca, fadiga, dores musculares,
desconforto abdominal, ndusea, vomito, anemia moderada e leve hepatoesplenomegalia
(COWMAN et al., 2016; WHITE et al., 2014), bem como convulsdes generalizadas que
também podem ocorrer, principalmente nas infec¢@es por P. falciparum (WHITE et al.,
2014). O aumento da gravidade da malaria esta associado a fatores do parasito, como a
especie, cepa e viruléncia, e as caracteristicas do hospedeiro, como a idade, nutricao,
genética, imunidade prévia e coinfecgdes. Casos clinicos resultantes em maléaria grave

sdo mais comuns em infecgdes por P. falciparum, embora também possam ocorrer em
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infeccdes 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.  Situacdo atual da malaria no mundo e no Brasil

A maléaria é uma doenga endémica em mais de 85 paises localizados na faixa
tropical e subtropical do globo (WHO, 2023) (Figura 1). Os principais fatores que
explicam a prevaléncia desta doenca, nessas areas, sdo as condi¢des climéticas que
propiciam a formacdo dos criadouros dos vetores. Além disso, a situacdo
socioecondmica desfavoravel nessas regides contribui para a persisténcia da malaria,
devido a escassez de recursos destinados ao diagndstico e tratamento. 1sso, por sua vez,
resulta no aumento do nimero de casos e no surgimento de cepas de P. falciparum e P.
vivax resistentes aos antimalaricos atuais, bem como na elevacdo da resisténcia dos
vetores aos inseticidas (WHITE et al., 2014; WHO, 2023).

-

RJ'

[ Paises endémicos com declinio de casos desde 2015
[ Paises endémicos com aumento de casos desde 2015
[ Paises que eliminaram a malaria desde 2015

[ Paises ndo endémicos para a malaria

Figura 1 — Paises endémicos para a malaria 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 milhGes de casos

da doenca, representando um aumento de 5 milhdes de casos em comparagdo com 2021.
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A grande maioria do numero ocorreu no continente africano, que respondeu por 94%
dos casos mundiais (WHO, 2023). O sudeste asiatico contribuiu com 2% do total de
casos globais, sendo a India responsavel por 66% dos casos de malaria nessa regido. Na
regido das Ameéricas, observou-se uma reducdo nos casos, principalmente devido ao
aumento de diagnostico eficaz associado ao tratamento rapido. No entanto, Brasil,
Venezuela e Colémbia continuam responsaveis por 73% dos casos de malaria nessa
regido (WHO, 2023).

Apesar da reducdo no namero de mortes por malaria, que passou de 631 mil em
2019 para 608 mil em 2022, a doenca continua sendo letal, especialmente infeccdes por
P. falciparum, a espécie mais virulenta causadora da maléria humana. Esta espécie foi
responsavel por 96% das mortes globais em 29 paises africanos, afetando
principalmente criancas menores de 5 anos (WHO, 2023). Esses dados evidenciam que
a malaria continua sendo um sério problema de sadde publica, sobretudo na Africa, um
continente onde a miséria, fome, desigualdade social, conflitos armados e outras
enfermidades coexistem.

No Brasil, a malaria é endémica na regido que abrange os estados pertencentes a
Amazonia Legal, incluindo Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Pard,
Rondodnia, Roraima e Tocantins (Figura 2). Em 2023, foram notificados mais de 138
mil casos de malaria nessa area, representando um aumento de cerca de 10 mil casos em
relacdo a 2022 (SIVEP-MALARIA/SVS — MINISTERIO DA SAUDE, 2024). Além
disso, verificou-se que 85% dos casos de malaria foram causados por P. vivax, ao passo
que 15% foram atribuidos a infec¢des por P. falciparum (SIVEP-MALARIA/SVS —
MINISTERIO DA SAUDE, 2024).
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Classificagdo de Risco - IPA 2022
[ Sem transmissao

[ Muito baixo risca

[ Baixo risco

[ Médio risco

I Alto risco

1.000 km

Classificagdo da Incidéncia Parasitaria Anual (IPA): Sem transmissdo - 0 casos autdctones; Muito baixo risco -

IPA <1 caso/1.000 habitantes; Baixo risco - IPA <10 casos,/1.000 habitantes; Médio risco - IPA <50 casos/1.000

habitantes; Alto risco - IPA =50 casos/1.000 habitantes.

Data de atualizag8o dos dados: 11 de julho de 2023. Fonte: Sivep-Maldria e Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS.
Figura 2 — Mapa de risco de transmissdo da malaria, por municipio, no Brasil, em 2023. O risco é
estimado a partir da IPA = Incidéncia Parasitaria Anual (nimero de diagndsticos positivos para malaria
por 1000 habitantes, em uma determinada area, no periodo de um ano). O risco é dividido entre baixo
(IPA < 10 casos/mil habitantes), médio (IPA entre 10 a 49 casos/mil habitantes) e alto (IPA > 50
casos/mil habitantes). Fonte: Ministério da Salde — Sinan/SVS/MS e Sivep — Malaria/SVS/MS 2023.

Apesar de a maioria dos casos de malaria ocorrer na regido amazonica, os dados

da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Salde indicam que a
regido extra-amazonica teve 32 casos registrados, sendo 29 de infec¢fes por P. vivax e 3
por P. falciparum, uma reducdo de 72% em comparagdo com 2021, quando foram
registrados 112 casos de maléria fora da area endémica (SIVEP-MALARIA/SVS —
MINISTERIO DA SAUDE, 2024). E importante ressaltar que, apesar da dréastica
reducdo no numero de casos na regido extra-amazonica, a letalidade da malaria é
significativamente maior nessa area. 1sso se deve ao fato de que, fora da area endémica,

o quadro febril inespecifico é frequentemente confundindo com o de outras doencas
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febris, como a dengue, contribuindo para atrasos no diagnostico e o inicio do

tratamento, o que agrava progndstico da infecgéo.

1.2.  Ciclo biolégico de Plasmodium spp

Os parasitos do género Plasmodium apresentam um ciclo bioldgico
heteroxénico, composto por um hospedeiro definitivo, mosquitos fémeas do género
Anopheles, e um hospedeiro intermediario, 0 homem (Figura 3). No hospedeiro
intermediério, o ciclo tem inicio por meio do repasto sanguineo de fémeas infectadas,
que inoculam as formas esporozoitas na derme do hospedeiro (MENARD et al., 2013).
Para se deslocarem e atingirem os hepatdcitos, os esporozoitos utilizam um tipo de
movimentacdo conhecida como gliding, no qual a interacdo entre adesinas expressas na
superficie do parasito com o substrato gera uma forca propulsora fornecida por um
motor de actina-miosina localizado entre a membrana citoplasmatica e o complexo de
membrana interna do parasito, denominado glideossomo (BESTEIRO; DUBREMETZ;
LEBRUN, 2011).
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Figura 3 — Ciclo bioldgico de Plasmodium vivax. Adaptado de Mueller et al., 2009.

No processo de migracdo até os hepatdcitos, 0s esporozoitos que ndo alcancam
0s vasos sanguineos sdo destruidos e drenados pelos vasos linfaticos (COWMAN et al.,
2016). Aqueles esporozoitos que atingem rapidamente a corrente sanguinea conseguem
alcancar o figado, por meio de um processo denominado “travessia” (COWMAN et al.,
2016; CHORA; MOTA; PRUDENCIO, 2022). Para invadir os hepatocitos, o0s
esporozoitos devem atravessar a barreira sinusoidal, composta por células endoteliais e
as células de Kupffer (TAVARES et al., 2013). Uma alternativa para 0s esporozoitos é
atravessar essas células por meio da formacdo de vacuolos transitorios, uma estratégia
independente da formacéo da juncdo movel (RISCO-CASTILLO et al., 2015).

Ao encontrar o0 hepatdcito, o esporozoito inicia o processo de invasdo celular,
primeiro aderindo-se & membrana de célula hospedeira. O parasito estabelece, assim,
uma intima associa¢do 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 secretorias especializadas, como as micronemas e roptrias, secretam
seus contedos (CARRUTHERS; SIBLEY, 1997). A juncdo movel é formada,
constituindo um complexo de proteinas que estabelece uma ligacdo firme entre o
parasito e a membrana da célula hospedeira (BESTEIRO; DUBREMETZ; LEBRUN,
2011; BARGIERI et al., 2014; HORTA et al., 2020). Com a formagéo da jungdo movel,

0 parasito sofre uma constricdo, deformando o seu corpo, sendo impulsionado para
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dentro da célula hospedeira, formando uma invaginacdo que resultard no vacuolo
parasitoforo, 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 infeccdo no hepatocito, o esporozoito inicia o
desenvolvimento na forma conhecida como trofozoito hepético, que, posteriormente, se
transformard em um esquizonte hepatico. Todo esse processo ocorre em um periodo de
7 a 14 dias, variando de acordo com a espécie de Plasmodium responsavel pela infec¢do
(MENARD et al., 2013; COWMAN et al., 2016; CHORA; MOTA; PRUDENCIO,
2022). O esquizonte hepatico dard origem aos merozoitos, que serdo liberados nos
sinusoOides hepaticos e, em seguida, alcancardo a corrente sanguinea em vesiculas
formadas pela membrana celular dos hepatdcitos, conhecidas como merossomos (
STURM et al., 2006; MENARD et al., 2013).

E crucial ressaltar que P. vivax e P. ovale tém a capacidade de gerar formas
dormentes nos hepatdcitos, conhecidas como hipnozoitos, que atuam como
reservatorios de parasitos e sdo responsaveis pelas recaidas de infec¢do, mesmo apds o
tratamento e a completa eliminacdo das formas assexuadas sanguineas (KROTOSKI,
1989; ADEKUNLE et al.,, 2015). Esta caracteristica peculiar torna o controle
epidemiol6gico mais desafiador e interfere na dindmica da transmissdo dos parasitos
durante infec¢es provocadas por essas espécies.

Quando sdo liberados na corrente sanguinea, 0s merozoitos livres invadem o0s
eritrocitos de maneira rapida e dinamica, em um processo que pode ser dividido em
diferentes fases: pré-invasdo, invasio ativa e equinocitose (WEISS et al., 2015). E
importante destacar que 0s merozoitos de P. vivax invadem exclusivamente reticulécitos
(eritrocitos jovens) (KITCHEN, 1938). Durante a fase de pré-invasdo, ocorre uma
intensa interacdo entre 0 merozoito e o reticulécito, resultando na deformacdo da célula
hospedeira devido a acdo do motor de actina-miosina (WEISS et al., 2015). A seguir, 0
parasito se liga irreversivelmente a membrana do eritrocito, e a invasdo ocorre de forma
semelhante a descrita para 0s esporozoitos.

Ap0s a fase de invaséo ativa, ocorre na porcao anterior do merozoito a fusdo da
membrana celular com a membrana do vaclolo parasitéforo, fazendo com que o
parasito se feche completamente dentro do vactolo (COWMAN et al., 2016). Uma vez
estabelecida a infecgdo no eritrocito, inicia-se a esquizogonia, processo de multiplicagdo
no qual merozoitos filhos sdo gerados pela segmentacdo do esquizonte. A esquizogonia

resulta em 16 a 32 novos merozoitos, 0s quais romperdo a membrana do eritrdcito e
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serdo liberados na corrente sanguinea, reiniciando o ciclo eritrocitico (VAN DOOREN
et al., 2005; COWMAN et al., 2016).

Para que o ciclo de vida do parasito prossiga, é essencial que haja a formacéo da
forma sexuada, o gametocito, ainda durante o ciclo eritrocitico do parasito. Embora os
eventos moleculares, nesta etapa, ainda ndo sejam completamente compreendidos,
acredita-se que a definicdo do destino do merozoito, ou seja, se ele se tornard um
gametocito ou continuard o ciclo sanguineo, ocorra durante a esquizogonia ( COWMAN
et al., 2016; BERI; BALAN; TATU, 2018). O aumento na producdo de gametocitos
parece estar relacionado a diferentes estimulos, como a elevada parasitemia e a
exposicdo aos antimalaricos, sugerindo que o parasito pode ser capaz de “sentir” 0
ambiente que se encontra (COWMAN et al., 2016). Em infeccGes por P. vivax, 0s
gametdcitos aparecem rapidamente na circulacdo, antes mesmo do hospedeiro
desenvolver as manifestacGes clinicas, 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),
guanto em pacientes infectados por P. vivax (BARO et al., 2017; BRITO et al., 2022),
que os gametocitos possuem uma preferéncia em se desenvolverem na medula 6ssea ou
nos vasos sanguineos periféricos do baco (KHO et al., 2021a, 2021b). Por essa razéo,
tem sido sugerido que existe uma populacdo distinta de merozoitos “sexuais” que sao
capazes de extravasar para tecidos extravasculares (revisado por DUMARCHEY;
LAVAZEC; VERDIER, 2022). Esses achados sugerem a existéncia de um ciclo
assexuado extravascular que poderia representar um reservatorio significativo de
parasitos, com possiveis implicacbes para o diagnostico e tratamento, além de
influenciar a formacdo da resposta imunologica antiparasitaria e, possivelmente, a
perturbacdo da homeostase das células da medula, fazendo com que haja uma
hiperestimulagéo, podendo desencadear em uma resposta autoimune.

Quando ingerido por fémeas de mosquitos Anopheles, que realizaram o repasto
sanguineo em individuos infectados, os gametdcitos se desenvolverdo no inseto,
iniciando assim o ciclo sexuado do parasito. No trato digestivo do inseto, ap6s o
rompimento da membrana do eritrécito, 0s gametocitos tornam-se sexualmente
estimulados. O microgameta (macho) tem seu nucleo fragmentado em 8 pequenos
nacleos e 8 corpos flagelados, processo denominado exflagelagdo (CARTER;
NIJHOUT, 1977; PRASAD; APARNA; HARENDRA KUMAR, 2011; BERI;
BALAN; TATU, 2018). Quando um destes corpos flagelados penetra 0 macrogameta
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(fémea), um zigoto diploide € formado e transforma-se em um oocineto. Essa forma
evolutiva é capaz de penetrar o endotélio do mosquito, de maneira semelhante aos
esporozoitos e merozoitos 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
capsula onde ocorrerdo multiplas divisdes, formando milhares de esporozoitos
(GALINSKI; MEYER; BARNWELL, 2013; BERI; BALAN; TATU, 2018).

Este oocisto €, entdo, rompido, liberando milhares de esporozoitos na hemocele
do mosquito. Estas formas migram e penetram as glandulas salivares do inseto
hospedeiro, onde aguardam até que o mosquito realize novo repasto sanguineo e,
consequentemente, injete estas formas evolutivas juntamente ao fluido salivar na derme
de um novo hospedeiro (revisado por GALINSKI; MEYER; BARNWELL, 2013).

1.3. Patogénese da maléria vivax

Ao examinarmos o ciclo de vida dos parasitos do género Plasmodium,
deparamo-nos com diversas formas evolutivas. Contudo, apenas as formas eritrociticas
conduzem a doenca clinica e a maioria dos sintomas apresentados por pacientes com
malaria. Assim como em toda doenca infecciosa, as manifestagdes clinicas resultam da
interacdo parasito-hospedeiro, considerando também fatores de ambos, como a
diversidade genética do parasito e do hospedeiro, coinfecgdes, comorbidades,
tratamento ineficaz e determinantes do ambientais, tais como a idade do hospedeiro,
status nutricional e exposicdo cumulativa a malaria (GONCALVES; LIMA;
FERREIRA, 2014). No caso da malaria, a combinagdo desses fatores resulta em um
espectro de manifestacbes clinicas que incluem, principalmente, febre, calafrios,
mialgia, anemia e, em casos mais graves, coma (WHITE et al., 2014; COWMAN et al.,
2016).

Conforme mencionado, a maléria pode ser categorizada como maléria ndo
complicada e malaria grave. A malaria ndo complicada é caracterizada pela apari¢do de
sintomas, mas sem sinais clinicos ou laboratoriais que indiquem gravidade ou disfuncéo
em orgdos vitais (WHO, 2023). As manifestacdes clinicas resultam da resposta do
sistema imunologico ao desenvolvimento do parasito nos eritrocitos do hospedeiro,
podendo iniciar-se a partir da ruptura do merossomo liberado pelas células hepaticas, ou
tardiamente, quando o nivel de parasitos circulantes ativa a resposta imune, gerando a

sintomatologia clinica (MILNER, 2018). Desta forma, os eventos que desencadeiam as
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manifestacdes clinicas na malaria incluem os elevados niveis de citocinas pro-
inflamatorias, a adesdo de células infectadas as células endoteliais dos capilares
sanguineos e a remocdo de células infectadas por macrdéfagos residentes do bago
(ANTONELLI et al., 2020). As infeccdes por P. vivax sdo intrigantes do ponto de vista
imunolodgico, pois a parasitemia dessa espécie € relativamente baixa devido a sua
limitacdo em invadir apenas reticuldcitos (KITCHEN, 1938). Por muito tempo,
acreditou-se que a maléria vivax ndo causasse sintomatologia grave; no entanto, esse
cenario vem mudando ao longo dos ultimos 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 € a espécie responsavel
pela malaria mais grave, enquanto P. vivax, embora seja a espécie mais bem distribuida
globalmente, tende a causar uma forma mais leve da doenca, frequentemente referida
como benigna. No entanto, casos de malaria grave, causados por P. vivax, sdo
documentados desde 1900 (RAHIMI et al., 2014) e afetam principalmente criancas,
neonatos e mulheres gravidas (RODRIGUEZ-MORALES; BENITEZ; ARRIA, 2007,
TJITRA et al., 2008; POESPOPRODJO et al., 2009; NAYAK et al., 2014,
DRYSDALE et al., 2023). ComplicacGes associadas a maléaria grave por P. vivax
incluem anemia (TJITRA et al., 2008; QUINTERO et al., 2011), disfungédo renal
(KUTE et al.,, 2012a, 2012b; MEHNDIRATTA; RAJESHWARI; DUBEY, 2013),
edema pulmonar (PUKRITTAYAKAMEE et al., 1998; ILLAMPERUMA; ALLEN,
2007; AASHISH; MANIGANDAN, 2015), disfuncéo respiratéria (CARLINI; WHITE;
ATMAR, 1999; LOMAR et al., 2005; ATAM et al., 2013; LEE et al., 2013) e malaria
cerebral (KARANTH; MARUPUDI; GUPTA, 2014; MALLELA et al., 2016). Esses
dados indicam a necessidade de aprimoramento dos esforcos para o controle de P.
vivax, bem como o aumento do investimento em diagndsticos preventivos, novas
estratégias de tratamento e uma compreensdo mais aprofundada de como essa espécie
esta contribuindo para casos de malaria grave.

Durante muitos anos, acreditou-se que a resposta inicial as infeccGes por
Plasmodium spp era atribuida a presenca da “toxina malarica”, uma molécula liberada
na corrente sanguinea apos a ruptura do esquizonte. Atualmente, compreende-se que a
“toxina maldrica” consiste em padrdoes de reconhecimento moleculares (PAMPs) e
padroes moleculares associados ao dano (DAMPs). Esses componentes séo liberados

durante a ruptura das células infectadas, desencadeando a ativacdo das células do
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sistema imunoldgico inato e resultando em uma “tempestade de citocinas”. Destas,
destacam-se o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 10 (IL-10), interferon y
(IFN-y) e fator nuclear kB (nfkB), 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 infecgBes por P. vivax, devido & exacerbagdo da resposta imune inata,
observam-se elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p, IL-6 e IL-8, no
plasma de pacientes sintomaticos (FERNANDES et al., 2008; ANDRADE et al., 2010;
GONGCALVES et al., 2012; HOJO-SOUZA et al., 2017; VENTURA et al., 2018). Isso
contrasta com a auséncia dessa “tempestade de citocinas” e a diminui¢cdo dos niveis
destas moléculas em pacientes assintomaticos infectados por P. vivax (GONCALVES et
al., 2012), indicando que a patogenia inicial da doenca esta intimamente associada a
resposta do hospedeiro ao parasito. Estudos sugerem que algumas citocinas e
quimiocinas, como IL-4, 1L-10, CCL2 e TGF-p, presentes nesta fase, podem servir de
biomarcadores para gravidade em infec¢des por P. vivax (TOVAR ACERO et al.,
2022).

A resposta imune adaptativa durante infec¢des por P. vivax € complexa e ainda
pouco explorada (JANGPATARAPONGSA et al., 2006, 2012; LIMA-JUNIOR et al.,
2008, 2010). A associacao entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa é
dificultada pelo curto tempo de protecdo gerado pela resposta contra P. vivax; no
entanto, a ativacdo das células do sistema imune inato e as respostas pré-inflamatérias
sdo importantes para a ativacdo de células T CD4*, T CD8" e células B (ANTONELLI
et al., 2020).

A resposta de células B, mediante diferenciacdo e ativacdo em células B de
memoria e plasmdcitos, com a producdo de anticorpos, desempenha um papel crucial na
imunidade adquirida ap6s exposicdo a malaria. A resposta de anticorpos a diversos
antigenos de P. vivax e suas associa¢Ges com protecdo, exposicdo e comorbidades tém
sido estudadas ao longo do tempo (BRAGA; FONTES; KRETTLI, 1998; BUENO et
al., 2008; MOURAO et al., 2012; CASSIANO et al., 2016; SOARES et al., 2019). No
entanto, ndo ha consenso sobre a longevidade desta resposta durante a malaria. Em
infeccbes por P. vivax, hd controversias sobre o aumento ou ndo da populacao total
destas células (FIGUEIREDO et al., 2017; MIN et al., 2017; SOARES et al., 2019),

embora seja sabido que hd um aumento de células B de memoria atipicas que podem
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estar associadas com a autoimunidade (RIVERA-CORREA et al., 2019b, 2020;
SOARES et al., 2019). A associacdo entre células B, anticorpos e autoimunidade sera
explorada mais detalhadamente posteriormente neste texto.

A falta de um modelo in vitro que permita estudos com P. vivax fora da area
endémica representa um desafio para as investigacbes das interacdes parasito-
hospedeiro, resultando em lacunas significativas no entendimento da resposta
imunoldgica desencadeada por infeccBes por esta espécie. Assim, € imperativo conduzir
estudos mais aprofundados para compreender, em nivel molecular e celular, essas

interacdes, especialmente no que diz respeito a resposta imune adaptativa.
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2. JUSTIFICATIVA

Dentre as espécies de Plasmodium que afetam seres humanos, P. vivax é a mais
amplamente distribuida globalmente e € o principal agente causador da malaria no
Brasil, associada principalmente a ocorréncia de anemia como das principais
complicagdes decorrentes da infeccdo. A anemia relacionada & maléria vivax é de
natureza multifatorial, e diversos mecanismos tém sido propostos na tentativa de
elucidar sua etiologia. A participacdo de autoanticorpos direcionados a componentes de
eritrécitos tem sido extensivamente discutida em publicagcdes provenientes do nosso
grupo de pesquisa. De fato, nossa hipGtese é a de que a autoimunidade pode
desempenhar um papel determinante na destruicdo de eritrocitos ndo infectados,
desencadeando um quadro anémico em pacientes infectados por P. vivax. De fato,
alguns antigenos como a band 3 e a PS j& foram discriminados como alvos de
autoanticorpos durante infeccdes por P. vivax. No entanto, ainda ndo foi elucidado o
papel dos anticorpos dirigidos a estes antigenos, bem como a identificacdo simultanea e
suas correlacBes durante a malaria vivax.

A formacdo de neoantigenos, ou seja, 0 reconhecimento de epitopos que nao sdo
naturalmente reconhecidos, e a resposta autoimune associada a proteina band 3 pode ter
papel relevante no desencadeamento de mecanismos imunolégicos durante a anemia em
infeccdes por P. vivax. A proteina band 3 é um componente essencial da membrana de
eritrécitos e estd implicada em funcBes criticas, incluindo o transporte de ions e a
manutenc¢do da integridade celular. A emergéncia de neoantigenos nessa proteina, seja
por modificacdos pds-traducionais, interacdes com patdégenos ou outros processos
bioldgicos, pode desencadear respostas autoimunes, levando a condi¢cbes como a anemia
e outras manifestagOes relacionadas. Dessa forma, este estudo visa contribuir para
avancos teoricos significativos acerca da resposta autoimune em infecgdes por P. vivax.
A compreensdo das fungBes imunoldgicas dos autoanticorpos direcionados a estes
antigenos tém o potencial de aprimorar nossa compreensdo sobre mecanismos
subjacentes a patogénese da anemia. Esses resultados podem orientar futuras
investigacOes cientificas, impulsionando o desenvolvimento de testes prognosticos de

morbidade, especialmente para a anemia autoimune durante a malaria vivax.
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3. CAPITULO 1: AUTOANTIGENOS E SUAS RELACOES COM A
ANEMIA E INFECCOES POR P. VIVAX

3.1 Autoimunidade em infeccdes por Plasmodium spp

Infecgdes por Plasmodium spp promovem elevados niveis de anticorpos
circulantes com uma ampla gama de especificidades. Estes anticorpos sdo cruciais para
0 controle da doenca (TEO et al., 2016), contudo, podem surgir anticorpos capazes de
reconhecer moléculas proprias do hospedeiro (LUDWIG et al., 2017). A presenca destes
autoanticorpos também tém sido extensivamente reportada em pacientes com malaria
(ROSENBERG et al., 1973; BERZINS; WAHLGREN; PERLMANN, 1983; DANIEL-
RIBEIRO et al., 1983; WOZENCRAFT et al., 1990; FERNANDEZ-ARIAS et al.,
2016; MOURAO et al., 2016; RIVERA-CORREA et al., 2017; MOURAO et al., 2018;
BARBER et al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 2019a, 2019b; MOURAO et al., 2020;
RIVERA-CORREA et al., 2020).

Uma das diversas maneiras pelas quais infecgdes podem induzir autoimunidade é
através do mimetismo molecular, que ocorre quando patégenos compartilham epitopos
de moléculas do hospedeiro, levando a ativacdo de células B e T autorreativas
(KAPLAN; MEYESERIAN, 1962; ROJAS et al., 2018). Uma questdo intrigante que
surge ao investigar o mimetismo molecular associado & autoimunidade € a de por que
ndo desenvolvemos doengas autoimunes mesmo quando estamos constantemente
expostos a patdgenos? Para explicar este fenémeno, varios estudos buscam destacar as
células B como as principais responsaveis pela autoimunidade, ao produzirem
anticorpos contra antigenos proprios (RIVERA-CORREA et al., 2017, 2019a). No
entanto, em algumas infecgfes que resultam em autoimunidade, a producdo de
autoanticorpos € ausente (NOTTURNO et al., 2009), sugerindo que nao 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, 0 mimetismo molecular deve ser considerado ndo apenas como um simples
compartilhamento de epitopos entre patdgeno e hospedeiro, mas como um fendémeno
que envolve fatores genéticos e ambientais, como a alimentacéo e o estilo de vida do
hospedeiro, favorecendo o surgimento da autoimunidade durante uma infeccdo
(revisado por ROJAS et al., 2018).
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Em infeccdes por Plasmodium spp, ja foram descritos exemplos de mimetismo
molecular, como a proteina PfTCTP de P. falciparum (P. falciparum translationally
controlled tumor protein) e o fator de liberacdo de histamina (HRF) de humanos
(MACDONALD et al., 2001), assim como a proteina de membrana | de P. falciparum
(PfEMP1) (LUDIN; NILSSON; MASER, 2011). No contexto de infecg@es por P. vivax,
andlises in silico revelaram a presenca de 23 proteinas semelhantes a proteinas de
eritrocitos humanos, como anquirina, actina e espectrina (MOURAO et al., 2018).
Embora haja estudos indicando que espécies de Plasmodium spp tém a capacidade de
mimetizar proteinas do hospedeiro, poucos associam diretamente 0 mimetismo
molecular & autoimunidade (GREENWOOD, 1974; MOURAO et al., 2018). Nossas
pesquisas demonstraram que pacientes anémicos, infectados por P. vivax apresentam
maior quantidade anticorpos contra a espectrina, sugerindo que o mimetismo molecular
pode desencadear respostas autorreativas durante a malaria (MOURAO et al., 2018).
Contudo, permanece a controversa contribuicdo desses anticorpos anti-espectrina para a
anemia, uma vez que esta é uma proteina do citoesqueleto de eritrécitos.

Outro mecanismo que busca explicar o surgimento de uma resposta autoimune é
a ativacdo bystander, caracterizada como um fenémeno independente de antigenos, no
qual células parasitadas induzem células ndo infectadas a produzirem mediadores
inflamatorios (co-sinalisadores, citocinas, quimiocinas e vesiculas extracelulares)
(HOLMGREN; MCCONKEY; SHIN, 2017; PACHECO et al., 2019). A principal
caracteristica dessa resposta imunoldgica é a ativacdo de células B e T sem o
envolvimento dos seus respectivos receptores (BCR e TCR) (TOUGH; BORROW;
SPRENT, 1996). Essa ativagdo “nao classica” de células B e T pode ocorrer tanto por
contato direto do parasito ou célula parasitada com as células imunoldgicas, quanto por
sinais enviados a distancia, por microvesiculas, por exemplo (HOLMGREN et al.,
2017). Evidéncias deste fendbmeno na malaria ja foram descritas (HANSEN et al., 2003;
TIBA etal., 2011; MANTEL et al., 2013).

Adultos infectados por P. falciparum apresentam mais células T CD4" ativadas
do que individuos sem historico de contato com o parasito. Essa intensa producdo de
células T CD4" é estimulada pela elevada concentracdo de IFN-y durante a fase
priméaria da infeccdo (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 proteinas ancoradas
por GPI (Glicosilfosfatidilinositol) (HANSEN et al., 2003). Mantel e colaboradores
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(2013) observaram que microvesiculas de eritrocitos 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, 0 que pode desempenhar um papel crucial na patologia da
doenca.

Seguindo essa linha, nosso grupo de pesquisa demonstrou que eritrocitos nao
infectados, quando opsonizados por anticorpos comerciais anti-eritrocitos, poderiam
induzir a producio de microvesiculas por estas células (MOURAO et al., 2016). Dessa
forma, a producdo destas particulas poderia estar associada a ativacdo bystander de
células B e T, através do transporte de antigenos proprio dentro destas particulas,
resultando na ativacdo autorreativa das células. No entanto, essa hipotese demanda mais
estudos e evidéncias.

Além disso, esta amplamente estabelecido que, durante as respostas imunes
iniciais, epitopos de antigenos sdo reconhecidos e adquiridos pelo sistema imune.
Todavia, ao longo de uma infeccdo, epitopos ndo dominantes podem também se tornar
imunogénicos e serem alvos de células B e T. Essa reatividade a novos epitopos
endogenos ¢ denominada “espalhamento de epitopos”, caracterizando-se pelo
surgimento de uma resposta imune contra epitopos secundarios enddgenos e pela
liberacdo de antigenos proprios durante uma condi¢cdo autoimune ou resposta
inflamatéria (VANDERLUGT; MILLER, 1996). Esse fendmeno leva a uma
diversificacdo do repertorio de células B e T autorreativas, o que tem implicacGes para a
patogénese das doencas associadas a essas células (LEHMANN et al., 1992;
VANDERLUGT; MILLER, 2002).

Embora o espalhamento de epitopos seja mais comumente relatado em doencas
autoimunes, esse fendmeno também pode ocorrer em infecgBes por diversos agentes
patoldgicos (VANDERLUGT; MILLER, 2002; MUNZ et al., 2009). Em um estudo
realizado com adultos naturalmente expostos a malaria no Quénia, foi observado que a
resposta imunodominante contra a proteina adesiva relacionada a trombospondina de P.
falciparum (PfTRAP), ap6s a primeira exposi¢do ao patdgeno, comegou a abranger
epitopos menos dominantes apds sucessivas e prolongadas exposi¢fes ao parasito
(FLANAGAN et al., 2006).

O ultimo mecanismo que tenta explicar o inicio de uma resposta autoimune € a
ativacdo policlonal de células B e T. Este fendbmeno representa uma ativacdo nédo

especifica dessas células em resposta a mitdgenos e superantigenos produzidos pelos
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parasitos como uma estratégia para escapar da resposta imune do hospedeiro e garantir
sua sobrevivéncia (MINOPRIO, 2001; MONTES et al., 2007). Essa ativagdo é crucial
durante a infec¢do, pois desencadeia uma série de reacdes que levam a esplenomegalia,
adenopatia, imunossupressdo, sindromes de choque téxico, formacdo de granulomas e
também autoimunidade progressiva (MINOPRIO, 2001).

Em maléria, a ativacdo policlonal de células B e T foi reportada em varios
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 extraido de
uma solucdo contendo células parasitadas por P. berghei foi capaz de induzir a ativacéo
policlonal de células B in vivo, resultando na secrecdo de anticorpos IgM néo
especificos. Também utilizando modelo com camundongos, Rosenberg (1978) observou
a ativacdo de células T helper em resposta a infeccdo, estimulando assim células B a
reconhecerem antigenos inespecificos. Em uma coorte de pacientes infectados por P.
falciparum, foi observado que 72% desses individuos possuiam autoanticorpos
antinucleares, mas ndo contra outros antigenos (DANIEL-RIBEIRO et al., 1983). Esse
fendmeno levou os autores a propor a hipétese de que ativacdo policlonal de células B,
através de estimulo de células T, poderia estar envolvida com o surgimento desses
autoanticorpos (DANIEL-RIBERIO et al., 1983). Também foi demonstrado que, em
infecgdes por P. falciparum, a ativagdo policlonal de células T yd pode contribuir para a
proliferacdo de células B (HOGH et al., 1994). Vale ressaltar que proteinas, como a
PfEMP-1, sdo capazes de promover a proliferacdo in vitro de células B, aumentando seu
tamanho, a expressdao de imunoglobulinas ndo especificas e a producdo citocinas
(DONATI et al., 2004). Além disso, existem evidéncias de uma subpopulacdo de
células B atipicas que secretam autoanticorpos em modelo murino (RIVERA-CORREA
et al., 2017), em infeccbes por P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019a) e em
infeccbes por P. vivax (RIVERA-CORREA et al., 2020), sugerindo uma possivel
ativacdo policlonal. No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados, pois a
estimativa da real contribuicdo dessas subpopulagGes de células T e B ativadas
policlonalmente é desafiadora devido a perda de marcadores fenotipicos Unicos apés a
ativacdo (MONTES et al., 2007).

Autoanticorpos com varias especificidades foram identificados e associados a
anemia em infecgbes por Plasmodium spp. Neste contexto, os anticorpos anti-

fosfatidilserina (PS) foram identificados em pacientes com infecgdes 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 fosfolipideo de
membrana que geralmente ndo esta presente na superficie celular, mas pode ser exposta
células apoptoticas (NAGATA, 2018). A exposicdo de PS em eritrocitos ja foi
observada em camundongos (TOTINO et al., 2010; FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016)
e em pacientes humanos com malaria (FENDEL et al., 2010), embora os mecanismos
que levam a essa exposicao ainda ndo sejam conhecidos.

No entanto, os anticorpos anti-PS ndo sdo encontrados em plasma de individuos
saudaveis e sdo considerados patogénicos, aparecendo durante infecgdes e doencas
autoimunes (ELKON; SILVERMAN, 2012). CorrelacGes negativas entre os niveis
destes anticorpos e os niveis 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., 20193, 2019b, 2020). E importante ressaltar que 0s
niveis desses anticorpos anti-PS sdo significativamente mais elevados em infeccdes por
P. vivax do que por P. falciparum e que estdo relacionados ao processo inicial da
anemia em infeccOes por ambas as espécies (BARBER et al., 2019).

Os anticorpos anti-PS demonstraram capacidade de se ligar tanto aos eritrocitos
saudaveis quanto aos infectados, aumentando a taxa de fagocitose das células néo
infectadas tanto em modelo in vitro como in vivo (FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016).
No entanto, esses anticorpos ndo conseguem aumentar as taxas de fagocitose de células
infectadas, possivelmente devido & alta eficiéncia das celulas imunoldgicas em
reconhecer esses eritrocitos infectados, gracas aos antigenos parasitarios expostos e as
alteracdes na membrana provocados pelo patdgeno. Isso sugere que esses anticorpos
podem ndo ter um efeito anti-parasitario durante a infeccdo (FERNANDEZ-ARIAS et
al., 2016). Além disso, os niveis destes anticorpos durante a infec¢do, com outros
autoanticorpos, como anti-DNA, estdo associados a sucessivas hospitalizagdes,
especialmente em criangas (RIVERA-CORREA et al., 2019b).

Devido a ativacdo policlonal de células B, durante a maléria, células atipicas
podem emergir. Rivera-Correa e colaboradores (2017) descreveram, em modelo murino,
que esses anticorpos anti-PS sdo produzidos por uma populacdo atipica de células B,
caracterizadas pela expressdo de CD11c e T-bet. A ativacdo dessas células depende do

DNA parasitario, reconhecido por receptores do tipo toll 9 (TLR9), o que promove a
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transcricdo do fator T-bet e a secrecdo de autoanticorpos, em sinergia com o BCR e
receptores de IFN-y (RIVERA-CORREA et al., 2017). O papel destas células B de
memdria atipicas 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" estdo expandidas e associadas a
secrecdo de anticorpos anti-PS durante a fase aguda da maléria. Resultados semelhantes
foram observados em infecgdes por P. vivax, em que essa subpopulacao de células B de
memoria atipica parece ser responsavel pela producdo de anticorpos anti-PS e esta
associada a 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, ja evidenciaram a presenca desses autoanticorpos direcionados a moléculas de
eritrocitos em infecgdes por P. vivax (MOURAO et al., 2016, 2018, 2020; VENTURA
et al., 2018; BARBER et al., 2019; RIVERA-CORREA et al., 2020). Um exemplo € a
proteina band 3, que atua como um canal idnico que faz a troca de bicarbonato (HCO3")
por cloreto (CI) (CORDAT; REITHMEIER, 2014). Nosso grupo demonstrou que essa
proteina é o principal alvo de imunoglobulinas autorreativas em pacientes anémicos
infectados por P. vivax (MOURAO et al., 2018).

Durante as respostas imunoldgicas iniciais aos parasitos da malaria, a band 3
sofre modificacBes conformacionais moleculares, resultando na exposicdo de novos
epitopos (PANTALEO et al., 2008; DEROOST et al.,, 2016). Essas alteracdes
conformacionais, associadas a deposi¢do de hemicromo e a geracdo de espécies reativas
de oxigénio, podem persistir mesmo ap6s a eliminagdo do parasito da corrente
sanguinea, impactando a troca de ions (DEROOST et al., 2016) e afetando a funcéo dos
eritrocitos, contribuindo para anemia.

E relevante mencionar que a band 3 eritrocitica humana possui regides no
glicosiladas cruciais para a interagdo com proteinas de P. falciparum durante o processo
de invasdo celular ( HOGH et al., 1994; GOEL et al., 2003). P. vivax também utiliza
dessa proteina no processo de invasdo celular, por meio da interacdo com antigenos
ricos em triptofano (PvTRAgs) (ALAM et al.,, 2016, 2015). A complexidade da
interacdo parasito-hospedeiro pode gerar uma dificuldade para o sistema imunolégico
distinguir entre o préprio e o nao-proprio. Nesse contexto, algumas partes da proteina
podem ser apresentadas como antigenos para as células T e, posteriormente, para as

células B, gerando autoanticorpos que podem contribuir para a destruicdo de eritrocitos
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ndo infectados durante infeccdes por P. vivax. No entanto, é necessario realizar mais
estudos para compreender como esses anticorpos sdo produzidos e qual é a sua real
funcdo na contribuicdo para a anemia na maléria vivax. Aspectos estruturais e
funcionais proteina band 3, bem como a interacdo dela com P. vivax durante a infec¢éo

serdo melhor explorados no capitulo 2.

3.1.1. Anemiaem infecgdes por Plasmodium vivax

Parasitos do género Plasmodium passam uma parte significativa de suas vidas no
meio intracelular, principalmente no interior de eritrdcitos, no qual sdo rompidos pelo
desenvolvimento do parasito e isso leva as manifestacdes clinicas da malaria. A anemia
representa uma das principais complicacBes associadas a malaria, resultando em
significativa morbidade e mortalidade, especialmente entre gestantes e criangas 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 relevancia marcante em termos de salde publica, a
anemia relacionada a malaria tem recebido, em comparagdo a outras areas de pesquisa,
uma atencdo relativamente limitada da comunidade cientifica, como observado nas
investigacOes sobre a resposta imunoldgica, desenvolvimento de vacinas e gendmica
(CHANG; STEVENSON, 2004; LAMIKANRA et al., 2007).

Decorrente do ciclo eritrocitico nos hospedeiros vertebrados, uma série de
alteracbes bioquimicas, estruturais e funcionais ocorre nos eritrocitos, culminando na
sua ruptura (GLUSHAKOVA et al., 2005; MILLHOLLAND et al., 2011). Isso resulta
na liberacdo de metabdlitos, outras moléculas do parasito e estruturas internas dos
eritrécitos, na corrente sanguinea, desencadeando uma resposta no hospedeiro.
Entretanto, é importante ressaltar que a anemia associada a maléria ndo pode ser
completamente atribuida apenas & digestdo da hemoglobina e a destruicdo dos
eritrocitos infectados (PERKINS et al., 2011; WHITE, 2018).

Nas infecgbes por P. vivax, a falta de correlagcdo entre anemia e parasitemia
torna-se mais evidente. Os reticulécitos, que compdem aproximadamente 1% das
células circulantes no sangue (KITCHEN, 1938), ndo justificam, por si s6, a anemia
devido ao ciclo natural do parasito, uma vez que essas células sdo prontamente respostas

por meio da eritropoiese (QUINTERO et al., 2011). Entretanto, é sabido que a
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destruicdo de eritrocitos ndo infectados e os baixos niveis de hemoglobina podem
persistir ap6s a infeccdo, mesmo na auséncia de parasitos circulantes
(LOOAREESUWAN et al., 1987; COLLINS et al., 2003; DOUGLAS et al., 2012).

Embora se espere que, em infeccdes por P. vivax, a parasitemia seja inferior a
observada em infeccdes por P. falciparum, o nimero absoluto de eritrocitos removidos
da circulacdo e o grau de anemia resultante da infeccdo por ambas as espécies nao séo
semelhantes (DOUGLAS et al., 2012). Utilizando modelos mateméticos com dados
hematoldgicos e de parasitemia, estimou-se que infecgdes por P. vivax resultem na
destruicdo de, aproximadamente, 34 eritrocitos ndo infectados para cada reticuldcito
infectado (COLLINS et al., 2003), enquanto que, em infeccdes por P. falciparum, essa
proporcao € de oito eritrocitos ndo infectados para cada eritrdcito infectado (JAKEMAN
etal., 1999).

Para explicar a génese da anemia associada a malaria, tem-se estudado
componentes autoimunes, buscando uma compreensdo mais aprofundada dos diferentes
mecanismos fisiopatolégicos que podem estar envolvidos na destruicdo de eritrocitos
saudaveis (Figura 4). Dentre os elementos que podem contribuir para a patogénese da
anemia na malaria, estdo a disfuncdo da medula dssea, que pode levar a deseritropoiese
(WICKRAMASINGHE et al., 1989), e o estresse oxidativo, disparado por metabélitos
do parasito ou da resposta imune a infecgdo que pode levar a hemdlise (BILGIN et al.,
2012; EREL et al., 1997). E possivel, ainda, que anticorpos direcionados a antigenos do
parasito aderidos aos eritrocitos ndo infectados, bem como a deposicdo de
imunocomplexos, na superficie dessas células, estimulem a fagocitose por macrofagos
do baco (WOODRUFF; ANSDELL; PETTITT, 1979).
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Figura 4 — Possiveis mecanismos imunoldgicos envolvidos no surgimento da anemia em infec¢des P.
vivax. A) Durante o ciclo eritrocitico, P. vivax promove a ruptura dos reticuldcitos, expondo antigenos
parasitarios e celulares na corrente sanguinea. A resposta a estas moléculas induz elevada resposta imune
do hospedeiro podendo levar a danos na membrana de eritrocitos, levando essas células a hemdlise ou a
serem fagocitadas. B) Imunomediadores podem atuar na medula 6ssea ou no baco, causando efeitos
toxicos nas linhagens eritroides levando & deseritropoiese. As células infectadas por P. vivax podem
citoaderir em células endoteliais ou em outros eritrocitos, contribuindo para a perda de eritrdcitos. Fonte:
CASTRO-GOMES et al., 2014.
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Durante a infeccéo provocada por parasitos do género Plasmodium, sdo gerados
altos niveis de anticorpos que abrangem diversas moléculas, com uma ampla
especificidade (TEO et al, 2016; RIVERA-CORREA; RODRIGUEZ, 2018;
MOURAO; CARDOSO-OLIVEIRA; BRAGA, 2020). Esses anticorpos normalmente
reconhecem antigenos especificos do parasito e podem agir blogueando a invasao do
parasito em novas células, dificultando a adesdo de células infectadas aos tecidos do
hospedeiro ou auxiliando as células do sistema imune no combate & infecgdo (revisado
por TEO et al., 2016). No entanto, em alguns casos, esses anticorpos gerados durante a
malaria podem reconhecer componentes préprios do hospedeiro e desencadear respostas
autoimunes.

Anticorpos que reconhecem moléculas de eritrocitos tém sido descritos em
infeccdes por Plasmodium spp desde a década de 70 (ROSENBERG et al., 1973;
FACER, 1980; BERZINS; WAHLGREN; PERLMANN, 1983; FERNANDEZ-ARIAS
et al., 2016; MOURAO et al., 2016, 2018; RIVERA-CORREA et al., 2019a, 2019b,
2020). No entanto, o papel destes anticorpos, como contribuintes para a anemia
maldrica, ainda ndo foi completamente explorado.

Os mecanismos que desencadeiam a producdo de autoimunidade na malaria
ainda sdo pouco conhecidos. Compreender como ocorre esse fenébmeno, identificar os
fatores iniciadores e entender os papéis desempenhados pelas diversas moléculas
envolvidas durante a patogenia € crucial para uma melhor compreensdo da dindmica
parasito-hospedeiro. Nos Ultimos dez anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao
estudo dos autoanticorpos relacionados a patogénese da anemia em infecces por P.
vivax (MOURAO; CARDOSO-OLIVEIRA; BRAGA, 2020).
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo geral:

Avaliar a resposta de autoanticorpos contra diferentes autoantigenos em pacientes

infectados por P. vivax e associacdo deste fendmeno com a anemia malérica.

3.2.2. Objetivos especificos:

e Revisar a literatura com o objetivo de identificar e discutir os possiveis
mecanismos responsaveis pela producdo de autoanticorpos durante infeccdes
causadas por Plasmodium spp, bem como descrever quais sdao os alvos destes
autoanticorpos;

e Avaliar a diferenca na resposta de autoanticorpos anti-eritrdcitos, anti-band 3,
anti-PS e anti-DNA entre pacientes anémicos e ndo anémicos com infecgéo
patente por P. vivax;

e Analisar a intensidade de ligacdo de anticorpos purificados do plasma de
pacientes infectados por P. vivax a eritrocitos nao infectados (de individuos
saudaveis e infectados por P. vivax) e quais sdo suas especificidades;

e Estabelecer uma correlagdo entre os niveis de autoanticorpos dirigidos a
diferentes antigenos e o0s parametros hematoldgicos e parasitologicos

apresentados pelos pacientes infectados por P. vivax.
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33. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Revisdo integrativa

Esta pesquisa utilizou como metodologia a revisao integrativa da literatura. De
acordo com Mendes, Silveira e Galvéo (2008), esse tipo de revisdo tem como objetivo
sintetizar os resultados de pesquisas sobre um determinado tema, contribuindo para seu
profundo conhecimento. A revisdo integrativa é constituida de seis etapas; elaboragdo
da pergunta norteadora; busca de amostragem na literatura; coleta de dados; analise
critica dos estudos incluidos; discussdo dos resultados; apresentacdo da revisdo
integrativa (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).

3.3.2. Critérios de busca

Realizaram-se buscas bibliogréficas de publicacfes referentes a autoanticorpos e
maléria. A populacdo deste estudo foi composta por artigos cientificos 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 sdo de livre acesso e escritos em inglés.

3.3.3. Area e populacdo de estudo

Nesta etapa do estudo, foram utilizados plasmas de individuos com infecgéo
patente por Plasmodium vivax (n = 83) que procuraram atendimento meédico nas
unidades de saude Hospital Universitario Jalio Muller, em Cuiab4, Mato Grosso (n =
49) e na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus,
Amazonas (n = 34). Esses individuos foram avaliados no dia do diagnostico positivo
para malaria. Coletaram-se os plasmas no periodo compreendido entre 0s meses de
fevereiro de 2006 a janeiro de 2017, através de pungédo venosa, em tubos Vacutainer®,
contendo anticoagulante (EDTA ou heparina), e encontram-se estocados a -20°C na
soroteca do Laboratorio de Maléria e Gendmica de Parasitos, do Instituto de Ciéncias

Biologicas, da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Realizou-se o diagnostico dos pacientes com suspeita clinica de malaria por
meio do exame microscopico de gota espessa e confirmado por amplificacdo do gene
18s SSU rRNA de Plasmodium (SCOPEL et al., 2004). A parasitemia (parasitos/pL de
sangue) foi determinada a partir da contagem de 100 campos microscépicos, utilizando-
se aumento de 10x na lente ocular e 100x na lente objetiva, sob imersdo em éleo. Os
pacientes infectados por P. vivax foram distribuidos em dois grupos de acordo com a
concentracdo de hemoglobina detectada no hemograma: i) infectados ndo anémicos,
aqueles cuja concentracdo de hemoglobina era superior a 11 g/dL (n = 58), e ii)
infectados anémicos, aqueles cuja concentracdo de hemoglobina foi igual ou inferior a
11 g/dL (n = 25), como descrito em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa
(MOURAO et al., 2016, 2018, 2020). E importante ressaltar que apenas os pacientes
com anemia normocitica (volume corpuscular médio igual a 80-95 dL) e normocrdémica
(concentracdo de hemoglobina corpuscular média de 32-36 g/dL) foram incluidos neste
estudo.

Todos os pacientes foram examinados por um médico especialista que, durante a
consulta, aplicou um questionario padrdo, previamente testado e elaborado, contendo
perguntas a dados pessoais, a quantidade prévia de episodios de malaria e histérico
clinico e ao perfil demogréfico e socioeconémico dos individuos. Valores clinicos,
demograficos e parasitologicos estdo demonstrados na Tabela 1. Os individuos
diagnosticados com malaria foram tratados conforme é preconizado pelo Manual de
Terapéutica da Malaria, seguindo as recomendac@es sugeridas pelo Ministério da Salude
do Brasil. Excluiram-se, deste estudo, os pacientes que apresentaram grave desnutri¢éo
ou infeccdo como HIV ou hepatite.

Como controle, foram utilizados plasmas de individuos sem qualquer exposicédo
prévia a malaria e que residem em area ndo-endémica (n = 26), em Belo Horizonte,
Minas Gerais. Incluiram-se, neste estudo, apenas os individuos que assinaram o termo
de consentimento, conforme normatiza o Comité de Etica da Universidade Federal de
Minas Gerais (projeto aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais, CCAE: 01496013.8.0000.5149, parecer 519.481).
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3.3.4. Ensaios imunoenzimético (Enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA)

3.34.1. Preparo e dilui¢iao dos antigenos

A sensibilizacdo das placas de 96 pogos (Immunolon® Microtiter™ ELISA
plates, Thermo Scientific) foi realizada com 50 pL de cada antigeno testado neste
trabalho. As placas foram incubadas a 4°C por, aproximadamente, 16 horas. Para os
antigenos comerciais ou purificados, fez-se apenas uma diluicdo simples para a
concentracdo de uso: i) Proteina band 3 na concentracdo 0,1 ng/uL diluida em tampé&o
fosfato-salina (PBS) (MOURAO et al., 2018); ii) Fosfatidilserina (PS) (Sigma-Aldrich
P7769) na concentracdo de 20 pg/mL em etanol 100% (RIVERA-CORREA et al.,
2019); iii) DNA de timo de bezerro (Sigma-Aldrich D4522) na concentracdo de 10
pg/mL em PBS (RIVERA-CORREA et al., 2019); iv) Proteina recombinante PvMSP-
119 (fragmento de 19kDa da proteina 1 da superficie de merozoito de P. vivax) na
concentracdo de 1,0 ug/mL em PBS (LIMA et al., 2022), gentilmente cedido pela Prof.2
Irene da Silva Soares, da Universidade de S&o Paulo.

Para os ensaios com eritrocitos inteiros utilizou-se sangue O de doadores
saudaveis nunca antes expostos a infeccdes por Plasmodium spp. O sangue foi coletado
através de puncdo venosa em tubos Vacutainer® contendo heparina. Primeiramente fez-
se a separacao do plasma através de centrifugacdo a 1700 g aceleracdo 4 e freio 1 por 5
min. a temperatura ambiente. O plasma foi retirado e os eritrécitos foram diluidos 1:2
em solugdo salina. O sangue foi entdo transferido para um tubo contendo Ficoll-
PaquePlus (Sigma-Aldrich). A proporcdo 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 aceleracéo 0 e freio 0 por 20 min. a temperatura ambiente. Apos esta etapa, todo
0 sobrenadante e um pouco da papa de eritrocitos foram retirados para evitar a
contaminagdo da amostra por células brancas, e lavados por duas vezes com solucéo
salina a 1700 g por 5 min. cada. Apds as lavagens, os 1 puL da papa de eritrécitos foi
diluido em 1000 pL de solucéo salina para a contagem em camara de Neubauer. As
amostras foram, entdo, diluidas em PBS na concentragio de 1x10° células/poco e

plagueadas.
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3.34.2. Procedimento dos testes imunoenzimaticos

ApoGs o processo de sensibilizacdo, as placas contendo PS foram submetidas a
um processo de evaporacdo do etanol. Para isso, elas foram deixadas, em temperatura
ambiente, sob fluxo de ar por aproximadamente 2 horas. Apds este processo, todas as
placas foram lavadas com 150 uL de PBS com Tween (PBST) 0,05% por 3 vezes. Apds
este processo, 0s pocos foram bloqueados com 200 puL de PBS contendo 3% de
albumina sérica bovina (BSA) e incubadas a 37°C por 1 hora. Os plasmas testados
foram diluidos 1:100 em PBST 0,05% contendo 3% de BSA (PBST-BSA) e, 50 uL
foram adicionados, em duplicata de amostras, aos po¢os ap0s o0 periodo de bloqueio. As
placas foram novamente incubadas a 37°C por 2 horas para que 0s anticorpos presentes
nos plasmas reagissem com os antigenos utilizados. Apos este periodo, as placas foram
novamente lavadas por 3 vezes e 50 ul de 1gG anti-humano conjugado com HRP
(Invitrogen) ou 50 uL de IgG anti-humano conjugado a peroxidase na concentracéo de
1:500 e 1:2000, respectivamente, diluidos em PBST-BSA. As placas foram novamente
incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos. As ultimas trés lavagens foram realizadas
apos este processo e 100 pL de substrato TMB (BD Biosciences) ou 50 uL de OPD (o-
phenylenediamine dihydrocloride substrate — Sigma Aldrich), diluido em tampéo
citrato-fosfato (pH 5,0), foram adicionados aos pocos. As placas foram deixadas em
temperatura ambiente, sob abrigo da luz, até que a coloracdo desejada fosse atingida. A
reacdo foi parada com a adicdo de 100 pL/pogo de Tampdo de Paragem (Biolegend)
para as placas reveladas com TMB e com 50 pL de &cido sulfurico (H2SOa4) 4 N para as
placas reveladas com OPD. As absorbancias 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 comparacdo da média da absorbéncia das duplicatas das
amostras com a mesma diluicdo de uma amostra sabidamente positiva para cada
antigeno testado. O valor de cut-off de cada antigeno foi estabelecido através da média
somada a dois desvios padrdes dos valores de unidade relativa de 7 individuos

sabidamente ndo responsivos aos antigenos testados.
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3.3.5. Ensaios de Citometria de Fluxo

3.35.1. Amostras e grupos de estudo

Para realizar os experimentos de citometria de fluxo, utilizamos eritrocitos de
trés individuos infectados por P. vivax coletados no municipio de Nova Califérnia,
Ronddnia. Como controle, utilizamos eritrdcitos de trés individuos saudaveis nunca
antes expostos a infecgdes por Plasmodium spp. Os eritrdcitos estavam congelados e
armazenados em nitrogénio liquido (COCKBURN et al., 2002) no Laboratério de
Maléria e Gendmica de Parasitos. Todos os eritrocitos utilizados eram do grupo
sanguineo O*. Para o ensaio, também foram utilizadas IgG purificadas do plasma de 10
individuos dos trés grupos apresentados no subtopico 2.4.1., selecionados

aleatoriamente.

3.3.5.2. Purificacdo dos anticorpos

Anticorpos 1gG totais dos 10 individuos 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 recomendacdes do
fabricante. Brevemente, as placas foram levemente agitadas para a ressupensao do meio
de conservacdo e os selos que cobriam a parte de cima e de baixo da placa foram
retirados. Retirou-se a solucdo de conservacdo apds uma centrifugacdo de 1 min. a 100
g. Logo apds, as colunas foram equilibradas com 300 pL de tampao de ligacdo (20 mM
fosfato de sddio, pH 7,0), agitadas brevemente e centrifugadas por 30 segundos a 100 g.
100-300 pL de plasma foi adicionado, individualmente, em cada coluna e a placa foi
deixada em agitacdo leve em um agitador automatico por 4 minutos em temperatura
ambiente. Apos este tempo de incubacdo, a placa foi novamente centrifugada por 30
segundos a 100 g. Para lavar o excesso de substancias do plasma, foi adicionado 300 pL
do tampdo de ligacdo e a placa foi submetida a nova centrifugacdo de 30 segundos a
100g; repetiu-se esta etapa por duas vezes. Antes da etapa de eluigdo, duas placas de 96
pocos foi preparada contendo 15 pL do tampéo neutralizante (1 M Tris-HCI, pH 9,0)

por pogo. Para a eluicdo dos anticorpos presos a coluna foi adicionado 200 pL do
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tampéo de eluicdo (0,1 M glicina-HCI, 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 tampéo neutralizante. Cada eluicdo foi analisada em NanoDrop Lite

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

3.3.5.3. Descongelamento e preparo dos eritrocitos

Os criotubos contendo o0s eritrocitos congelados foram  retirados,
cuidadosamente, do nitrogénio liquido e rapidamente adicionados em banho-maria,
previamente aquecido a 37°C, por 1 a 2 minutos. O contetdo do tubo foi, entdo,
transferido para um tubo Falcon de 50 mL. 200 pL de uma solucdo de NaCl 12% foi
adicionado, lentamente e gota-a-gota, aos eritrocitos. Apés esta etapa, 10 mL de uma
solucdo NaCl 1,8% foi adicionado, lentamente, gota-a-gota, aos eritrécitos. Sem
homogeneizacdo, o conteddo do Falcon foi submetido a uma centrifugacdo a 520 g,
20°C, aceleracdo 4, freio 1, por 5 minutos. Todo o sobrenadante foi removido com
cuidado para nao ressuspender ou retirar volume do pellet. Lentamente e gota-a-gota,
foi adicionado 10 mL de uma solucdo NaCl 0,9%-Glicose 0,2%. Novamente o tubo foi
centrifugado a 520 g, 20°C, aceleracédo 4, freio 1, por 5 minutos. Todo o sobrenadante
foi removido e os eritrdcitos foram lavados 1x com meio RPMI (520 g, 20°C,
aceleracdo 4, freio 1, por 5 minutos). O sobrenadante foi retirado e o pellet de eritrdcitos
foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI. Para os ensaios os eritrocitos foram diluidos

na procgdo 2:100 em solucéo salina comercial.

3.3.5.4. Opsonizacao e preparo dos eritrocitos para a citometria de fluxo

Apos o descongelamento e a diluicdo dos eritrdcitos na proporcéo 2:100, estas
células foram devidamente plaqueadas em placas de 96 pocos com fundo em U. As
placas foram transportadas, em bolsa térmica com gelo, até o Instituto René Rachou no
laboratério do Grupo Integrado de Pesquisa em Biomarcadores. As placas foram, entéo,
centrifugadas a 520 g, 20°C, aceleracdo 4, freio 1, por 5 minuotos. Retirou-se o
sobrenadante com auxilio de uma pipeta multicanal e os pellets foram ressuspendidos

com 50 pL solugéo 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 agitacdo em agitador
automatico, por 1 hora e 30 minutos a 37°C. ApOs este periodo, as placas foram
centrifugadas e lavadas 1x com solugéo salina a 520 g, 20°C, aceleracdo 4, freio 1, por 5
minutos, cada. Para a marcacdo dos eritrécitos e dos anticorpos opsonizados, 50 pL de
solucdo contendo IgG anti-CD235a-PE-Cy5 (BD Biosciences) 1:400 e IgG anti-lgG
humano-FITC (Sigma-Aldrich) 1:200. Como controle, utilizou-se também uma
marcagdo com I1gG anti-band 3 BRIC6-FITC (BD Biosciences). Importante ressaltar
que, nos controles que continham 1gG anti-band 3, ndo foram utilizados IgG anti-lgG
por possuirem o mesmo fluorocromo. Apds a adi¢do dos marcadores, as placas foram
incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo e ao abrigo da luz. As
placas foram entdo centrifugadas e lavadas 1x com solugdo salina a 520 g, 20°C,
aceleracdo 4, freio 1, por 5 minutos, cada. ApoOs esta etapa cada amostra foi
ressuspendida em 200 uL 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 fluorescéncia (MFI) e frequéncia de
células verdadeiramente positivas.

Queriamos analisar, também, se 0 H2DIDs (4,4
Diisothiocyanatodihydrostilbene-2,2 -disulfonic acid, disodium salt) (Sigma-Aldrich),
ao bloquear o canal iénico da band 3, também bloquearia ou dificultaria a ligagdo dos
anticorpos purificados dos grupos de estudo deste trabalho. Para isso, em outro dia de
experimentacdo, 50 pL da solucéo de HoDIDs, diluidos em PBS a 0,1 M foi adicionado
em cada poco antes da etapa de opsonizacdo dos eritrocitos e deixado incubando por 1
hora a 37°C, sob agitacdo e ao abrigo da luz. Apoés esta etapa, 0 protocolo transcorreu

como descrito acima.

3.3.6. Analise dos dados

Criou-se um banco de dados no programa Microsoft Excel, contendo todas as
informac0es referentes as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes incluidos
neste trabalho. As anélises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism
8.0. Avaliou-se a normalidade dos dados pelo teste estatistico de Shapiro-Wilk. Para
comparar 0s niveis de anticorpos entre os diferentes grupos estudados, utilizaram-se 0s

testes de One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis, e também
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seguido pelo teste post hoc de Dunn. As correlagdes foram analisadas utilizando-se o
coeficiente de correlacdo de Pearson para grupos com distribuicdo normal e o teste de
Spearman para grupos cuja distribui¢do era ndo parametrica.

A técnica de estatistica multivariada, utilizada neste estudo, foi a analise fatorial
por meio de componentes principais (PCA), uma ferramenta que possibilita a reducéo
da dimensionalidade de um conjunto de dados, facilitando a interpretagéo e evitando a
perda de informacg0es. 1sso porque, cada componente principal (CP) é uma combinacgao
linear de todas as variaveis originais, e € obtida em ordem decrescente da maxima
variancia. Dessa forma, n-variaveis originais geram n-componentes principais nao
correlacionados que contém a maior parte da informagdo do conjunto original
(JOLLIFE, 2002; ABDI & WILLIAMS, 2010). Para esta andlise, os dados foram
primeiramente normalizados, utilizando a transformacéo logaritmica e entdo submetidos
a analise de PCA. Toda esta etapa foi feita utilizando o software R (Development Core
Team, 2011) utilizando as bibliotecas MASS, factoextra e ggplot2. Para as analises dos
ensaios de citometria de fluxo utilizou-se o programa FlowJo V.10 tanto para a
marcacdo dos gatings quanto para o calculo da MFI e da frequéncia de células

verdadeiramente positivas.
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Autoantibodies are frequently reported in patients with malaria, but whether they
contribute to protection or to pathology is an issue of debate. A large body of evidence
indicates that antibodies against host-self components are associated to malaria
clinical outcomes such as cerebral malaria, renal dysfunction and anemia. Nonetheless,
self-reactive immunoglobulins induced during an infection can also mediate protection. In
light of these controversies, we summarize here the latest findings in our understanding of
autoimmune responses in malaria, focusing on Plasmodium falciparum and Plasmodium
vivax. We review the main targets of self-antibody responses in malaria as well as the
current, but still limited, knowledge of their role in disease pathogenesis or protection.

Keywords: malaria, anemia,

| malaria, renal dysfunction

INTRODUCTION

Despite substantial progress in control efforts over the past decades, malaria still accounts for
significant morbidity and mortality, mainly in underdeveloped countries. In 2018, an estimated 228
million cases of malaria occurred worldwide with 405,000 deaths, largely in Africa (WHO | World
Malaria Report, 2019). Five species are known to cause malaria in humans, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi, Plasmodium ovale, and Plasmodium malariae. Since
research emphasis has been placed on P. falciparum and P. vivax, parasites that are responsible
for most of malaria cases, here we will focus in these two species.

Symptomatic disease occurs during the erythrocytic phase when the presence of asexual
blood-stage parasites triggers a robust innate immune response. This response if properly regulated
may clear infection, contributing to the development of a protective immunity. By the other
hand, if not counterbalanced by anti-inflammatory responses, the exacerbated activation of the
immune system may play a key role in the pathogenesis (reviewed by Antonelli et al., 2019), leading
to complications such as cerebral malaria, anemia, acute kidney injury and respiratory distress
syndrome (Moxon et al., 2019).

During infection, high levels of antibodies with a broad range of specificities are elicited.
Although their functional activity is far from over, it is known that such molecules can have diverse
effects. Antibodies are critical for the control of the disease by acting alone or in cooperation with
host immune cells (For further details see Teo et al., 2016). But in some cases, antibodies that
recognize host’s own components may also promote pathology (Ludwig et al., 2017).

The presence of autoantibodies that recognize the host’s own molecules has also been extensively
reported in patients with malaria (Rosenberg et al., 1973; Berzins et al., 1983; Daniel-Ribeiro
et al., 1983; Wozencraft et al., 1990; Jakobsen et al., 1993; Lacerda et al., 2011; Fernandez-Arias
et al., 2016; Mourdo et al., 2016, 2018; Rivera-Correa et al., 2019a). The mechanisms by which
autoimmune responses could be triggered during an infection remains unclear but it is generally
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accepted that they may include: molecular mimicry (Damian,
1964; Greenwood, 1974), bystander activation (Fujinami et al.,
2006; Minz et al., 2009), epitope spreading (Vanderlugt and
Miller, 2002; Miinz et al., 2009), persistent infection and B cells
polyclonal activation (Freeman and Parish, 1978; Rosenberg,
1978; Daniel-Ribeiro et al., 1983; Minoprio, 2001).

Molecular mimicry is the sharing of structurally similar
antigens between parasite and host components (Damian, 1964).
In malaria, molecular mimicry occurs between P. falciparum
translationally controlled tumor protein (PfTCTP) and human
histamine-releasing factor (HRF) (MaCDonald et al., 2001).
Another plasmodial protein that share motifs with host’s
components is P. falciparum erythrocyte membrane protein 1
(PfEMP1), which exhibits homology with human vitronectin
(Ludin et al, 2011). An in silico analysis comparing P. vivax
entire proteome and human RBC proteome also revealed that
23 P. vivax proteins shared similarity to human RBC proteins
such as ankyrin, actin, and spectrin (Mourio et al., 2018). These
structural similarities can activate cross-reactive autoreactive
lymphocytes, consequently disordering the immune system. So,
when T- or B- cells receptors recognize a parasite epitope that
is similar enough to a self-protein, an autoimmune response
is elicited, leading to cell or tissue destruction in addition to
activation of other branches of the immune system (Fujinami
et al., 2006; Miinz et al., 2009).

Bystander activation is an antigen-independent phenomenon
whereby parasitized cells, either through direct cell contact or
paracrine signals, alert or instruct neighboring non-infected cells
to produce inflammatory mediators (Holmgren et al, 2017).
The inflammatory milieu evoked by the infection promotes
the activation and expansion of autoreactive T or B cells,
which can initiate an autoimmune response that damage host’s
cells or tissues, leading to the release of self-reactive antigens
(Fujinami et al., 2006; Miinz et al., 2009). Evidences of bystander
activation in malaria came from in vitro studies investigating the
pathways driving inflammation in infection. These studies have
demonstrated that extracellular vesicles derived from plasma of
mice infected with Plasmodium berghei or from P. falciparum-
infected erythrocytes were able to activate naive host cells
(Couper et al., 2010; Mantel et al., 2013).

It is widely known that in early immune responses, epitopes
of the initial antigens are recognized by the acquired immune
system, but during infection, epitopes other than the dominant
ones may also become immunogenic and be targets of T and
B cells. This reactivity to newer endogenous epitopes is termed
“epitope spreading” and may be induced against other epitopes
in the same autoantigen (intramolecular epitope spreading) or
against epitopes in other self-antigens (intermolecular epitope
spreading) that are released after T- or B-cell-mediated bystander
(Miinz et al, 2009). Although epitope spreading is more
commonly reported in autoimmune diseases, it may also occur
in persistent infections, as it has been suggested by Flanagan
et al. (2006) in a study conducted with adults naturally exposed
to malaria in Kenya. These authors have investigated cellular
immunity to the thrombospondin-related adhesive protein of
P. falciparum (PfTRAP) and showed that the immunodominant
response stimulated in the primary exposure to this protein
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has progressed to encompass lesser epitopes with repeated and
prolonged exposure.

In vitro experiments with P. falciparum-infected RBCs
revealed that culture supernatant containing parasite-derived
products was able to induce polyclonal B-cell activation and
non-specific immunoglobulin synthesis, suggesting that B-cell’s
proliferation and differentiation into antibody-secreting cells
triggered by pathogen’s molecules can also lead to autoimmune
responses (Freeman and Parish, 1978; Minoprio, 2001). One
of the molecules that has been incriminated as a potential
activator of B-cells in malaria is the cysteine-rich interdomain
region 1 (CIDR1) of P. falciparum erythrocyte membrane protein
1 (PfEMP-1). Evidence in this line has been provided by a
study with B cells from non-immune donors stimulated with
a recombinant version of CIDRI. The recombinant protein
was able to promote in vitro proliferation, increase in B-cell
size, and expression of immunoglobulins and cytokines in those
cells (Donati et al., 2004). However, just a small proportion of
antibodies secreted by them was specific for parasite antigens; the
greater part was non-specific and could react with different host’s
components, leading to cell and tissue damage.

Self-reactive antibodies recognize different self-antigens such
as erythrocyte proteins (Rosenberg et al, 1973; Fontaine
et al., 2010; Mourdo et al., 2016, 2018; Ventura et al., 2018),
brain molecules (Bansal et al., 2009; Gitau et al., 2013),
phospholipids (Adebajo et al, 1993; Jakobsen et al, 1993;
Facer and Agiostratidou, 1994; Fernandez-Arias et al., 2016;
Barber et al., 2019; Rivera-Correa et al.,, 2019a,b), and nucleic
acids (Adu et al, 1982; Adebajo et al, 1993; Rivera-Correa
et al., 2019b). Although the literature reporting the detection of
autoantibodies in plasmodial infections is vast, the role of such
molecules in malaria is still a controversial issue. Some authors
have associated such autoimmune responses to pathology while
others to protection. In this review, we summarize the latest
breakthroughs regarding autoantibody responses in malaria,
emphasizing what is new on the pathogenesis front, mainly with
respect to cerebral malaria, kidney injury and anemia (Figure 1).

CEREBRAL MALARIA

Cerebral malaria (CM) is a clinical syndrome of severe falciparum
malaria characterized by impaired consciousness assessed by
Blantyre Coma Score < 2 in children (Molyneux et al., 1989)
or Glasgow Coma Score < 11 in adults (Teasdale and Jennett,
1974), with no other cause of encephalitis (Taylor et al.,, 2004).
Although this neurological syndrome only develops in a small
percentage of P. falciparum-infected patients, it is responsible
for more than 90% of malaria-related deaths. The treatment
with anti-malarial drugs decreases mortality due to CM, but
nearly 20% of treated patients still succumb and up to one-third
of survivors frequently exhibit long-term neurological sequelae
such as cognition and speech disorders, physical disability and
cortical blindness (Birbeck et al., 2010).

Although the mechanisms leading to CM pathogenesis are
not yet clearly defined, it is known that both parasite and host
factors play a role in the clinical outcome of this syndrome (Idro
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FIGURE 1 | Schematic representation of self-reactive antibodies and their proposed role in the pathogenesis or protection against malaria. Autoantibodies that
recognize host's own molecules have been reported in patients with malaria but the mechanisms by which such autoimmune response is induced are still to be
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completely elucidated. In infections due to R falciparum, self-reactive immunoglobulins against voltage-gated calcium channel (VGCC), non-erythroid alpha spectrin,
and beta tubulin IIl have been associated to cerebral malaria. In P, faiciparum and P, vivax infections, anti-phosphatidylserine antibodies (IgG anti-PS) have been shown
to recognize non-infected red blood cells (NRBCs) exposing phosphatidylserine, mediating their clearance and contributing to malaria-associated anemia. During R
vivax malaria, autoimmune responses to anion exchanger 1 (band 3 protein) have been implicated in the removal of NRBCs by decreasing their deformability and
enhancing their uptake by THP-1 cells. On the other hand, in P, falciparum malaria, anti-band 3 self-reactive antibodies have been associated to protection through
the blockage of cytoadherence. Antibodies to erythrocytic spectrin are elicited during P, vivax malaria but it remains unclear how they bind to cytoplasmic proteins. It
has been hypothesized that the inflammation triggered by infection may damage brain cells, leading to the exposure of spectrin, which may activate the complement,
amplifying neuronal damage. Finally, anti-DNA autoantibodies and immune complexes containing self-immunoglobulins have been suggested to play a role in renal
dysfunction by depositing in renal tissues. IRBC: infected red blood cell. Ag: antigen. C3: complement component 3. Figure created with BioRender.

et al, 2010). Among host components, B cells and antibodies
are critical for the immune response against malaria. Large
amounts of antibodies are produced in response to plasmodial
infection, including those that recognize self-components such
as host brain antigens (Guiyedi et al., 2007; Bansal et al,
2009; Duarte et al., 2012). However, whether such self-reactive
immunoglobulins are a consequence of cerebral malaria or
a factor that aggravates the disease is little explored. This
could be, in part, due to the difficult in accessing human
brain tissues because of the small proportion of P. falciparum-
infected patients that develop CM. Moreover, the existence of
ethical issues limits the study of CM to peripheral blood and
post-mortem samples.
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Although understudied, some research groups have associated
a marked increase in specific anti-brain autoantibodies levels
with disease severity in P. falciparum malaria. This is the case
of self-reactive antibodies against the voltage-gated calcium
channels (VGCCs), whose levels were shown to be higher in
Kenyan children with CM than in those with uncomplicated
disease or uninfected (Lang et al., 2005). Autoantibodies to
VGCCs have been shown to downregulate calcium flow in
Purkinje neurons and granule cells through a complement-
independent process in autoimmune diseases such as limbic
encephalitis and cerebellar ataxia (Pinto et al., 1998; Irani and
Lang, 2008), thereby providing insight into the pathogenic role
of such self-reactive molecules in malaria.
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Furthermore, it has been reported that serum from Gabonese
children with severe P. falciparum infection recognize a higher
diversity of brain antigens in comparison to non-infected
ones. Some of those autoantibodies display reactivity to the
non-erythroid alpha spectrin (Guiyedi et al., 2007), a structural
protein that is found in the cytoplasm of a variety of brain
cells and is responsible for membrane structure and integrity.
Since inflammation induced by malaria can damage brain
cells exposing non-erythroid alpha spectrin, it is possible that
this protein activates the complement system, amplifying the
neuronal damage. In primary Sjégren’s syndrome, an important
autoimmune disease, non-erythroid spectrin undergoes
proteolysis by caspase 3 and calpain, producing a fragment that
acts as autoantigen (Nath et al.,, 1996; Haneji et al., 1997).

Other cytoskeletal protein that has also been described as a
target of autoimmune responses in CM and which is considered
as a disease-specific marker is beta tubulin III (TBB3) (Bansal
et al, 2009), a protein that is abundant in cells from nervous
system and in neoplastic cells of neural tumors (Katsetos et al,,
2003). TBB3 is involved in axon guidance, thus mutations in this
protein are associated with different nervous system disorders
(Tischfield et al, 2010). In living cells and in vitro models,
polyclonal antibodies with high affinity for beta tubulin have
been shown to disrupt cytoplasmic microtubules, leading to their
fragmentation into smaller units (Fiichtbauer et al., 1985).

In addition to the self-reactive proteins mentioned above, the
dendritic tree of Purkinje cell is another host component that has
been considered a target of autoimmune responses in CM. In a
cohort of Thai individuals, it has been demonstrated that levels
of autoantibodies against dendrites are higher in P. falciparum-
infected patients with CM than in those with uncomplicated
malaria (Gallien et al, 2011). The pathogenic role of such
autoantibodies was attributed to their ability in inhibiting in vitro
development of Purkinje cells (Calvet et al., 1993). However, it
is important to emphasize that these results were obtained from
studies conducted with cat brain biopsies and thus, should be
interpreted with caution.

On the other hand, a possible role in protection against
severe P. falciparum malaria has already been suggested for self-
reactive antibodies induced during plasmodial infection. This
is the case of IgE autoantibodies to 14-3-3 & brain protein,
which induce in vitro mastocyte degranulation (Duarte et al.,
2012). The 14-3-3 ¢ brain protein belongs to a family of adaptor
proteins that interact with a multitude of binding partners that
contain PSer/PThr motifs. Through this interaction, 14-3-3 ¢
protein affects the activity and localization of various substrate
proteins, regulating signal cascades of a wide range of biological
activities, including cell cycle and apoptosis (Cornell and Toyo-
Oka, 2017). Therefore, 14-3-3 & protein has been implicated
in different neurodegenerative and neuropsychiatric diseases by
mechanisms that vary from apoptosis to protein stabilization
and aggregation (For further details see Foote and Zhou, 2012
and Cornell and Toyo-Oka, 2017). In Parkinson’s disease, for
example, the interaction of 14-3-3 & protein with Bad and
Bax proteins prevents neurons apoptosis. Neurodegeneration
is avoided by interaction between 14-3-3 & protein and
phosphorylated tyrosine hydroxylase in parallel with the binding
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between «-synuclein to unphosphorylated tyrosine hydroxylase.
An imbalance in those interactions leads to neurodegeneration
in this nervous system disorder (Shimada et al, 2013). Thus,
it is not surprising that an antibody response against 14-3-3 ¢
brain protein exert neuroprotective properties, as it has already
been demonstrated in glaucoma, using a neuro-retinal cell line
of mouse origin. In this case, cell viability and reduced reactive
oxygen species levels were considered predictors of protection
(Bell et al., 2015).

As highlighted herein, the repertoire of brain antigens that are
targets of autoimmune responses during CM is vast and depends
on a complex interplay of host, parasite and environmental
factors. However, whether such autoantibodies have a pathogenic
relevance, can be considered biomarkers of neuropathology or
are merely innocent by-standers remains a focus of debate.
More studies are needed in order to elucidate this, as well as
to determine the epitopes, function and origin of such self-
reactive immunoglobulins. Even though it is known that a
breach in the blood brain barrier’s (BBB) integrity is necessary
to allow antibody influx into the brain (Huerta et al., 2006),
studies conducted with post mortem brain tissues from Malawian
children with fatal cerebral malaria revealed that, although BBB
breakdown occurs in vessels containing cytoadherent parasitized
RBCs, no gross leakage of plasma proteins occurs (Brown et al.,
2001). Thus, the mechanisms by which immunoglobulins gain
access to brain tissue are another issue that is still to be elucidated.
Do they cross the BBB independently or do plasma cells secrete
them? Further studies are necessary to understand in more details
how BBB breakdown occurs in malaria. Understanding how this
happens may provide new opportunities to find agents that are
able to open the BBB, allowing the delivery of different molecules
and shedding light on the effects of antibodies in the brain tissue.
This knowledge may pave the way for the development of future
interventions for malaria and other neurological diseases.

RENAL DYSFUNCTION

Acute renal failure is most reported in P. falciparum infections
(Frutakul et al., 1974; Burchard et al., 2003; von Seidlein et al.,
2012; Conroy et al., 2016; Sypniewska et al., 2017; Rivera-Correa
et al, 2019b), but this complication can occasionally occurs
in infection due to P. malariae (Neri et al., 2008; Badiane
et al., 2016). Renal failure is considered a clinical manifestation
with high prognostic value to severe malaria (von Seidlein
et al., 2012; Sypniewska et al., 2017). In P. malariae infection,
renal failure affects most children and is presented as steroid-
resistant nephrotic syndrome. The pathogenesis is possibly
mediated through immune-complex deposition containing IgM,
IgG, C3, and malarial antigens in mesangiocapillary, glomerular,
proximal tubules and subendothelial kidney tissues, with rarely
IgA deposition (Ward and Kibuka-Musoke, 1969; Houba et al.,
1971; van Velthuysen and Florquin, 2000; Das, 2008). Chronic
glomerular disease due to P. malariae infection is usually not
reversible even after treatment, raising the hypothesis that
genetic and environmental factors are also involved (Houba,
1979). Although it is well-known that P. malariae-associated
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renal impairment is caused mainly because of immune complex
deposits, there are no studies investigating if autoantibodies are
involved in this process.

In P. falciparum malaria, acute renal failure is a common
and serious complication in non-immune adults and adolescents
and is more frequent in patients from non-endemic regions
(Barsoum, 2000; Elsheikha and Sheashaa, 2007; Nguansangiam
et al., 2007), but it can also occur in pediatric severe malaria
(Olowu and Adelusola, 2004; von Seidlein et al., 2012; Conroy
et al, 2016; Sypniewska et al., 2017; Rivera-Correa et al., 2019b).
Although it is an important clinical manifestation associated with
mortality and morbidity, the pathogenesis of renal failure in P.
falciparum malaria is not well understood. However, unlikely
P. malariae-associated renal failure, acute kidney injury in P.
falciparum infection is usually transient and disappears after
treatment (van Velthuysen and Florquin, 2000), suggesting that
the parasite does not have a great role in the pathogenesis that
is most likely to be caused by host’s immune response. Several
hypothesis on the pathogenesis of malarial renal failure have
been proposed, including mechanical obstruction of glomerular
and tubulointerstitial capillaries by infected erythrocytes (Seydel
et al., 2006; Nguansangiam et al., 2007), possibly leading to renal
ischemia (Conroy et al., 2016); immune complex deposits leading
to renal impairment (Frutakul et al,, 1974); and autoantibodies
against nucleic acids (Wozencraft et al., 1990; Rivera-Correa
etal., 2019b).

In a children population from Uganda, Rivera-Correa et al.
(2019b) demonstrated that infants with severe P. falciparum
malaria manifesting acute kidney injury have autoantibodies
against nucleic acid and lipids. Additionally, they found a
correlation between those autoantibodies and creatinine and
blood urea nitrogen levels, two indicators of kidney health,
suggesting that such immunoglobulins may play a role in kidney
injury. It was also shown that anti-DNA autoantibodies were
elevated in children with acute kidney injury, a result that is
in accordance with Wozencraft et al. (1990), who obtained
similar data, however, in mouse malaria. It is important to
mention that no difference was found in levels of antibodies
against parasite antigen, indicating that systemic changes in IgG
metabolism and immune-mediated pathways may contribute
to malaria-associated renal failure. This result corroborates the
findings from Frutakul et al. (1974), who reported an absence
of antibodies against parasite antigens in immune complexes
deposited in glomeruli capillary walls from a Thai child’s
kidney. All these data demonstrate that renal dysfunction due to
autoantibodies may be relevant in severe P. falciparum-associated
renal failure. Future investigations should be conducted to
further understand the role of those autoantibodies, their
involvement in renal pathogenesis, as well as their use as
disease biomarkers.

ANEMIA

Anemia is the most common feature and a major concern
in malaria, mainly in young children and pregnant women
(Accrombessi et al., 2015; Kenangalem et al., 2016; White, 2018).
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Despite its relevance, the pathogenesis of malaria-associated
anemia is complex, and still incompletely understood. Malaria-
induced anemia is thought to arise from the rupture of
infected and non-infected red blood cells (nRBCs), as well as
inappropriate erythropoiesis in the erythroid germinal centers
(Douglas et al., 2012; White, 2018). But the greater loss is due
to the clearance of nRBCs, which persist long after infection has
resolved (Looareesuwan et al., 1987; Ritter et al., 1993; Collins
etal,, 2003; Douglas et al., 2012). An autoimmune component has
been suggested to explain this removal, although the mechanisms
underlying autoimmunity in malarial anemia have not been
thoroughly explored (White, 2018; Rivera-Correa and Rodriguez,
2019). Self-reactive antibodies that recognize RBCs have been
documented in plasmodial infections since 1970s, when host-
serum components associated with the surface of nRBCs were
detected in patients with malaria using different methodologies
(Rosenberg et al., 1973; Facer et al., 1979; Berzins et al., 1983;
Fernandez-Arias et al., 2016; Mourio et al., 2016). However, their
roles in the pathophysiology of anemia have not been thoroughly
explored. Evidence in this line is given by studies that have
shown a reduction in RBC life span following the clearance
of P. falciparum (Looareesuwan et al., 1987). This reduction in
RBC survival time has been observed mainly in anemic patients
and is associated with the deposition of complement containing
immune complexes on RBCs surface (Rosenberg et al., 1973).
Furthermore, it has been demonstrated that autoantibodies
against triosephosphate isomerase purified from patients with P.
falciparum malaria can bind to RBCs, promoting their lysis and
activating complement cascade thereby, contributing to anemia
(Ritter et al., 1993).

Since these early findings, autoantibodies with other
specificities have already been identified and associated to
anemia in malaria. This is the case of anti-phosphatidylserine
(PS) antibodies, which were found to tag nRBCs exposing
phosphatidylserine (Fernandez-Arias et al, 2016; Barber
et al., 2019; Rivera-Correa et al., 2019a). These self-reactive
immunoglobulins have been shown to increase in vitro
phagocytosis and in vivo clearance of nRBCs, contributing to
malarial anemia in a murine model (Fernandez-Arias et al.,
2016). Moreover, a negative correlation between the magnitude
of anti-PS antibodies and hemoglobin levels has been reported
for patients infected with P. falciparum and P. vivax (Barber
et al,, 2019; Rivera-Correa et al., 2019a,b). In addition, it has
been demonstrated that a population of atypical B cells, which
is characterized by the expression of CD11c¢ and T-bet, secretes
anti-PS antibodies. The activation of these cells has been shown
to be dependent of parasite DNA and different receptors have
been suggested to be involved such as interferon-y receptor
(IFN-yR), B-cell receptor (BCR) and Toll-like receptor 9 (TLR9)
(Rivera-Correa et al.,, 2017). However, the role of such atypical
cells in human malaria was still unknown until a recent evidence
has emerged from a study conducted with P. falciparum-infected
returned travelers (Rivera-Correa et al,, 2019a). In this study, it
has been shown that FcRL5" T-bet™ B-cells are expanded in acute
malaria. Additionally, it has been observed that naive human
peripheral blood mononuclear cells are able to produce anti-PS
antibodies when stimulated with lysates of P. falciparum-infected
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TABLE 1 | Autoantibodies against self-antigens and their implications in R, falciparum and P vivax malaria.

Self antigen

14-3-3 ¢ brain protein

Beta tubulin 11 (TBB3)

Dendritic tree of Purkinje cell

Erythrocyte band 3 protein

Lipids

Non-erythroid alpha spectrin

Possible functional activity of
self-reactive antibody

Degranulation of mast cells, basophils,

eosinophils and/or monocytes/macrophages

Cytoplasm microtubule disruption

In vitro inhibition of Purkinje cells development

Rigidity increase and in vitro clearance of
non-parasitized RBCs

In vitro P, falciparum cythoadherence blockage

and in vivo adherence of RBCs; parasite
growth inhibition

Kidney injury through immune complex
deposition

Disruption of brain cells cytoskeleton;

complement activation and amplification of

neuronal damage

Clinical outcome

Protection against severe Plasmodium
falciparum malaria

Cerebral malaria associated to P.
falciparum

Cerebral malaria associated to P.
falciparum

Anemia associated to Plasmodium vivax

Protection against £, falciparum malaria

Renal failure associated to P, falciparum
malaria

Cerebral malaria associated to P.
falciparum

Renal failure associated to P, falciparum
malaria

Anemia associated to P, falciparum and P.
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RBCs, highlighting such atypical subset of memory B cells as a
major promoter of autoimmune anemia in malaria. Besides anti-
PS antibodies, self-reactive immunoglobulins triggered by other
host cell targets are also involved in RBCs lysis, as it has been
evidenced in a complement lysis assay using annexin V to block
the binding of anti-PS antibodies to phosphatidylserine. After the
binding of annexin to PS, RBC lysis could be partially inhibited
by plasma from P. falciparum-infected patients (Rivera-Correa
etal, 2019a).

Autoantibodies against RBCs have also been described for
P. vivax infections (Mourio et al, 2016, 2018; Ventura et al.,
2018; Barber et al., 2019). However, since this parasite has unique
biological features that restricts its invasion to reticulocytes,
lower densities of peripheral parasitemia are generally expected
for infections due to P. vivax in comparison to P. falciparum.
But despite this, P. vivax causes a greater loss of nRBCs. Thus,
it is possible that the mechanisms leading to nRBCs removal
in P. vivax malaria are distinct from those observed from P.
falciparum. More work is needed to elucidate this.

Different erythrocytic antigens have been shown to be
recognized by self-reactive immunoglobullins from anemic P.
vivax-infected patients such as band 3 (Mourdo et al., 2018),
an anion exchanger protein which mediates the change of
intracellular bicarbonate (HCOj) to extracellular chloride (CI™)
(Cordat and Reithmeier, 2014). Since IgGs purified from the
same patients can bind to the surface of non-parasitized RBCs,
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Cerebral malaria associated to P.
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increasing their rigidity and enhancing their clearance by
THP-1 phagocytes (Mourdo et al, 2018), it is also possible
that anti-RBCs antibodies mediate malarial anemia through
erythrophagocytosis or through decreasing RBC deformability
(Mourio et al., 2016). Other possibility is the withdrawn from
circulation by mechanisms like those tagging senescent RBCs for
clearance (Lutz and Bogdanova, 2013), a hypothesis that should
be better investigated.

Other RBC protein that has also been considered a target
for autoimmune responses during P. vivax malaria is spectrin,
although it is still unclear how anti-spectrin antibodies bind
to an inner component of RBC membrane. Since in silico
analysis revealed that human spectrin primary structure shares
homology with a P. vivax hypothetical protein, it is possible that
molecular mimicry drives autoimmune response against human
spectrin (Mourdo et al, 2018), a hypothesis that needs to be
experimentally validated.

On the other hand, no association between anti-RBCs
antibodies and anemia has been observed in a study conducted
with P. vivax-infected children and adolescents from Pard, a
State located in Brazilian Amazon (Ventura et al, 2018). A
similar result was also found by (Fernandes et al., 2008), who
evaluated the frequency of malarial anemia, as well as cytokines
and autoantibodies levels, in an area in which P. vivax and
P. falciparum coexists. It is important to mention that despite
no significant association has been found in both studies,
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BOX 1 | Outstanding questions in autoimmunity-mediated pathology
in malaria:

Which mechanisms are behind the generation of self-reactive antibodies in
malaria?

What are the self-antigens that trigger auto-immune responses in P
falciparum and P, vivax malaria?

How self-reactive antibodies penetrate the blood-brain barrier, a high
selective barrier that protects the central nervous system from invaders?
Do they cross independently or do plasma cells secrete them?

Do self-reactive antibody responses change with anti-malarial therapy?

Is there any assaciation between autoantibodies that persist after parasite
clearance and long-term complications?

What is the prevalence and the magnitude of autoantibody responses in
different epidemiological settings?

Can anti-self-antibody blockage prevent pathology?

higher frequency of anti-RBCs antibodies has been reported in
patients with malaria (Fernandes et al, 2008; Ventura et al,
2018).

In other reports, a beneficial role has been attributed to anti-
RBCs antibodies. This is the case of a study carried out in an
area of intense transmission of malaria in Liberia, where it has
been shown that immune responses to band 3 neoantigens are
correlated with lower P. falciparum parasitemia and can block
in vitro and in vivo RBCs' cytoadherence (Hogh et al., 1994).
Moreover, an anti-plasmodial activity has been proposed to
autoantibodies from patients with autoimmune diseases, which
were able to inhibit parasite growth, suggesting a protective role
for those molecules, although the authors have not ruled out the
involvement of other serum components (Brahimi et al., 2011).
Since the pathways involved in autoantibody-induced pathology
differ among infections due to different parasites, it is possible
that self-reactive antibodies exert diverse effects in infections by
P. vivax and P. falciparum, an issue that should be target of
future investigation.

As can be noted by the findings mentioned above, the
literature concerning self-reactive antibodies against RBCs
suggest a dual role for these immunoglobulins in malaria-
associated anemia. But crucial gaps remain to be addressed
(Box 1).

These scientific breakthroughs will allow the use of
autoantibodies as signatures to predict disease severity
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or protection, as well as provide insights toward the best
vaccination strategies. Furthermore, they will open new
therapeutic possibilities to treat malarial anemia.

CONCLUDING REMARKS

Studies regarding autoantibodies and plasmodial infections have
indicated that those molecules may play a dual role in malaria
(Figure 1 and Table 1). However, it is not clear if self-reactive
antibodies lead to pathogenesis or are just a consequence of
plasmodial infection. Although different self-reactive antibodies
have been identified in distinct populations and associated with
clinical complications, their epitopes as well as their origin
and functional role remains to be elucidated. This information
will be essential to the search and identification of epitopes
and other molecules that can hijacks pathogenic autoantibodies
from circulation, minimizing or inhibiting their pathogenic
effects in host cells. This is an interesting field of work that
should be focus of future investigation using in vitro and in
vivo models. Since few reports have associated autoantibodies
to protection, this is an issue that should also be better
investigated. Additionally, it would be of interest to determine
the prevalence and the magnitude of self-reactive responses in
cohorts from different epidemiological settings, an analysis that
should be extended including prospective studies. The role of
self-immunoglobulins isotypes and IgG subclasses is another
gap that should also be addressed. A better knowledge of all
these points (Box 1) may allow the use of autoantibodies as
signatures to predict malaria clinical outcome. Furthermore,
it may open new therapeutic possibilities to treat malaria-
associated complications besides have implications for other
autoimmune diseases.
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3.4.2. Parametros clinicos, parasitoldgicos e demograficos dos pacientes infectados
por P. Vivax

As manifestacdes clinicas 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%), nausea (68,7%) e vomito (66,25%). A idade
média dos pacientes com malaria vivax sem anemia foi de 35,8 anos, enquanto para 0s
pacientes anémicos foi de 34,5 anos. Com relagdo ao nimero de episddios prévios de
malaria, observou-se que os individuos ndo anémicos relataram, em média, 7,4
episddios anteriores, enquanto a média para pacientes com anemia foi de 4,9 episodios.
Quanto a parasitemia, a média de parasitos/uL de sangue foi de 4186 para 0s pacientes
sem anemia e de 8449 para o0s pacientes com anemia. (Tabela 1).

Com relacdo aos parametros hematoldgicos, observou-se que 0s pacientes
infectados por P. vivax, mas sem anemia, apresentaram niveis médios de hemoglobina
de 15,3 g/dL e hematécrito de 45,2%. Os pacientes anémicos apresentaram
concentragfes de hemoglobina de 9,2 g/dL e hemat6crito de 28,7%. Além disso, a
analise do hemograma revelou que os pacientes infectados por P. vivax sem anemia
apresentaram uma contagem média de plaquetas de 151100 plaquetas/mm?® e contagem
média de leucocitos de 5707 leucdcitos/mm?. Por outro lado, os pacientes com anemia
apresentaram contagens médias de plaquetas e leucdcitos de 108840 plaquetas/mm? e

5240 leucocitos/mm?, respectivamente. (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros hematol6gicos, parasitoldgicos e demograficos dos pacientes com infeccdo
patente por P. vivax

Parametros P. vivax ndo anémico P. vivax anémico Valor p
(Média + Desvio Padrdo) (Média + Desvio Padr&o)
Idade (anos) 35,8+ 15,3 34,5+13,8 0,7209
Episodios prévios de
7412 49+10 0,4990
maldria (n°)
Parasitemia (parasitos/uL
4186 + 5432 8449 + 11291 0,0162
de sangue)
Hemoglobina (g/dL) 152+15 92+19 < 0,0001
Hematdcrito (%) 452 +4,1 28,7+4,6 < 0,0001
Plaquetas (células/mm?
151100 + 69367 108840 + 63936 0,0037
sangue)
Leucdcitos (células/mm?
5707 £ 1729 5240 + 1760 0,2085

sangue)
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3.4.3. Deteccéo de autoanticorpos 1gG no plasma de pacientes infectados por P.
vivax e correlagdes com parédmetros hematoldgicos e parasitoldgicos

Para avaliar os niveis de autoanticorpos no plasma de pacientes infectados por P.
vivax, foram utilizados cinco autoantigenos distintos: i) eritrocitos inteiros; ii) band 3;
iii) PS e iv) DNA. Como controle, foram dosados anticorpos contra a PvMSP-119. A
deteccdo dos niveis desses anticorpos foi feita através de ELISA e os resultados estdo
expressos em unidades relativas (UR). Para a avaliacdo os plasmas dos individuos
estudados foram divididos em trés grupos: I) Pacientes infectados por P. vivax sem
anemia; Il) Pacientes infectados por P. vivax com anemia; e Ill) Individuos nao-
infectados de area ndo-endémica e que nunca foram expostos aos parasitos causadores

da maléria.

3.4.3.1. IgG anti-eritrdcitos

Foi possivel observar diferenca significativa a resposta de anticorpos no plasma
de individuos anémicos infectados por P. vivax (0,84 [0,60-1,14]) em relacdo aos
infectados nao-anémicos (0,57 [0,40-0,69]; p = 0,0003) e aos individuos ndo-infectados
(0,52 [0,41-0,63]; p < 0,0001) (Figura 5). Nao foi encontrada diferenca significativa
entre os individuos infectados sem anemia e 0s que nunca foram expostos aos parasitos

causadores da malaria.
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Figura 5 — Anticorpos 1gG anti-eritrdcitos detectados nos plasmas dos individuos estudados. A
resposta de IgG anti-eritrdcitos 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 individuos sinalizados em azul sdo aqueles que se encontram
acima do valor de cut-off. As porcentagens acima de cada grupo indicam a frequéncia de respondedores
acima do valor de cut-off. N&o infectados (n = 26), P. vivax ndo anémicos (n = 56), P. vivax anémicos (n
= 21). Acessou-se a Significancia estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de
Dunn e esta representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

Com relacdo as correlacbes com os parametros hematoldgicos, ambas as
respostas de autoanticorpos também tiveram resultados similares. Observou-se a
correlacdo significativa negativa com niveis de hemoglobina ([r = -0,3791; p = 0,0007];
[r=-0,3661; p = 0,0029]) e com o hematdcrito ([r = -0,3665; p = 0,0011]; [r = -0,3802;
p = 0,0019]) (Figura 6A,B). Com relagdo aos outros parametros avaliados, ndo houve

correlagéo significativa para ambas as metodologias utilizadas (Figura 6C,D).
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Figura 6 - Correlacdo entre a resposta de IgG anti-eritrdcitos e parametros hematoldgicos e
parasitologicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C)
parasitemia e D) episodios prévios de malaria. Correlagdes foram feitas utilizando o teste de correlacédo de
Spearman seguido de uma regressao linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

3.4.3.2. IgG anti-band 3

A deteccdo da resposta de 1gG a proteina band 3 no plasma de pacientes
anémicos infectados por P. vivax (mediana: 0,81 [intervalo interquartil]: 0,67-1,15) foi
significativamente elevada quando comparada a resposta de pacientes infectados néo-
anémicos (0,59 [0,50-0,82]) (p = 0,0252) e individuos ndo-infectados (0,47 [0,42-0,59])
(p < 0,0001). Esse aumento significativo também foi observado quando comparamos
individuos infectados sem anemia com individuos nao-infectados (p = 0,0127) (Figura
7).
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Figura 7 — Resposta de 1gG detectada nos individuos dos grupos estudados frente a proteina band 3.
A resposta de 1gG 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 individuos sinalizados em azul sdo aqueles que se encontram acima do valor de cut-
off. As porcentagens acima de cada grupo indicam a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-
off. N&o infectados (n = 26), P. vivax ndo anémicos (n = 57), P. vivax anémicos (n = 24). Significancia
estatistica foi acessada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e estd
representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

Quando correlacionado com os parametros hematoldgicos e parasitologicos,
verificou-se correlacdo significativa e inversamente proporcional da resposta anti-band
3 com hemoglobina (r = -0,3567; p = 0,0035) e com hematdcrito (r = -0,3575; p =
0,0035) (Figura 8A,B). Néo foi observada correlagédo significativa com parasitemia e
exposi¢do prévia a malaria (Figura 8C,D).
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Figura 8 — Correlacdo entre a resposta de 1gG anti-band 3 e parametros hematoldgicos e
parasitologicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C)
parasitemia e D) episodios prévios de malaria. Correlag6es foram feitas utilizando o teste de correlacédo de
Spearman, seguido de uma regressdo 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 individuos ndo-infectados (0,31 [0,13-0,48]) (p < 0,0001 para ambos). No
entanto, ndo foi observada diferenca significativa entre a resposta anti-PS entre

pacientes anémicos e ndo anémicos (p = 0,3493). (Figura 9).
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Figura 9 — Resposta anti-PS detectada no plasma dos individuos 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 individuos sinalizados em azul sdo aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As
porcentagens acima de cada grupo indicam a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-off. Ndo
infectados (n = 25), P. vivax ndo anémicos (n = 56), P. vivax anémicos (n = 22). SignificAncia estatistica
foi acessada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e est4 representada por
asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).
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Embora encontrada diferenca significativa entre individuos infectados e néo
infectados, a resposta de IgG anti-PS ndo se correlacionou com nenhum parametro

parasitolégico ou hematoldgico (Figura 10).
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Figura 10 - Correlacdo entre a resposta de IgG anti-PS e parémetros hematoldgicos e
parasitologicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C)
parasitemia e D) episodios prévios de malaria. Correlagdes foram feitas utilizando o teste de correlagao de
Spearman, seguido de uma regressao linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

3.4.3.4. 1gG 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 relacéo aos infectados ndao anémicos (0,73 [0,60-0,84]) (p = 0,0065) e 0s nédo-
infectados (0,64 [0,51-0,75]) (p = 0,001). N&o houve diferenca significativa entre a
resposta anti-DNA daqueles individuos infectados por P. vivax e sem anemia dos

individuos ndo infectados (Figura 11).
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Figura 11 — Niveis de 1gG anti-DNA nos individuos dos grupos estudados. A resposta de 1gG 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
individuos sinalizados em azul sdo aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As porcentagens
acima de cada grupo indicam a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-off. Nao infectados (n
= 26), P. vivax ndo anémicos (n = 57), P. vivax anémicos (n = 23). Significancia estatistica foi acessada
pelo teste de One Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey e esta 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 semelhancas a resposta anti-band 3 no
que concerne as correlacfes observadas. Os niveis destes autoanticorpos foram
significativamente correlacionados de forma inversa aos niveis de hemoglobina (r = -
0,3804; p = 0,0005) e com o hematdcrito (r = -0,4041; p = 0,0002) (Figura 12A,B).
Quanto aos outros parametros avaliados, ndo foi observada nenhuma correlacdo

significativa (Figura 12C,D).
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Figura 12 - Correlacdo entre a resposta de IgG anti-DNA e parametros hematoldgicos e
parasitologicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C)
parasitemia e D) episodios prévios de malaria. Correlag6es foram feitas utilizando o teste de correlacéo de
Spearman, seguido de uma regressdo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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3.4.35. 1gG anti-PvMSP-119

Utilizamos, como controle de resposta anti-parasitaria, a proteina recombinante
PVMSP-119. A detecgdo de IgG anti-PvMSP-119 mostrou que ambos 0s grupos de
pacientes infectados (anémico (0,51 [0,17-0,68]) e n&o-anémicos (0,26 [0,10-0,47]))
apresentaram niveis desses anticorpos significativamente aumentados em relagdo aos
individuos ndo infectados (0,06 [0,05-0,08]) (p < 0,0001 para ambos) (Figura 13). Ndo
houve diferenca estatistica significativa quando comparamos pacientes infectados por P.

vivax com e sem anemia.
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Figura 13 — Niveis de anticorpos anti-PvMSP-119 nos plasmas dos grupos estudados. A resposta de
1gG anti-PvMSP-114 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 individuos sinalizados em azul sdo aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As
porcentagens acima de cada grupo indicam a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-off. N&o
infectados (n = 24), P. vivax ndo anémicos (n = 48), P. vivax anémicos (n = 19). Significancia estatistica
foi acessada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e est4 representada por
asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).
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Observou-se a correlacdo significativa e positiva da resposta anti-PvMSP-119
com parametros parasitolégicos como a parasitemia (r = 0,4005; p = 0,0030) e a
exposicdo prévia a Plasmodium spp (r = 0,4350; p = 0,0007) (Figura 14C,D). Foi
constatada, também, uma correlacdo significativa, porém inversamente proporcional,
com os niveis de hemoglobina (r = -0,2631; p = 0,0327) (Figura 14A), no entanto,

nenhuma relag&o foi encontrada com o hematocrito.
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Figura 14 - Correlagdo entre a resposta de 1gG anti-PvMSP-119 € parametros hematolégicos e
parasitologicos dos pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C)
parasitemia e D) episodios prévios de malaria. Correlag6es foram feitas utilizando o teste de correlacédo de
Spearman, seguido de uma regressdo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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3.4.4. Dinamica correlacional dos autoanticorpos durante infecgdes por P. vivax

34.4.1. Correlacgoes diretas entre os antigenos avaliados

A fim de entender melhor o perfil da resposta destes autoanticorpos entre 0s
diferentes grupos estados, um heatmap foi construido com os valores da resposta para
cada autoantigeno (Figura 15). Os valores foram distribuidos em um gradiente de azul,
no qual o mais proximo de 0, mais clara é a cor representada no mapa e quanto mais
préximo ou acima de 3, mais escura a tonalidade de azul utilizada. Os valores em cinza
representam amostras que ndo foram testadas para aquele antigeno. Neste gréafico, é
possivel observar, individualmente, que os pacientes anémicos com maldria vivax tém
resposta elevada aos antigenos estritamente associados com eritrécitos, principalmente

anti-band 3, enquanto a resposta frente aos outros autoantigenos é menos acentuada.
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Figura 15 — Heatmap representativo da resposta de cada individuo para cada autoantigeno
avaliado. A escala de cores (ao lado) representa os valores de unidades relativas (UR) utilizados para
construir o gréafico. Os valores marcados em cinza indicam os plasmas que ndo foram testados para o
respectivo antigeno.
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3.4.4.2. Analise de Componentes Principais com parametros relacionados a

infecgéo por P. vivax

Como a resposta imune humoral envolve uma atuagdo simultanea de uma série
de anticorpos que agem em diferentes alvos, realizou-se uma PCA com os dados
referentes as respostas frente aos diferentes antigenos avaliados, objetivando-se avaliar,
simultaneamente, os efeitos de todos os autoanticorpos em uma Unica anélise, uma vez
que isso reflete melhor a situagdo bioldgica. Para esta andlise, utilizaram-se apenas
aqueles individuos que possuiam dados para todos os antigenos avaliados, portanto,
foram avaliados 46 pacientes com infeccdo por P. vivax e sem anemia, 16 pacientes
anémicos infectados por P. vivax e 23 individuos nédo infectados. Os resultados da PCA
mostraram que 0s quatro primeiros componentes principais (CP) explicam 91,5% da

variacdo total dos dados (Tabela 2).

Tabela 2 — Eigenvalues e percentual de inércia explicado por cada CP da PCA realizada
para todos 0s antigenos testados.

Componente Ai Inércia individual | Inércia acumulada
principal (eigenvalue) (%) (%)
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 1gG anti-band 3, anti-PS, anti-DNA e anti-eritrocitos, ao passo que o
CP2 foi melhor representado por IgG anti-MSP-119, contribuindo com 17,5% da
variagdo observada. 1gG 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-
eritrocitos e contribuiu com 10,7% da variancia dos dados (Tabela 3).
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Tabela 3 — Variaveis incluidas na PCA e sua contribuicdo para os dois eixos
derivados

Correlacdo das variaveis com 0s componentes

Variaveis
(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-eritrocitos -0,465 0,035 -0,528 -0,706
IgG anti-MSP-119 -0,322 0,886 0,101 0,203

*0 maior loading de cada CP esté representado em negrito.

Com base nos dados obtidos pela PCA, podemaos inferir que a resposta associada
a CP1 estd associada a auséncia ou presenca de resposta aos antigenos testados. A
resposta a0 CP2 parece estar associada positivamente a resposta especifica anti-
parasitaria. Para a resposta ao CP3, esta parece estar associada a resposta associada a
inflamacdo e ao processo infeccioso. Uma resposta mais associada a antigenos
eritrocitarios juntamente a presenca do parasito parece estar associada ao CP4. Desta
forma, a PCA indicou uma segregacdo gradual dos grupos estudados em dire¢do aos
loadings representativos dos antigenos avaliados, com os pacientes anémicos infectados
por P. vivax mais proximos destas variaveis, enquanto os individuos ndo infectados

ficaram na dire¢é@o oposta a estes loadings (Figura 16).
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Figura 16 — PCA da reacdo aos autoantigenos em infec¢Bes por P. vivax e em individuos saudaveis.
Representacdo dos dois primeiros componentes principais com 48,8% e 17,5% das variancias explicadas
(66,4% cumulativa explicada). O tamanho do simbolo é proporcional a contribuicdo individual aos CPs.
As coordenadas dos loadings para cada antigeno avaliado estdo representadas pelas setas.

Os padrGes de resposta contra 0s antigenos estados foram, dessa forma,
comparados entre si (Figura 17) e relacionados com 0s parametros associados a
infeccdo por P. vivax com a parasitemia e exposicdo prévia a malaria (Figura 18).
Verificou-se que a média (médiatdesvio padrdo) 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 individuos ndo infectados (1,08+0,73) (p < 0,0001 e p = 0,003,
respectivamente). Além disso, houve também uma diferenca 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 individuos infectados se correlacionaram
positivamente com este componente (0,38+0,96 e 0,14+1,0, respectivamente), ao passo
que os dados dos individuos, sem infeccdo, correlacionaram-se negativamente (-
0,55+0,36). Neste caso, as diferencas significativas observadas foram apenas dos grupos
de pacientes infectados em relacdo aos individuos ndo infectados (p = 0,0043 e p =
0,0067, respectivamente) (Figura 17B).

Acerca da média dos grupos estudados para o CP3, verificou-se que 0s pacientes
anémicos com maléria vivax (-0,25+1,22) e os individuos nédo infectados (-0,1+0,67)

apresentaram correlacdo negativa com este componente, a0 passo que 0s pacientes
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infectados, mas sem anemia tiveram seus scores correlacionados positivamente com o
CP3 (0,13%0,73). No entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre nenhum
grupo avaliado (Figura 17C). O mesmo padrdo se repetiu para o CP4, no qual os
pacientes com anemia (-0,20+1,13) e as pessoas sem infeccdo (-0,03+0,31) tiveram a
média de seus scores correlacionadas negativamente, enquanto que a média dos scores
dos pacientes ndo anémicos (0,04+0,63) se correlacionou positivamente com este
componente. Também ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre

0s trés grupos (Figura 17D).
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Figura 17 — Média = desvio padréo dos scores referentes aos quatro primeiros CPs. A) CP1, B) CP2,
C) CP3 e D) CP4. Os simbolos coloridos indicam a média e as barras flutuantes indicam o desvio padrao
de cada grupo. A significancia estatistica foi acessada pelo teste de One Way ANOVA, seguido pelo teste
post hoc de Tukey e esta 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 exposi¢do prévia a maléria (r = -0,2828; p =
0,0139) (Figura 18B), indicando que a presenca de todos os anticorpos testados esta
correlacionada com a presenca de P. vivax e & exposicdo 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 episodios prévios de malaria (r = 0,5884; p < 0,0001)
(Figura 18D), indicando que IgG anti-PvMSP-119 esté positivamente correlacionado ao
aumento do ndmero de parasitos na corrente sanguinea dos pacientes infectados e
também a exposicdo destes a infeccdo. Nao houve correlagbes significativas entre 0s

scores do CP3 e CP4 com os parametros indicativos de infeccédo por P. vivax.
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Figura 18 — Correlagdes entre os scores do CP1 e CP2 e os parametros indicativos de infeccdo. A)
CP1 e parasitemia, B) CP1 e episodios prévios de malaria, C) CP2 e parasitemia, D) CP2 e episodios
prévios de maldria. Os diferentes grupos estdo representados com diferentes cores de acordo com a
legenda. Correlacdes foram feitas utilizando o teste de correlagdo de Spearman, seguido de uma regressdo
linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.4.43. Anélise de Componentes Principais e parametros hematol6gicos dos

pacientes infectados por P. vivax

Objetivando correlacionar a resposta aos autoantigenos com 0s parametros
hematoldgicos realizou-se um PCA com os autoantigenos, no entanto, foram utilizados
apenas os dados dos individuos infectados por P. vivax uma vez que, infelizmente, ndo

temos os dados hematoldgicos dos individuos ndo infectados. O resultado de PCA
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mostrou que 0s quatro primeiros componentes principais representaram 92,2% da

variancia dos dados (Tabela 4)

Tabela 4 — Eigenvalues e percentual de inércia explicado por cada CP da PCA realizada para a resposta
aos antigenos testados entre os pacientes com infecgéo por P. vivax

Componente Ai Inércia individual Inércia acumulada
principal (eigenvalue) (%) (%)
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-eritrécitos e IgG anti-PS,
respectivamente. O CP2 foi melhor representado por IgG anti-MSP-119, contribuindo
com 18,9% da variacdo dos dados observada. 1gG anti-PS exerceu um peso maior no
CP3, contribuindo para 14,9% da variabilidade dos dados, enquanto que o0 CP4 deu um
peso maior para IgG anti-eritrocitos e contribuiu com 12% da variancia dos dados

(Tabela 5).

Tabela 5 — Varidveis incluidas na PCA e sua contribuicdo para os dois eixos derivados

Correlacéo das variaveis com os componentes

Variaveis
(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-eritrécitos -0,475 0,092 -0,336 0,783
IgG anti-MSP-119 -0,224 0,944 0,130 -0,197

*0 maior loading de cada CP esta representado em negrito.

Com base nestes dados, foi possivel concluir que o CP1 é representado pela
resposta contra os antigenos testados, tendo correlacdes negativas mais intensas pros
autoantigenos do que para o antigeno especifico de P. vivax. Com o CP2, podemos

distinguir a resposta especifica anti-parasitaria e as respostas autoimunes investigadas.



78

Os loadings do CP3 podem indicar uma associacdo ao processo inflamatorio decorrente
da maléria vivax. Para o CP4, a resposta parece estar associada ao estresse dos
eritrécitos. Os resultados sdo similares & PCA realizada com o0s parametros
parasitologicos, no entanto, ndo houve uma segregacdo gradual tdo aparente dos dois
grupos de pacientes infectados. Contudo, o grupo de pacientes anémicos estdo mais
agrupados ao lado dos loadings de resposta autoimune, enquanto 0s pacientes néo
anémicos estdo dispersos e mais concentrados ao lado oposto destes loadings (Figura
19).
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Figura 19 — PCA dos antigenos avaliados entre os individuos com infec¢do patente por P. vivax.
Representacdo dos dois primeiros componentes principais com 46,2% e 18,9% das variancias explicadas
(65,2% cumulativa explicada). O tamanho do simbolo é proporcional a contribuicdo individual aos CPs.
As coordenadas dos loadings, para cada antigeno avaliado, estdo representadas pelas setas.

Os scores para cara CP foram, portanto, comparados entre si e também
correlacionados com os parametros hematoldgicos e parasitoldgicos. A média dos
scores dos individuos anémicos (-0,69+0,61) correlacionou-se negativamente com o
CP1, enquanto a media dos individuos sem anemia (0,26+1,56) estava positivamente
relacionada a este componente. Houve diferenca estatistica significativa (p = 0,0013) na
diferenca das médias entre os grupos, indicando que 0s pacientes anémicos possuem
anticorpos, principalmente autoanticorpos, em relacdo aos pacientes ndo anémicos
(Figura 20A). Para o CP2, observou-se um perfil contrario ao do CP1, em que a média

dos individuos 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, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas,
indicando que ndo h& diferenga na resposta especifica contra P. vivax entre os dois
grupos (Figura 20B).

Com relacgéo a diferenca entre os scores para 0 CP3, ndo foi constatada diferenca
significativa entre as médias dos scores dos pacientes com anemia (-0,17+1,16) e sem
anemia (0,06+0,73), sugerindo que ndo h& diferenca 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 anémicos (0,23+1,05) ndo se diferencia
estatisticamente da média dos pacientes ndo anémicos (-0,03+0,56), indicando que nédo
ha diferenca na resposta relacionada ao estresse eritrocitico (Figura 20D).
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Figura 20 — Média + desvio padréo dos scores referentes aos quatro primeiros CPs dos individuos
infectados por P. vivax. A) CP1, B) CP2, C) CP3 e D) CP4. Os simbolos coloridos indicam a média e as
barras flutuantes indicam o desvio padréo de cada grupo. Significancia estatistica foi acessada pelo teste t
ndo pareado de Student com correcdo de Welch e esta representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).
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Os niveis de hemoglobina (r = 0,3490; p = 0,0058) e o hematdcrito (r = 0,3370;
p = 0,0079) correlacionaram-se positivamente com os scores do CP1 indicando que a
presenca de autoanticorpos estd correlacionada com o quadro anémico apresentado
pelos individuos infectados por P. vivax (Figura 21A,B). A parasitemia (r = -0,2453; p
= 0,0859) e a exposicao prévia (r = 0,1334; p = 0,3460) ndo se correlacionaram de
maneira significativa com o CP1, indicando que a presenca destes autoanticorpos nao
esta associada ao nivel de parasitos no sangue nem com a exposi¢do destes individuos a

infeccdes por Plasmodium spp. (Figura 21C,D).

4 1=0,3490, p = 0,0058 4 =03370 p = 0,007
) N
] <
= =
o o
O (@]
-6 I I I -6 I I 1
0 5 10 15 20 0 20 40 60 80
Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
4 —[=-0.2453; p = 0,0850 4 —[=0.1334 p =0.3460
2
o
&)
T
= -
&}
-6 T T T T
0 5000 10000 15000 20000 25000
Parasitemia (parasitos/mL) Episodios prévios de malaria (n°)

® P. vivax n&o anémicos @ P. vivax anémicos

Figura 21 — Correlac@es entre os scores do CP1 e os pardmetros hematolégicos e parasitolégicos dos
pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C) parasitemia, D)
episodios prévios de malaria. Os diferentes grupos estdo representados com diferentes cores de acordo
com a legenda. As correlacBes foram feitas utilizando o teste de correlacdo de Spearman, seguido de uma
regressdo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Com relacéo as correlagdes com os scores do CP2, verificou-se a auséncia de
correlagOes significativas com os niveis de hemoglobina (r = -0,4288; p = 0,1678) e
hematdcrito (r = -0,1323; p = 0,3093), sugerindo que a resposta especifica a 1gG
PvVMSP-119 ndo estd correlacionada ao quadro anémico apresentado pelos pacientes,
embora eles tenham, no geral, mais anticorpos (Figura 22A,B). Para 0s parametros
parasitoldgicos, constatou-se correlagdo positiva dos scores do CP2 com a parasitemia
(r = 0,4288; p = 0,0019) e os episodios prévios de maléria (r = 0,4758; p = 0,0004),
indicando que a resposta especifica anti-P. vivax estd relacionada a parametros
intrinsicamente relacionados a presenca e exposi¢do ao parasito e ndo ao quadro clinico
provocado pela infeccdo (Figura 22C,D). Para o CP3 e CP4 ndo foi observada

correlagéo significativa com nenhum parédmetro avaliado.
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Figura 22 — Correlag@es entre os scores do CP2 e os parametros hematologicos e parasitoldgicos dos
pacientes infectados por P. vivax. A) nivel de hemoglobina, B) hematdcrito, C) parasitemia, D)
episodios prévios de maléria. Os diferentes grupos estdo representados com diferentes cores de acordo
com a legenda. CorrelagBes foram feitas utilizando o teste de correlagcdo de Spearman, seguido de uma
regressdo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.4.4.4. Correlacéo entre os niveis de anticorpos anti-PvMSP-119 € 0s
antigenos testados

A fim de analisar se a resposta de IgG anti-PvMSP-119 se correlacionava com a
resposta autoimune, foram feitos testes de correlagcbes diretas. Contudo, foi observada
apenas uma fraca correlacdo direta com anticorpos anti-band 3 (r = 0,2710; p = 0,0265)
(Figura 23). Para os demais autoantigenos avaliados ndo se observou nenhuma

correlagdo com a resposta anti-parasitaria.
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Figura 23 — Correlacdo entre a resposta especifica anti-P. vivax e a resposta anti-band 3. Os circulos
azuis indicam os pacientes infectados por P. vivax que ndo apresentam anemia e 0s tridngulos invertidos
verdes s8o os pacientes anémicos. Correlagdo foi feita utilizando o teste de correlagdo de Spearman
seguido de uma regressao linear. Valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.4.5. Intensidade de ligacdo de anticorpos purificados dos diferentes grupos

estudados a eritrécitos de doadores infectados e ndo infectados

Um um ensaio de citometria de fluxo foi feito como um outro método de
identificar autoanticorpos que se ligam a eritrocitos nao infectados, bem como para
avaliar se o HoDIDs é capaz de bloquear total ou parcialmente a ligacdo de anticorpos
anti-band 3 em eritrocitos.

Este ensaio buscou avaliar a intensidade de ligagéo de anticorpos purificados dos
trés diferentes grupos de estudo em eritrocitos ndo infectados de doadores saudaveis e
de doadores infectados por P. vivax. A estratégia de gating utilizada esta representada
na Figura 24. Primeiro foi selecionada a populacdo de eritrocitos de acordo com
tamanho e granulosidade (Figura 24A). Ap0Os 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
fluorescéncia 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 frequéncia. A) Gate na
populagdo de eritrécitos por granulosidade e tamanho, B) Gate na populagdo marcada com anti-CD235a-
PE-Cy5, C) Gate representativo de uma amostra ndo marcada com anti-CD235a; D) Histograma
representativo da populagdo FITC positiva em seis amostras representativas: eritrocitos ndo marcados,
opsonizado com anticorpos purificados de individuos infectados por P. vivax com ou sem anemia,
anticorpos de individuos ndo infectados, opsonizadas apenas com anti-band 3-FITC e apenas com anti-
CD235a-PE-Cy5.

Ao avaliarmos a intensidade mediana de fluorescéncia, foi possivel observar
diferenca estatistica significativa apenas entre a intensidade de ligacdo de anticorpos
purificados provenientes de individuos ndo infectados a eritrécitos de individuos
saudaveis (6,6 [6,3-6,8]) e de pacientes anémicos infectados por P. vivax (7,0 [6,8-7,3])
(p = 0,00133) (Figura 25A). Néo foi encontrada diferenca estatistica significativa na

opsonizagdo de eritrdcitos de individuos infectados por P. vivax (Figura 25B).
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Figura 25 — Diferenca na intensidade mediana de fluorescéncia de anticorpos IgG ligados a
eritrécitos. A) eritrocitos de individuos nédo infectados e B) eritrécitos de individuos infectados por P.
vivax. A linha central representa as medianas e as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis
(25%-75%). NI = ndo infectado, PvNA = P. vivax ndo anémicos, PvAN = P. vivax anémicos, uRBC =
eritrécitos de individuos ndo infectados, iIRBC = eritrocitos de individuos infectados. Significancia
estatistica foi acessada pelo teste de Mann-Whitney e esta representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

3.4.6. Diferenca na opsonizacdo de anticorpos antes e ap0s adi¢cdo de H2DIDs em
eritrocitos

Para acessar se a ligacdo dos anticorpos purificados dos diferentes grupos de
estudo era, majoritariamente, anti-band 3, fizemos um ensaio utilizando o blogueador
do canal ibnico desta proteina (H2DIDs). Verificamos que, para eritrocitos de pacientes
infectados por P. vivax, ndo houve diferenca na opsonizacdo apos a adi¢do de H.DIDs.
No entanto, houve um aumento da opsonizacao por anticorpos purificados de individuos
nédo infectados (Figura 26A), infectados por P. vivax sem (Figura 26B) e com (Figura

26C) anemia apos a adicdo de H2DIDs em eritrocitos de individuos saudaveis.
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Figura 26 — Diferenca na intensidade mediana de fluorescéncia antes e apés adicdo de H2DIDs. A)
Eritrocitos opsonizados com anticorpos de individuos néo infectados; B) Eritrocitos opsonizados com
anticorpos de individuos ndo anémicos infectados por P. vivax; e C) Eritrécitos opsonizados com
anticorpos de pacientes anémicos infectados por P. vivax. A linha central dos boxes representa as
medianas e as barras flutuantes indicam os intervalos interquartis (25%-75%). NI = ndo infectado, PvNA
= P. vivax ndo anémicos, PvAN = P. vivax anémicos, uRBC = eritrdcitos de individuos ndo infectados,
iRBC = eritrécitos de individuos infectados. Significancia estatistica foi acessada pelo teste de Mann-
Whitney e esta representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

3.4.7. Correlagdes entre eritrocitos opsonizados e resposta a autoantigenos

Para tentar discriminar quais antigenos sdo o0s principais alvos do
reconhecimento de eritrocitos de individuos ndo infectados, bem como de individuos
infectados por P. vivax, a intensidade mediana/média de fluorescéncia, bem como a
frequéncia de células positivas foram correlacionadas com os niveis de anticorpos dos
individuos utilizados no ensaio. Para a intensidade mediana de fluorescéncia foi
observada correlacdo positiva com a resposta anti-band 3 e eritrécitos vindos de
individuos ndo infectados (r = 0,5742; p = 0,0009) (Figura 27A) e também para a
resposta anti-DNA (r = 0,4854; p = 0,0065) (Figura 27B). Nao foi observada nenhuma
correlacdo estatisticamente significativa para todos os outros antigenos testados,

inclusive para os peptideos utilizados neste trabalho.
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Figura 27 — CorrelagGes entre a MFI de eritrdcitos de individuos ndo infectados e a resposta anti-
band 3 e anti-DNA. A) IgG anti-band 3 e B) IgG anti-DNA. Os dados para cada individuo estdo
sinalizados com cores de acordo com a legenda. Fizeram-se correlacdes utilizando o teste de correlacdo
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de Spearman, seguido de uma regresséo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Juntos, estes dados discriminam que a resposta a proteina band 3 seja o principal
antigeno reconhecido por anticorpos de individuos anémicos infectados por P. vivax na
superficie de eritrocitos. Além disso, o aumento de IgG anti-DNA parece estar
correlacionado com o aumento da opsonizacao de eritrocitos ndo infectados.

Com os dados obtidos no capitulo 1, optamos com explorar melhor a proteina
band 3, buscando responder a questdes como: Quais sdo 0s epitopos principais
reconhecidos por autoanticorpos? Eles correspondem a epitopos preditos in silico? Em
quais por¢des da proteina estdo estes epitopos? Por este motivo, o capitulo 2 foi

totalmente focado na proteina band 3 e seus epitopos.
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3.5. DISCUSSAO

A anemia na malaria é multifatorial e, ainda, ndo se tem um consenso de qual é o
principal fator que leva a destruicdo de eritrocitos nao infectados. Um dos elementos
que vem sido estudado ha bastante tempo sdo os autoanticorpos (ROSENBERG et al.,
1973; WOODRUFF; ANSDELL; PETTITT, 1979; FACER, 1980; FERNANDEZ-
ARIAS et al., 2016; MOURAO 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 remocao destas células da corrente sanguinea.
Embora a presenca desses autoanticorpos ja tenha sido identificada em infecgdes por P.
vivax e por P. falciparum, o papel efetor destas moléculas ainda é pouco estudado. Com
0 intuito de contribuir para o entendimento de quais autoantigenos estariam sendo mais
reconhecidos em infecgdes por P. vivax, bem como a dindmica de relagdo entre esses
autoanticorpos durante a infeccdo, e se algum destes anticorpos estariam associados ao
quadro anémico apresentado por alguns pacientes, o presente estudo avaliou a resposta
de anticorpos IgG contra diversos antigenos proprios do hospedeiro.

De maneira geral, nossos resultados evidenciam que pacientes anémicos
infectados por P. vivax possuem maiores niveis de anticorpos direcionados a
autoantigenos em comparacdo aos pacientes ndo anémicos e individuos infectados.
Contudo, a resposta especifica anti-parasitaria ndo se diferencia estatisticamente entre
os dois grupos de pacientes infectados, indicando, assim, que oS pacientes anémicos
possuem uma resposta autoimune pronunciada, ndo sO pela presenca de niveis mais
elevados de anticorpos totais (MOURAO et al., 2016), mas também pelo aparecimento
de anticorpos autorreativos especificos cotnra eritrocitos integros, band 3 e DNA. A
elevada producdo de autoanticorpos durante a malaria pode ser justificada por diversas
perspectivas. Durante o curso da infeccdo, a lise de eritrocitos infectados resulta na
exposicdo de proteinas citoplasmaticas, e determinados antigenos parasitarios, que
podem induzir, por exemplo, uma ativacdo policlonal ndo especifica de células B
(FREEMAN; PARISH, 1978; MINOPRIO, 2001). Alguns estudos relatam uma
refratariedade de células B de perfil atipico a secretarem anticorpos in vitro, alem de
possuirem uma reducgdo dos receptores BCR em resposta a alguns antigenos soltveis

(PORTUGAL et al., 2015), contudo, essas mesmas células mostraram ser responsivas a
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antigenos ligados a membrana celular (AMBEGAONKAR et al., 2020). Além disso,
evidéncias diretas, utilizando células de pacientes infectados por P. falciparum e por P.
vivax, indicam que as células B atipicas secretam anticorpos autorreativos e que estes
estdo associados ao quadro anémico dos pacientes (RIVERA-CORREA et al., 2019b,
2020).

A presenca de autoanticorpos contra antigenos eritrocitarios € bem descrita em
infeccbes por Plasmodium spp (BERZINS; WAHLGREN; PERLMANN, 1983;
FERNANDES et al., 2008; MOURAO 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
remocdo de eritrécitos ndo infectados opsonizados por esses autoanticorpos. Estes
autoanticorpos se ligariam a membrana de eritrocitos, diminuindo a dindmica de fluidez
da membrana e, consequentemente, enrijecendo as celulas tornando-as mais facilmente
fagocitadas por macrofagos residentes do baco (MOURAO et al., 2016, 2020). No
entanto, ainda s@o necessarios estudos para esclarecer outros mecanismos que estariam
envolvidos na remocdo de células saudaveis durante a malaria.

Embora ainda existam incertezas, 0s estudos sobre os papéis dos anticorpos anti-
eritrécitos na maléria ja indicam uma direcdo a seguir, ao contrario do papel dos
anticorpos anti-DNA, no qual o papel na destruicdo de eritrécitos, durante a anemia,
permanece ambiguo. A presenca destes anticorpos ja foi descrita anteriormente em
infeccdes por P. vivax (RIVERA-CORREA et al., 2020) e também em infeccdes 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 niveis de anticorpos
anti-DNA se correlacionaram negativamente com o0s parametros hematol6gicos,
indicando uma associacdo com a anemia em infecces por P. vivax, como ja descrito
anteriormente em outra coorte de pacientes infectados por esta espécie (RIVERA-
CORREA et al., 2020).

O papel de anticorpos anti-DNA na destrui¢do de eritrocitos durante a anemia
ainda € incerto. No entanto, Hotz e colaboradores (2018) demonstraram que, em
condi¢cbes de homeostase, a maioria do DNA mitocondrial livre em células esta
associada aos eritrocitos em vez de estar livre no plasma, sugerindo que os eritrocitos
desempenham um papel de ligacdo para esse DNA em condi¢des normais. Em uma

anélise mais aprofundada, os autores constataram que a ligacdo dessas moléculas de
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DNA aos eritrocitos tinha a capacidade de prevenir danos inflamatorios pulmonares
causados por esses acidos nucleicos. Outro aspecto intrigante € que um quadro anémico
poderia aumentar a concentracdo de DNA mitocondrial no plasma devido & menor
disponibilidade de eritrocitos circulantes, mas tal feito ndo foi observado pelos
pesquisadores (HOTZ et al., 2018).

Associando essas informacdes com as descritas por HOTZ et al., 2018, podemos
inferir que os eritrocitos ndo infectados estejam carregando DNA mitocondrial livre
para tentar manter a homeostase e impedir o dano tecidual provocado pela resposta
imune altamente inflamatoria. Curiosamente, a Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo (SDRA) é o segundo quadro clinico mais comum em malaria grave por P. vivax
(GENTON et al., 2008; TJITRA et al., 2008; LACERDA et al., 2012) e parece estar
associada ao alto perfil inflamatério provocado por infecgbes por esta espécie de
parasito (LACERDA et al., 2012; VAL et al., 2017). A producdo de citocinas pro-
inflamatorias, durante a malaria vivax, pode levar a perda da barreira alveolar e ao
aumento da permeabilidade, aumentando o dano aos pulmdes (ANSTEY et al., 2009;
MOKRA; KOSUTOVA, 2015). Contudo, este seria 0 possivel cenario de pacientes com
SDRA, 0 que néo é o caso deste estudo.

Embora o Brasil ndo tenha areas com alta endemicidade, os pacientes, utilizados
neste estudo, tiveram altos niveis de anticorpos anti-DNA e estes se correlacionaram
negativamente com a anemia e, positivamente, com a intensidade de ligacdo de
anticorpos totais a eritrocitos ndo infectados de individuos saudaveis. Uma justificativa
para o aparecimento de anticorpos anti-DNA é que, durante o ciclo natural do parasito,
ocorra a deposicdo de DNA parasitario na superficie dos eritrdcitos apés a ruptura do
eritrocito infectado, ou mesmo que os danos teciduais, causados pelo perfil inflamatério
elevado das infec¢des por P. vivax, induzam a morte celular, resultando na liberacdo de
fragmentos de DNA que se ligam aos eritrdcitos. Assim, ao atravessarem o0s capilares
sinusoides, as células apresentadoras de antigenos podem processar esses fragmentos de
DNA, apresentando-os as células B, iniciando uma ativacdo policlonal para a producéao
de anticorpos anti-DNA. No entanto, se esses anticorpos contribuem para a anemia ou
sdo0 apenas uma consequéncia do estado anémico inflamatorio merece uma analise mais
aprofundada em estudos futuros.

E bem estabelecido na literatura que infecgdes 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 a
producdo de anticorpos anti-PS e que estes anticorpos estdo correlacionados com a
anemia nestes pacientes. Tanto em infecgdes por P. falciparum quanto em infeccbes por
P. vivax, os anticorpos anti-PS sdo produzidos por células B de memoria atipicas
(FCRL5"T-bet™), com a expansdo celular desse subtipo correlacionando-se diretamente
com a parasitemia, mas inversamente com parametros indicativos de anemia (RIVERA-
CORREA et al., 2019b, 2020). Em camundongos infectados por P. yoelii, a expansédo
destas células ocorre através de receptores do tipo toll, mas especificamente 0 TLR9
(Toll-like receptor 9) e por sinalizacdo de IFN-y, ¢ este estimulo estaria ligado ao
reconhecimento de DNA parasitario (RIVERA-CORREA et al., 2017).

Contudo, nossos dados mostram que 0s pacientes anémicos ndo possuem
significativamente mais IgG anti-PS do que aqueles que ndo apresentaram anemia e,
também, n&o se correlacionaram com os parametros indicativos de anemia. E essencial
destacar que os estudos que evidenciam a associacdo desses anticorpos com os niveis de
hemoglobina foram conduzidos em coortes que incluiam pacientes com malaria grave
por P. vivax (FACER; AGIOSTRATIDOU, 1994; RIVERA-CORREA et al., 2020) ou
em um contexto epidemioldgico completamente diferente do cenario brasileiro
(FACER; AGIOSTRATIDOU, 1994; BARBER et al., 2019). Em um destes estudos,
especificamente, observou-se que apenas os pacientes com maléria grave por P. vivax
apresentavam niveis de anticorpos anti-PS associados aos niveis de hemoglobina, ao
passo que essa correlacdo nao foi evidenciada nos casos ndo graves (RIVERA-
CORREA et al., 2020). Embora seja verdade que casos de maléria grave por P. vivax
ocorram na area endémica brasileira (ALEXANDRE et al., 2010; LANCA et al., 2012;
SIQUEIRA et al., 2010; LOPEZ et al., 2023), é relevante notar que os pacientes
incluidos neste estudo ndo apresentavam quadro de malaria grave no momento do
diagndstico, no entanto, a presenca de anticorpos anti-PS é considerada um indicador
patogénico, podendo ter implicacGes em abortos, trombose e trombocitopenia (ELKON;
SILVERMAN, 2012).

Elevados niveis de anticorpos contra proteinas eritrociticas, especialmente a
band 3, j& foram evidenciados, inclusive por dados do nosso grupo de pesquisa
(MOURAO et al., 2016, 2018, CASTRO-SALGUEDO; MENDEZ-CUADRO;
MONERIZ, 2021). E importante relembrar que P. vivax interage com esta proteina no
momento de invasdo celular (ALAM et al.,, 2016, 2015). Esta interacdo 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
epitopos (POWELL; BLACK, 2001; CORNABY et al., 2015). Ainda nédo se dispde de
informacdes conclusivas sobre a interacdo entre a PYMSP-119 € a band 3; no entanto,
documentou-se que P. falciparum emprega a forma autdloga dessa proteina durante o
processo de invasédo, e 0 reconhecimento ocorre em um sitio intracelular especifico da
proteina eritrocitaria (GOEL et al., 2003; ARAKAWA et al., 2015). A MSP-1 foi
previamente estabelecida como uma proteina crucial para a sobrevivéncia dos parasito
do género 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 proteina band 3 passa por
modificacdes conformacionais, levando a exposicdo de novos epitopos (PANTALEO et
al., 2008; DEROOST et al., 2016; BADIOR; CASEY, 2021). Como estas mudancas
conformacionais estdo associadas a deposicao de hemicromo e a geracao de espécimes
reativas de oxigénio, elas podem persistir mesmo apds a eliminacdo do parasito da
corrente sanguinea, levando a mudancas na troca de ions pela proteina (DEROOST et
al., 2016), afetando a homeostase e funcdo dos eritrocitos, logo, facilitando a remocéo
destas células e, assim, contribuindo para o quadro anémico durante a infeccdo. Estudos
apontam que P. vivax é capaz de deixar o reticuldcito do hospedeiro mais intavel do que
eritrocitos infectados por P. falciparum e por P. knowlesi, dados que sugerem gue esta
espécie é capaz ndo s6 de comprometer a sua célula hospedeira, mas as células do meio
também (CLARK et al., 2021). Nossos dados sdo consistentes com esse achado, uma
vez que a instabilidade dos eritrdcitos ndo infectados, durante a infec¢do por P. vivax,
poderia levar a deformacédo da proteina band 3, expondo novos antigenos e elevando a
concentracdo de anticorpos anti-band 3 no plasma destes individuos.

Ainda ndo se dispde de informacdes conclusivas sobre a interacdo entre a
PVMSP-1 e a band 3; no entanto, ja foi documentado que P. falciparum emprega a
forma aut6loga dessa proteina durante o processo de invasao, e o reconhecimento ocorre
em um sitio intracelular especifico da band 3 (GOEL et al., 2003; ARAKAWA et al.,
2015). A MSP-1 foi previamente estabelecida como uma proteina crucial para a
sobrevivéncia de parasitos do género Plasmodium (OH et al., 2000; DAS et al., 2015);
portanto, existe a possibilidade de que a PvMSP-1 interaja com a band 3, uma hipotese
que é respaldada nesse estudo, uma vez que 0s niveis de anticorpos contra essa proteina

parasitaria apresentaram correlagdo, mesmo que fraca, apenas com a resposta anti-band
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3. E, caso essa interagdo ocorra de forma similar a existente em infeccdes por P.
falciparum, é possivel que haja a formagdo de neoantigenos devido a interacdo parasito-
hospedeiro no momento da invasao celular.

Utilizamos o H2DIDs como um meio de bloquear a band 3, através do bloqueio
do canal idnico, no entanto foi observado um aumento da reatividade aos eritrocitos
opsonizados ap6s a adicdo deste reagente. A resposta acentuada, observada na
intensidade de ligacdo de anticorpos purificados aos eritrécitos ndo infectados apos a
adicdo de H2DIDs, pode ser elucidada pelo surgimento de novos epitopos resultantes da
deformabilidade da proteina. Embora se tenha constatado que esse reagente ndo possui a
capacidade de deformar os eritrocitos (IVANOV; PAARVANOVA, 2021).
Alternativamente, é possivel que o estresse induzido pelo processo de congelamento-
descongelamento, bem como as etapas de centrifugacdo, tenham contribuido para a
deformabilidade e flexibilidade da proteina, resultando na apresentacdo de novos
epitopos de maneira “natural” (BADIOR; CASEY, 2021). Interessantemente, o0s
eritrécitos provenientes de individuos infectados ndo apresentaram este comportamento,
ndo tendo sido observada diferenca estatistica antes e apés adi¢do do H2DIDs.

E importante mencionar que os eritrocitos utilizados para o experimento com
H.DIDs foram descongelados no dia anterior ao experimento e deixados a 4°C
overnight. Todos esses passos podem ter influenciado nos resultados aqui apresentados,
portanto, estes sdo experimentos que devem ser refeitos, de preferéncia com eritrocitos
frescos, para que se obtenha o resultado mais préximo do real. Outra alternativa é
realizar os ensaios utilizando ghosts dos eritrécitos congelados, uma vez que é dessa
forma que estas células sdo utilizadas em ensaios de verificacdo da funcionalidade dos
canais idnicos da band 3 (BERTOCCHIO et al., 2020).

De maneira intrigante, o sitio de ligacdo do H2DIDs é acessivel apenas pela face
extracelular da proteina (KNAUF et al., 2004). Essa informacdo levou-nos a formular a
hipdtese de que os anticorpos presentes em pacientes anémicos podem estar interferindo
no canal iénico dos eritrocitos. Tal intervencdo poderiam resultar na deformabilidade da
membrana (MOURAO et al., 2016; 2020), potencialmente contribuindo para a remogao
desses eritrocitos nos capilares sinusoides do bago. Assim, € plausivel que esses
anticorpos possam facilitar a deformabilidade da membrana eritrocitica, expondo
antigenos “cripticos” da band 3, intensificando o reconhecimento dessas células por tais

anticorpos autorreativos. Para validar essa hipotese, sdo necessarios estudos adicionais
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que empreguem modelos de bloqueio de canais idnicos da band 3 (BERTOCCHIO et
al., 2020), utilizando os anticorpos utilizados neste estudo.

Por fim, este capitulo acrescenta informacbes importantes ao entendimento da
resposta autoimune a diversos autoantigenos em uma analise multivariada que apontou
que o aumento de anticorpos autorreativos esta relacionado a infeccdo por P. vivax. No
entanto, ndo foi encontrada nenhuma correlagdo entre parasitemia e exposi¢do prévia a
malaria e os niveis de quaisquer dos autoanticorpos, indicando que a formacdo da
resposta autoimune ndo esta correlacionada com a quantidade de parasitos ou com a
exposicdo prévia a malaria, mas sim com outros fatores como, por exemplo, pré-
disposicdo genética do hospedeiro ou até mesmo a cepa do parasito causando a
infeccdo. Contudo, estas sdo varidveis que necessitam de mais exploracdo para entender
0 porqué da formacdo da resposta autoimune em alguns individuos e outros ndo. Ainda,
band 3 parece ser o principal antigeno reconhecido por pacientes anémicos e 1gG anti-
band 3, o principal anticorpo que participa da opsonizacao de eritrocitos ndo infectados.
Por essa razdo, decidimos explorar quais sdo 0s principais epitopos reconhecidos na

proteina band 3 no capitulo 2.
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4, CAPITULO 2: EPITOPOS DA PROTEINA BAND 3 RECONHECIDOS
POR AUTOANTICORPOS DE PACIENTES ANEMICOS INFECTADOS POR
P. VIVAX

4.1.1. Proteina band 3 (AE1/SLC4A1)

A proteina band 3, também conhecida por AEl (anion exchanger 1),
capnoforina e SLC4AL, é a mais ambundante da superficie de eritrocitos humanos, e
também esta presente células renais (KOLLERT-JONS et al., 1993) e células cardiacas
(ALVAREZ et al., 2007). A versdo eritrocitica € uma glicoproteina de 110 kDa (911
residuos de aminoéacidos (aa)) e possui dois dominios distintos; 0 dominio N-terminal
citoplasmastico e hidrofilico, composto por 360 aa, e 0 dominio transmembrana (TM),
composto por 551 aa e predominantemente hidrofébico, com uma pequena sequéncia C-
terminal hidrofilica (TANNER; MARTIN; HIGH, 1988; LUX et al., 1989). O dominio
citoplasmatico ancora a proteina ao citoesqueleto celular, estabelecendo uma ligacédo
com a anquirina (BENNETT; STENBUCK, 1979), que, por sua vez, se liga a
hemoglobina e enzimas glicoliticas (LOW, 1986). O dominio TM é composto por 14
segmentos, divididos em dois dominios estruturais; TMs 1-4 e 8-11 sdo denominados de
“corpo”, enquanto TMs 5-7 e 12-14 sdo denominados de “portdo” (ARAKAWA et al.,
2015) (Figura 28).
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Figura 28 — Modelo estrutural da proteina band 3. Estrutura da proteina vista de forma plana na
membrana citoplasmatica de eritrocitos. Os TMs correspondentes ao dominio “corpo” estéo representados
em amarelo e os correspondentes ao dominio “portdo” estdo em azul. Adaptado de Arakawa et al., 2015.

Devido a sua abundancia na membrana citoplasmatica e a presenca de dominios
intracelulares, a band 3 interage com vérias outras proteinas, como a glicoforina A
(WILLIAMSON; TOYE, 2008) e a anidrase carbbnica 1l (VINCE; REITHMEIER,
1998, 2000). Naturalmente, a band 3 esta localizada em forma de dimeros na membrana
citoplasmatica, embora também possa se apresentar em formas monoméricas
(BOODHOO; REITHMEIER, 1984; LINDENTHAL; SCHUBERT, 1991; SALHANY;
CORDES; SLOAN, 2000). Estes dimeros podem interagir entre si, formando tetrameros
de proteina (SALHANY; CORDES; SLOAN, 2000). Os dimeros estdo envolvidos na
ligacdo da band 3 a espectrina-actina, ao passo que os tetrameros sdo responsaveis pela
ligagdo a anquirina (IVANOV; PAARVANOVA, 2021). Processos patofisiolégicos
(LOW et al., 1985, WAUGH; LOW, 1985; SCHLUTER; DRENCKHAHN, 1986;
WAUGH et al., 1986; DE FRANCESCHI et al., 1998; ARASHIKI et al., 2013) estdo
associados a formacéo de clusters de band 3 maiores que tetrdmetros, inclusive, alguns
deles relacionados a formagdo de autoanticorpos (SCHLUTER; DRENCKHAHN,
1986) e anemia (DE FRANCESCHI et al., 1998).

Do ponto de vista funcional, esta proteina desempenha um papel crucial como

canal iénico, promovendo a troca de CI- por HCO3™ em ambos os fluxos, uma das etapas
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fundamentais na secre¢cdo de CO: nos capilares pulmonares, contribuindo para a
homeostase celular e do pH sanguineo (revisado por JENNINGS, 2021) (Figura 29).
Além disso, atua também como um canal idnico para troca de SO4> e diversos outros
ions organicos e inorganicos (KNAUF; ROTHSTEIN, 1971; HO; GUIDOTTI, 1975;
ZAKI et al., 1975; CHEN et al., 2024). Um agente amino-reativo, conhecido como
H2DIDs ([*H]4,4-diisothiocyanato-dihydrostilbene-2, 2 -disulfonate), se liga
covalentemente as lisinas presentes nas posi¢des 539 e 851 (JENNINGS; PASSOW,
1979; OKUBO et al., 1994), presentes nos TMs 5 e 13, respectivamente, bloqueando e
inibindo o transporte de ions pela proteina (CABANTCHIK; ROTHSTEIN, 1974;
LEPKE et al.,, 1976; SHIP et al., 1977). Essa é uma ligacdo que pode ser intra-
monomeérica (CABANTCHIK; ROTHSTEIN, 1974) ou também entre os dimeros e o0s
tetrameros da proteina (IVANOV; PAARVANOVA, 2021). A descoberta deste e de
outros inibidores dos canais idnicos foi fundamental para identificar esta proteina como

o principal canal idnico nos eritrécitos humanos.

Hemoglobina

Anldrase i

HCO,

-2 carbonica

co, HCO;  C o,

( Endotélio capilar |

€O, 0,

Figura 29 — Esquema da troca de ions pelos eritrdcitos durante o processo de respiracao. Moléculas
de CO; séo incorporadas pela célula e convertidas em HCOj3™ e liberam prétons devido a agdo da anidrase
carbdnica. O aumento da concentracdo de HCOj citoplasmatico da inicio ao efluxo deste ion, sendo
contrabalanceado pelo influxo de fons CI. O aumento de protons intracelular é tamponado pela
hemoglobina, facilitando, assim, a liberacao de moléculas de O,. Adaptador de Jennings, 2021.

Apesar de o transporte de ions pela band 3 ser ativo durante toda a vida util da
célula, alguns fatores podem interromper ou reduzir a funcdo da proteina, como o
estresse oxidativo. 1sso ocorre com a fosforilagdo dos residuos de tirosina da proteina,
podendo causar dano oxidativo (LOW et al., 1987; PANTALEO et al., 2016). Esses

danos sdo capazes de inibir o transporte de ions, provocar o deslocamento de enzimas
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glicoliticas e a quebra da ligacdo da band 3 com a anquirina (PUCHULU-
CAMPANELLA et al., 2016). Outro fator que pode interferir no fluxo de ions séo as
variantes mutantes da proteina que podem aparecer em algumas doencgas, como a
esferocitose hereditaria (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 fosforilacdo da band 3 desempenha um papel regulatério fundamental nos
eritrocitos, tanto em termos estruturais quanto fisioldgicos (MESSANA et al., 1996;
PUCHULU-CAMPANELLA et al., 2016). O deslocamento de enzimas glicoliticas da
extremidade N-terminal da proteina, devido a fosforilagdo, modifica o fluxo metabdlico,
elevando a taxa de glicolise em resposta a baixa pressdo de O, (MESSANA et al., 1996;
GIBSON; COSSINS; ELLORY, 2000; LEWIS et al., 2009). Isso possibilita uma
significativa deformacdo dos eritrdcitos 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 fosforilacdo induz a fragmentacéo
de complexos ligados a band 3, permitindo sua difusdo lateral para formar agregados,
resultando na desestabilizacdo da membrana e promovendo sua vesiculacdo
(PUCHULU-CAMPANELLA et al., 2016).

Outra funcdo desta proteina é identificar os eritrocitos envelhecidos para a sua
remocao através da senescéncia realizada por macrofagos residentes do baco. Esses
macréfagos sdo capazes de reconhecer 1gG acoplados a antigenos, especialmente band
3, na superficie dos eritrocitos, e realizar fagocitose (KAY, 1975; KAY et al., 1983;
PANTALEO et al.,, 2008). No entanto, é essencial que a proteina passe por uma
alteracdo seletiva para atuar como antigeno de senescéncia; essas alteracdes podem ser
de origem oxidativa (KAY et al., 1983). Notavelmente, esses anticorpos se ligam a dois
sitios especificos da proteina; entre aa 538-554 (KAY; MARCHALONIS, 1991) e aa
812-830 (KAY; MARCHALONIS, 1991; BADIOR; CASEY, 2021). Essas informacdes
sdo intrigantes, pois destacam a flexibilidade da proteina, uma vez que o primeiro sitio
compreende uma alca extracelular da proteina, enquanto o segundo é totalmente
intracelular (ARAKAWA et al., 2015), sugerindo que a proteina é deformavel e
apresenta, naturalmente, novos epitopos (BADIOR; CASEY, 2021). A formacéo destes
antigenos de senescéncia tem origem na desnaturacdo da hemoglobina e na fosforilagéo

da proteina, que leva a uma agregacao dos dimeros de band 3, formando estes clusters
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e, consequentemente, aumentando a ligacdo de autoanticorpos marcadores de
senescéncia (LOW et al., 1985; KAY, 2005; PANTALEO et al., 2008, 2009).

Os anticorpos naturalmente formados contra a band 3 também podem adquirir
potencial patogénico, o que pode ocorrer devido a uma falha nos mecanismos de
tolerancia das células B, levando a uma superestimulacdo causada pelo aumento da
expressdo do antigeno de senescéncia (BLOCH et al., 2020). Isso poderia resultar na
producdo de autoanticorpos de alta afinidade, semelhante ao observado na anemia
hemolitica autoimune (JANVIER et al., 2013; KAWAMOTO et al., 2019; KITAO et
al., 2020; BRANCH, 2023). Durante a AIHA, ocorre, predominantemente, a producdo
de anticorpos 1gG contra a band 3, especialmente direcionados ao loop 3 extracelular
(aa 542-569) (JANVIER et al., 2013; BRANCH, 2023). Notavelmente, em algumas
doencas, como cancer colorretal, pode ocorrer a expressao ectopica de band 3 nas
células cancerigenas, resultando em um quadro de AIHA (KAWAMOTO et al., 2019;
KITAO et al., 2020). Apesar de ndo afetarem a expressdo de band 3, as infecgdes por
Plasmodium spp tém a capacidade de desencadear a formacédo de autoanticorpos contra
esta proteina (HOGH et al., 1994; BRAHIMI et al., 2011; MOURAO et al., 2018;
CASTRO-SALGUEDO; MENDEZ-CUADRO; MONERIZ, 2021).

4.1.2. Interacgdes entre Plasmodium spp e a proteina band 3

O processo de invasdo celular por parasitos do género Plasmodium envolve uma
série de interacbes moleculares, principalmente com proteinas de superficie de
eritrocitos. Dentre essas varias proteinas, a band 3 ja 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 interaces de P. falciparum com a proteina band 3, evidenciou-se
que as subunidades PfMSP-14,, PIMSP-119 € PfMSP-135, além da PIMSP-9 interagem
com um sitio especifico (aa 720-761) da proteina durante o processo de invasdo celular
(GOEL et al., 2003; LI et al., 2004). Esse sitio especifico esta localizado na porgéo
citoplasmatica, entre os TMs 10 e 11 (ARAKAWA et al., 2015), sugerindo que a
propria interacdo parasito-célula é capaz de deformar a proteina e expor possiveis novos

epitopos. Uma nova descoberta revela que a PfGAMA (Antigeno micronémico
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ancorado ao GPI de P. falciparum) tambem interage com a band 3 no processo de
invasdo celular (LU et al., 2022). Outra interacdo documentada com a band 3 é com a
PfGARP (Proteina rica em acido glutamico de P. falciparum) (ALMUKADI et al.,
2019). Embora o papel desta ultima na biologia do parasito ainda ndo seja
completamente esclarecido, ha indicios de sua associacdo com o processo de adesdo
celular desencadeado por esta espécie (ALMUKADI et al., 2019), indicando que as
interagOes P. falciparum-band 3 n&do se limitam ao processo de invasdo celular, mas
também pode estar associada a viruléncia do parasito.

Ainda no contexto das infeccGes causadas por P. falciparum, ja foi previamente
demonstrado que o surgimento de neoantigenos da proteina band 3 esta relacionado a
citoaderéncia desta espécie (CRANDALL; SHERMAN, 1994). Curiosamente,
camundongos vacinados com epitopos ndo modificados da proteina ndo manifestam
reacao autoimune, no entanto, apos a exposicdo desses animais a eritrécitos infectados
por P. falciparum, observou-se o desenvolvimento de anticorpos especificos anti-band 3
(CRANDALL; SHERMAN, 1994). Essa constatagdo, entre outras evidéncias, indica
que a infeccdo por P. falciparum € necessaria para desencadear a resposta autoimune
anti-band 3 em individuos anteriormente saudaveis (HOGH et al., 1994)

Evidenciou-se, no contexto de infecgdes por P. vivax, que diversas proteinas da
familia PvTRAg (Proteinas ricas em triptofano de P. vivax) interagem com a proteina
band 3 durante o processo de invasdo celular (ALAM et al., 2016, 2015; ZEESHAN et
al., 2015; DE MEULENAERE et al., 2022). Esse dado é notavel, pois, na literatura, é
amplamente conhecido que P. vivax invade reticul6citos por meio de uma Unica via, a
PvDBP-DARC (Duffy binding protein-Duffy antigen/receptor for chemokines)
(MILLER et al., 1976). No entanto, essa visdo de uma Unica via ja tem sido questionada
devido a ocorréncia de infecgdes por P. vivax em populacdes africanas Duffy-negativas,
sugerindo a participacdo de outros receptores nesse processo (MENARD et al., 2010),
como a proteina band 3. P. vivax possui 36 proteinas da familia PvTRAg, no entanto,
apenas 10 possuem a capacidade de se ligar a eritrocitos (ZEESHAN et al., 2015).
Dessas, 4 sdo produzidas durante a fase de esquizonte e 4 durante a fase de
“anel”/trofozoito jovem, sugerindo que as PVTRAgs produzidas primeiramente
poderiam estar envolvidas no fendmeno de formacéo de rosetas, enquanto as produzidas
mais tardiamente na vida eritrocitica do parasito poderiam estar associadas a invasao de
novos eritrocitos (ZEESHAN et al., 2015; DE MEULENAERE et al., 2022). Além

disso, quando h& o bloqueio da proteina band 3 por ac¢do de anticorpos, P. vivax ndo é
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capaz de invadir reticulocitos utilizando a via PvTRAg, demonstrando assim outra via
de invasédo dessa espécie de Plasmodium (DE MEULENAERE et al., 2022).

Adicionalmente, foi demonstrado que outra proteina, a PvGAMA, interage com
a band 3 no processo de ligacdo do parasito aos reticulocitos (LU et al., 2022). A
ligacdo de PvGAMA a proteina pode ser parcialmente bloqueada utilizando anticorpos
anti-band 3, sugerindo que esta proteina pode ser alvo para novos estudos que busquem
novos alvos vacinais capazes de blogquear o processo de invasdo do parasito (LU et al.,
2022). Infelizmente, devido a dificuldade de cultivar P. vivax in vitro, decorrente da sua
exclusividade em invadir reticuldcitos, ainda ha poucas informacdes sobre as interactes
das moléculas desse parasito com as moléculas do hospedeiro.

No que concerne a resposta autoimune desencadeada por infec¢des por P. vivax,
nosso grupo evidenciou a presenca de anticorpos contra essa proteina em pacientes de
areas endémicas do Brasil (MOURAO et al., 2018). Recentemente, outro grupo
identificou, por meio de ensaios imunoprotedmicos, que a proteina band 3 possui
atividade antigénica em reticuldcitos infectados por P. vivax em pacientes venezuelanos
(CASTRO-SALGUEDO; MENDEZ-CUADRO; MONERIZ, 2021). Propbs-se que a
resposta a neoantigenos de band 3, em areas de intensa transmissao de malaria, estdo
associados a menores parasitemias e aumento nos sintomas hematolégicos através da
remocao de eritrcitos saudaveis por autoanticorpos (PANTALEO et al., 2008). Assim,
tanto a investigacdo da interacdo P. vivax-band 3 quanto da resposta autoimune, gerada
contra essa proteina, sdo campos que ainda necessitam de mais exploracdo, podendo
contribuir para uma compreensdo mais aprofundada da relacdo parasito-hospedeiro

durante a maléria vivax.
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4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Objetivo geral

Mapear, in vitro e in silico, os principais epitopos da proteina band 3

reconhecidos por anticorpos IgG de pacientes anémicos infectados por P. vivax.

4.2.2. Objetivos especificos

e Determinar, in silico, os principais epitopos de células B da proteina band 3
humana e sua conformacéo estrutural.

e Definir, in vitro, quais os principais peptideos reconhecidos da proteina band 3
por autoanticorpos de pacientes anémicos infectados por P. vivax através da
técnica de Immunoblot.

e Sintetizar e testar os peptideos selecionados em ensaios imunoenzimaticos.
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4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. Predic0es in silico de epitopos de células B e porc¢des transmembrana da
proteina band 3

Para a predicdo de epitopos lineares de células B presentes na proteina band 3
foi inserida a sequéncia de aminoécidos em formato FASTA (PDB: 4YZF) no software
BepiPred 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-2.0/). Para validar
uma dada regido como epitopo linear de células B, neste estudo, o ponto de corte foi
estabelecido em 0.5. Para a predicdo das por¢des intra, extra e transmembranas dessa
proteina, utilizou-se o software DeepTMHMM (https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM)
usando a mesma sequéncia FASTA como input. Toda esta etapa inicial do trabalho foi
feito com o auxilio da Prof.2 Dr.2 Liza Figueiredo Felicori Vilela.

4.3.2. Immunoblot

A fim de determinar quais eram as principais por¢des da proteina reconhecidas
por autoanticorpos IgG de pacientes anémicos infectados por P. vivax, sintetizaram-se
224 peptideos contendo 15 aminoacidos cada e com sobreposicdo de 4 aminoacidos. Os
peptideos foram sintetizados em membrana de celulose, utilizando-se o aparelho
ResPep SL (Intavis Bioanalytical Instruments). Apds a sintese, submeteu-se a
membrana a um Immunoblot no qual, primeiramente, foi bloqueada com uma solugéo
de PBS contendo 5% de BSA e 4% de sacarose por 12 a 16 horas. Na sequéncia, a
membrana foi lavada por trés vezes com PBST 0,1%, sob agitacdo vigorosa, por 10
minutos em cada lavagem. A membrana foi, entdo, incubada, por 2 horas, com 9 pools
de contendo 10 plasmas de individuos, cada, dos grupos estudados (i) ndo infectados, ii)
infectados por P. vivax e sem anemia, iii) infectados por P. vivax com anemia). Diluiu-
se cada pool de plasma na porpor¢do 1:1000 em solucdo de PBST 0,1%. Apés a
incubagdo com os anticorpos, a membrana foi novamente lavada e o anticorpo
secundario anti-lgG humano, conjugado a peroxidase (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), foi adicionado ap0s dilui¢cdo na propor¢do 1:10000 em PBST 0,1% e deixou-se
incubar por 1 hora. Procedeu-se, entdo, para outro ciclo de trés lavagens. Logo depois, a

ligacdo dos anticorpos foi revelada, por quimioluminescéncia, utilizando o reagente
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Luminata Forte™, e fotodocumentada, no equipamente ImageQuant LAS 500 (GE
Healthcare), apos exposicdo de 30 segundos. Logo apds 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 trés lavagens. Apds
as lavagens, a membrana foi incubada em solucdo desnaturante (8 M ureia, 1% dodecil
sulfato de sddio), por periodo de 12 a 16 horas. A solucdo desnaturante, foi, entdo,
trocada e a membrana incubada novamente com esta mesma solugdo por 30 minutos.
Repetiu-se esse processo duas vezes. Transcorrida esta etapa, a membrana foi lavada
com 150 mL de agua milli-Q, por 2 minutos, e, em seguida, lavada trés vezes com
solugdo acida (55% v/v etanol, 35% v/v dgua milli-Q, 10% v/v acido acético glacial) por
10 minutos em cada lavagem. Ap0s esta etapa, a membrana foi lavada novamente por 2
minutos com 150 mL de agua milli-Q e, em seguida, lavada mais duas vezes com 50
mL de etanol, por 5 minutos cada. A membrana era, entdo, colocada sob o fluxo de ar
de uma capela quimica de exaustdo até secar e, depois, ser reutilizada ou armazenada,

em embalagem apropriada, a 4°C.

4.3.3. Selecdo dos peptideos para a sintese soltvel

Apb6s a obtencdo dos valores de densitometria, fez-se a média dos 3
experimentos para cada pool. A selecdo dos peptideos para posterior sintese soluvel foi
realizada, utilizando-se trés critérios: 1- peptideos mais reativos para anticorpos de
individuos infectados e anémicos através da analise utilizando o cut-off, que foi
calculado através de média somada a dois desvios padrdes dos valores de densitometria
de pools de anticorpos de individuos ndo infectados; 2- peptideos no qual os scores
(razdo entre reatividade entre dois grupos) era > 2; 3- peptideos que estdo presentes em
alcas intracelulares ou que comp&em porcao correspondente ao canal iénico da proteina
band 3. Os peptideos selecionados foram submetidos a uma andlise utilizando o
software BLAST® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) no modo blastp (Standard
Protein BLAST) de forma a procurar a sequéncia de aminoacidos destes peptideos no
proteoma de diversos organismos (Plasmodium spp, bactérias, fungos, protozoarios

Apicomplexa e Tripanossomatideos, helmintos do filo Platyhelminthes e Nematoda).
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Para a analise foi excluida a subclasse Mammalia, uma vez que se constatou que a

proteina band 3 possui porgGes conservadas dentro desta subclasse.

4.3.4. ELISA dos peptideos selecionados

Apols a sintese sollvel dos peptideos, estes foram ressuspendidos em uma
solucdo contendo 20% de dimetilsulfoxido (DMSO). Os peptideos foram, entdo,
diluidos em PBS 1x na concentracdo de 1 pg/poco e adicionado as placas de 96 pocos
por, aproximadamente, 16 horas a 4°C. O procedimento da ELISA para estes antigenos

foi realizada de acordo com o descrito no tdpico 2.4.2.2.

1.5.6. Analise dos dados

As anélises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 8.0.
Analisou-se normalidade dos dados pelo teste estatistico de Shapiro-Wilk. Para
comparar 0s niveis de anticorpos entre os diferentes grupos estudados, utilizaram-se 0s
testes de One Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste post hoc de Dunn. As correlagdes foram analisadas utilizando-se o coeficiente
de correlacdo de Pearson para grupos com distribuicdo normal e o teste de Spearman
para grupos cuja distribuicdo era ndo paramétrica.

A analise de densitometria dos spots das membranas de Immunoblot foram feitas
utilizando o programa ImageJ com o plug-in Protein Array Analyzer. As analises
estruturais  dos peptideos  foram feitas no  software I-TASSER
(https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/) e a localizacdo destes peptideos na
estrutural tridimensional da proteina band 3 foi feita utilizando o software PyMOL by

Schrodinger v2.x.
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44. RESULTADOS

4.4.1. Predicdo de epitopos de células B e porcdes transmembrana da proteina
band 3

Para determinar os residuos de aminoacidos importantes para o reconhecimento
por anticorpos, fez-se a predicdo de epitopos lineares de células B, in silico, através do
software BepiPred 2.0, utilizando-se um ponto de corte de 0,5. De acordo com a
predicdo, a proteina band 3 possui 24 regides de epitopos (Figura 30). Além disso,
condizente com dados descritos pela literatura (ARAKAWA et al., 2015), o software
DeepTMHMM predisse que esta proteina possui 14 por¢des transmembrana (TM), 8
porcdes intracelulares (IC) e 8 porgdes extracelulares (EC). Alinhando as duas
predicdes, podemos verificar que as 13 primeiras regifes antigénicas estdo na porcao N-
terminal da proteina que é inteiramente intracelular e esta associada ao citoesqueleto
celular. 6 outras regides sdo intracelulares e ligam as respectivas porgdes TM: TM1-2,
TM6-7, TM8-9, TM10-11, TM12-13, além de toda a porcdo C-terminal da proteina.
Com relacdo as porcOes extracelulares, foi possivel verificar que as alcas que ligam as
porcdes TM5-6 e TM7-8, além de um Unico aminoacido que esta presente na alca entre

as porcGes TM13-14, correspondem as partes imunogénicas extracelulares da proteina.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 111 13 14 [ Intracelular
[1Transmembrana
} ‘ | [ Extracelular
aal 230 461 651 o11

I:|911....COOH

P R LT, T

M20 . e DF26 AR
> Il Epitopo de células B = -
I:INQO epiopo decdlias® I
FSPQVLAAVIFIYFA AVLWVVKSTPASLALPFVLILTV
401 415 B 867

Figura 30 — Predicdes in silico das por¢des transmembrana e dos epitopos lineares de células B da
proteina band 3. A representacdo da predicdo conformacional da proteina esta representada na parte de
cima da Figura 32. As por¢fes transmembrana estdo sinalizadas em amarelo, enquanto que as por¢des
intracelulares estdo em cinza e as extracelulares em branco. A parte de baixo representa a predi¢do in
silico de epitopos de células B (em preto) e regifes ndo preditas estdo em branco. Os dois peptideos
selecionados para testes posteriores estdo destacados na imagem com seus respectivos epitopos preditos.
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4.4.2. Principais peptideos da proteina band 3 reconhecidos por autoanticorpos de

pacientes anémicos infectados por P. vivax

As anédlises do Immunoblot com a membrana contendo 224 peptideos de 15
aminoacidos cada, que cobriam toda a sequéncia de aminoacidos da proteina band 3
(PDB: 4YZF), mostraram que ambos 0s anticorpos provenientes de individuos
infectados com ou sem anemia sd8o mais reativos, visualmente, aos peptideos do que
aqueles anticorpos provenientes de individuos saudaveis (Figura 31A). Apos o célculo
do valor de cut-off (x densitometria individuos saudaveis + 2 x desvio padrdo), foi
possivel observar que os anticorpos de individuos ndo infectados ndo sdo muito
reativos, exclusivamente, a nenhum peptideo. Por outro lado, os anticorpos provenientes
de pacientes infectados por P. vivax com e sem anemia reconheceram, intensamente, 10
peptideos cada. Além de, também, compartilharem o reconhecimento de outros 12
peptideos. E importante mencionar, também, que pacientes anémicos e individuos
saudaveis ndo compartilham o reconhecimento de nenhum peptideo. No entanto, 8
peptideos sdo reconhecidos pelos 3 grupos estudados e 4 peptideos foram reconhecidos,
concomitantemente, por anticorpos de pacientes ndo anémicos e de pessoas nado
infectadas (Figura 31B). Para a analise, considerando os scores de cada peptideo,
verificou-se que os pacientes anémicos reconhecem 71 peptideos com, pelo menos, o
dobro de reatividade que os pacientes ndo anémicos e os individuos ndo infectados. Por
sua vez, os pacientes ndo anémicos reagem mais fortemente a 9 peptideos, enquanto 0s
individuos saudaveis a 6. Os pacientes infectados por P. vivax compartilham o
reconhecimento de 40 peptideos, enquanto que aqueles pacientes anémicos
compartilham a reatividade de apenas 1 peptideo com os individuos saudaveis, ao passo
gue os pacientes ndo anémicos compartilham 6 peptideos com os individuos ndo
infectados. N&do existe compartilhamento de peptideos reativos para 0s 3 grupos

concomitantemente (Figura 31C).
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Figura 31 — Immunoblot dos peptideos representativos de toda a sequéncia de aminoacidos da
proteina band 3 (PDB: 4YZF). A) Fotografias das membranas de immunoblot ap6s exposi¢do por 3
segundos e mapa de calor mostrando a reatividade de cada peptideo ao pool de anticorpos de cada grupo
estudado. B) Diagrama de Venn com a quantidade e frequéncia dos peptideos que reagiram acima do cut-
off, exclusivamente para cada grupo testado. C) Diagrama de Venn com a quantidade e frequéncia
peptideos que possuem scores de reatividade > 2, exclusivamente para cada grupo testado.

Com base nas analises de cut-off, scores e, também, baseando-se na predicao das
porcBes transmembranas da proteina, selecionamos os peptideos representados na
Tabela 6 para a sintese soltvel e posteriores testes soroldgicos. O peptideo M20 como
um controle, uma vez que € reativo tanto para pacientes anémicos, como para
individuos saudaveis. S20 e JK21 por representarem a primeira e a segunda alga
extracelular, respectivamente, da proteina, bem como ser reativo para ambos 0s grupos
de individuos infectados. H22, embora apresente reatividade apenas para o grupo de
individuos saudaveis, € o peptideo que representa uma parte da sequéncia de
aminoacidos da terceira alca extracelular. KL22 por representar o restante da sequéncia
da terceira alca, bem como por ser reativo a ambos 0s grupos de pacientes infectados
por P. vivax. 123, embora ndo seja reativo para nenhum grupo em nenhuma das analises,
é um peptideo que representa a primeira parte da quarta alga extracelular da proteina

band 3. LO23, peptideo que continua a sequéncia da quarta al¢a extracelular, mas que, é
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reativo apenas para individuos infectados sem anemia. M26 como representante da
porcdo C-terminal da proteina, que, embora seja inteiramente citoplasmatica,
demonstrou bastante reatividade, principalmente para anticorpos de pacientes com
anemia. E, por fim, o peptideo DF26 que se mostrou reativo, em ambas as analises,
apenas a anticorpos provenientes dos plasmas de individuos infectados anémicos com
P. vivax. E importante ressaltar que foram feitas juncdes dos peptideos J21 e K21 para
formar o peptideo JK21; L23, M23, N23 e 023 para formar o peptideo LO23; e dos
peptideos D26, E26 e F26 para formar o peptideo DF26. Essas jungdes foram realizadas
para diminuir o nimero de peptideos sintetizados, bem como para abranger partes
importantes da proteina que ndo estavam sendo contempladas nos peptideos originais,
como a lisina 851 no peptideo F26 (ARAKAWA et al., 2015).

4.4.3. Predicdo in silico de epitopos de células B e alinhamento das sequéncias dos

peptideos selecionados

A localizacdo de todos os peptideos selecionados dentro da sequéncia completa
da proteina band 3 estdo reprsentados da Figura 32. Como a predicéo é feita baseando-
se na sequéncia completa da proteina, optou-se por, também, fazer a predicao in silico
de cada peptideo selecionado como forma de avaliar se eles possuem epitopos préprios,

como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Peptideos selecionados e seus respectivos epitopos preditos in silico

Peptideo Sequéncia Epitopo predito Epitopo na proteina band 3

M20 FSPQVLAAVIFIYFA N&o possui N&o possui

S20 GLLGEKTRNQMGVSE EKTRNQMG EKTRNQMG
JK21 LVFEEAFFSFCETNGLEYI FCETNG Né&o possui

H22 IKIFQDHPLQKTYNY QDHPLQK IFQDHPLQKTYNY
KL22 YNYNVLMVPKPQGPLPNTA QGPL YNY VPKPQGPLP

123 QDTYTQKLSVPDGFK TQKLSVP QDTYTQKLSVPDGFK
LO23 VSNSSARGWVIHPLGLRSEFP | - PLGLRS VSNSSARGWVIHPLGLRSEFP

DF26  AVLWVVKSTPASLALPFVLILTV VKSTPASLALPFVL Apenas a segunda alanina
M26 VELQCLDADDAKATF CLDADDA VELQCLDADDAKATF
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E possivel notar que apenas os peptideos M20 e JK21 ndo estdo em areas
preditas como epitopos de células B pelo software BepiPred 2.0. Este perfil se manteve
para 0 peptideo M20, o qual também ndo possui epitopos quando analisado
individualmente. No entanto, para o peptideo JK21, observou-se que, ao ser analisado
de forma individual, esta molécula possui 6 aminoacidos que compdem um epitopo de
células B. Interessantemente, o S20 possui 0s mesmos aminodcidos considerados
epitopos quando na forma individual como inserido na sequéncia completa da proteina
band 3. Para os peptideos 123, LO23 e M26, nota-se que a sequéncia inteira deles fazem
parte de porcdes imunogénicas da proteina completa, no entanto, seus epitopos
individuais sdo reduzidos a sete aminoacidos cada. Os peptideos H22 e KL22 se
comportam de maneira parecida, tendo um pedaco de sua sequéncia correspondendo a
uma regido de epitopos na proteina inteira e tendo seus proprios epitopos formados por
sete e quatro aminoacidos, respectivamente. Outro fator importante de mencionar € que
apenas a primeira alanina da sequéncia de aminoacidos do peptideo DF26 é dita como
um epitopo in silico, no entanto, esta é a molécula com o maior epitopo predito quando
analisada individualmente, com 14 aminoacidos formando sua por¢éo imunogénica.

Realizou-se, pois, um blastp para procurar similaridades das sequéncias destes
peptideos com o proteoma de organismos, a fim de excluir possiveis rea¢fes cruzadas.
A Tabela 7 mostra os quatro alinhamentos mais fortes para cada peptideo. Com estes
dados, é possivel observar que a grande maioria das sequéncia possui alinhamentos com
score < 40, com apenas um alinhamento com valores de score entre 4150. Além disso,

as sequéncias se alinharam mais fortemente a bactérias e fungos néo infecciosos para

humanos.
Tabela 7 — Alinhamentos das sequéncias dos peptideos com o proteoma de outros organismos
Cobertura Porcentagem
Peptideo Organismo Score da E-value de
sequéncia identidade
Candidatus
Cloacimonadota 35.8 80% 1.6 83.3%
bacterium
M20 Candidatus
Cloacimonadota 35.8 80% 1.6 83.3%
bacterium
Bacterium 35.8 80% 1.6 91.7%




S20

JK21

H22

KL22

123

Trichoderma
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) _ 35.4 73% 2.3 90.9%
longibrachiatum
Peptoniphilus sp. 33.7 86% 9.3 84.6%
Bdellovibrionales
) 329 86% 19 78.6%
bacterium
Bdellovibrionales
) 32.9 86% 19 78.6%
bacterium
Hymenobacter
- ] 32 80% 37 83.3%
gilianensis
Bacterium 38.8 89% 0.29 54.5%
Nocardiopsis
375 89% 0.81 70%
flavescens
Rhizobium sp. 37.1 68% 1.1 76.9%
Rhizobium/Grupo
) 36.3 89% 2.3 60%
Agrobacterium
Chloroflexota
) 34.6 93% 4.6 73.3%
bacterium
Prevotelleceae
) 33.3 100% 13 68.7%
bacterium
Dyadobacter
Ny ) 33.3 93% 13 71.4%
jiangsuensis
Rhabdobacter
33.3 93% 13 71.4%
roseus
Anaerolineales
) 375 73% 0.81 80%
bacterium
Bacterium 34.6 73% 9.1 66.7%
Bacterium 329 73% 36 80%
Anaerolineales
) 325 73% 51 73.3%
bacterium
Knufia fluminis 34.1 86% 6.6 76.9%
Rhizoctonia solani 325 86% 26 76.9%
Rhizoctonia solani 325 86% 26 76.9%
Rhizoctonia solani 325 86% 26 76.9%
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Verrucomicrobiae
) 36.3 85% 3.1 58.3%
bacterium
Bacteroidota
) 35.4 90% 6.2 73.7%
bacterium
LO23 )
Gordonia
_ 34.6 71% 12 80%
westfalica
Comamonas
] 34.1 61% 17 76.9%
terrigena
Lactiplantibacillus
50.7 100% 4e05 69.6%
plantarum
DE26 Streptomyces sp. 36.7 91% 3.0 71.4%
Brevundimonas sp. 36.3 56% 4.0 92.3%
Noviherbaspirillum
o 36.3 82% 4.1 70%
aridicola
Chitinophagales
) 34.6 93% 4.7 80%
bacterium
Chitinophagales
) 34.6 93% 4.7 80%
M26 bacterium
Chitinophagales
) 34.6 93% 4.7 80%
bacterium
Bacteroidaceae 34.6 100% 47 60%

4.4.4. Predicao estrutural e localizacao estrutural dos peptideos na sequéncia da

proteina band 3

Por questbes externas, apenas os peptideos M20 e DF26 foram sintetizados a
tempo para a realizacdo de experimentos para esta tese, portanto, a partir deste ponto,
apenas estes dois peptideos serdo abordados. Para conferir as propriedades fisico-
quimicas dos peptideos M20 e DF26 foi utilizado o software PepCalc
(https://pepcalc.com/), e os resultados para cada molécula estdo representados na
Tabela 8.
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Tabela 8 — Propriedades fisico-quimicas dos dois peptideos selecionados para a sintese soltvel

] Peso molecular Ponto isoelétrico Solubilidade em
Peptideo )
(g/mol) (pH) agua
M20 ‘ 1685.01 9.6 Baixa

DF26 ‘ 2437.01 14 Baixa

Em seguida, fez-se a predicdo tridimensional de cada peptideo utilizando o
software I-TASSER (Figura 34A,B), e a localizacdo destes peptideos na estrutural
tridimensional da proteina band 3 (PDB: 4YZF) foi feita utilizando o software PyMOL
by Schrodinger v2.x (Figura 34C,D). A predicéo estrutural do peptideo DF26 apontou
que este peptideo possui suas extermidades N- e C-terminais em folhas-f, seguidas por
porcdes em coil e dois residuos de aminoacidos formam uma o-hélice bem no centro da
molécula. Para o peptideo M20, a predicdo da estrutura mostrou que a porcdo N-
terminal ¢ formada por a-hélice até o residuo cinco e depois possui uma estrutura em
folhas-p até a C-terminal. Essas predi¢des dos peptideos isolados sdo bastante distoantes
de como eles estdo dispostos naturalmente na proteina, onde eles sao,

predominantemente, formados por a-hélices.
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DF26 M20

Figura 32 — Estruturas secundarias preditas dos peptideos DF26 ¢ M20 e a localizagédo deles na
estrutura predita da proteina inteira. A) Peptideo DF26, B) Peptideo M20, C) Peptideo DF26 na
proteina band 3 e D) Peptideo M20 na proteina band 3. A estrutura da proteina band 3 esta representada
em verde e a localizacdo de cada peptideo esta destacada em rosa. As linhas tracejadas indicam a
localizacdo das extremidades da bicamada lipidica da membrana celular de eritrocitos.

4.45. ELISA com os peptideos selecionados e correlagdes entre parametros

clinicos e resposta anti-band 3

Por questdes externas, apenas os peptideos M20 e DF26 foram sintetizados na
forma sollvel e, portanto, apenas os testes imunoenzimaticos destes dois antigenos

serdo demonstrados a seguir.

A resposta de 1gG anti-M20 mostrou-se significativamente aumentada nos
pacientes infectados por P. vivax apresentando anemia (0,96 [0,66-1,49]) em relac&o aos
pacientes ndo anémicos (0,67 [0,47-0,81]; p = 0,0115) e aos individuos ndo infectados
(0,60 [0,48-0,68]; p = 0,0009) (Figura 33). Nao houve diferenca estatistica significativa
entre 0s pacientes com malaria vivax e sem anemia e 0s individuos saudaveis. Com
relacdo a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-off (0,73), 64,7% dos

individuos infectados e com anemia apresentaram-se acima do ponto de corte, a0 passo
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que, para os individuos infectados ndo anémicos e os individuos saudaveis esses valores

foram de 27,7% e 8,3%, respectivamente.
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Figura 33 — Resposta de IgG ao peptideo 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 individuos sinalizados
em azul sdo aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As porcentagens acima de cada grupo
indicam a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-off. Nao infectados (n = 24), P. vivax ndo
anémicos (n = 46), P. vivax anémicos (n = 18). Significancia estatistica foi acessada pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e esté representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

Um perfil parecido de resposta foi observado para o peptideo DF26. Pacientes
com malaria vivax e anemia (1,2 [0,86-1,63]) foram significativamente mais reativos a
este antigeno do que os pacientes sem anemia (0,82 [0,60-0,94]; p = 0,0009) e os
individuos nédo infectados (0,84 [0,64-1,14]; p = 0,0279) (Figura 34). Também né&o foi
encontrada nenhuma diferenca significativa entre os pacientes que ndo apresentavam
anemia e os doadores saudaveis. Com relacdo a frequéncia dos individuos 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 néo infectado

foi considerado como forte respondedor a este peptideo.
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Figura 34 — Resposta de 1gG ao peptideo 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 individuos sinalizados
em azul sdo aqueles que se encontram acima do valor de cut-off. As porcentagens acima de cada grupo
indicam a frequéncia de respondedores acima do valor de cut-off. Ndo infectados (n = 24), P. vivax ndo
anémicos (n = 42), P. vivax anémicos (n = 18). Significancia estatistica foi acessada pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn e esté representada por asteriscos (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

Com relagdo as correlagcdes com os parametros clinicos, a resposta de anticorpos a
peptideos comportaram-se de forma similar a resposta anti-band 3. Houve correlacdo
estatisticamente significativa apenas com os parametros indicativos de anemia: niveis de
hemoglobina e hematdcrito. A resposta anti-M20 correlacionou-se negativamente com
o0s niveis de hemoglobina (r = -0,3638; p = 0,0034) e com o hematocrito (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 hematdcrito (r = -0,3704; p
= 0,0028) (Figura 35C,D). Nenhuma correlacdo estatisticamente significativa foi

observada entre a resposta anti ambos os peptideos e os demais parametros avaliados.
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Figura 35 — Correlagéo entre a resposta de 1gG anti-M20 e anti-DF26 e parametros hematolégicos.
A,C) nivel de hemoglobina, B,D) hematdcrito. CorrelagBes foram feitas utilizando o teste de correlacéo
de Spearman, seguido de uma regressao linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos

As respostas contra ambos 0s peptideos correlacionaram-se fortemente entre si (r
= 0,8652; p > 0,0001) com uma predominancia da resposta anti-M20 sobre a resposta
anti-DF26 (Figura 36A). A correlagdo direta da resposta de 1gG anti-M20 e anti-band 3
foi estatisticamente significativa (r = 0,5587; p < 0,0001) e a resposta a ambos antigenos
foi similar quando os pacientes foram comparados individualmente, com uma leve
predominancia da resposta anti-band 3 quando todos os individuos infectados foram
considerados na analise (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 predominio da resposta anti-band 3, tanto para o total de pacientes infectados
guanto para aqueles que apresentaram anemia (Figura 36C). Nenhum individuo
infectado sem anemia mostrou-se um alto respondedor apenas ao peptideo DF26. De
forma interessante, os trés individuos anémicos, que foram responsivos exclusivamente

ao peptideo DF26, sdo os mesmos que foram exclusivamente responsivos ao M20.
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Figura 36 — Correlacdes entre a resposta de 1gG contra os peptideos 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 gréaficos indicam a
frequéncia de respondedores acima dos valores de cut-off para a totalidade de individuos infectados e para
aqueles que se apresentavam anémicos. As cores indicadas na legenda da imagem indicam aqueles
individuos que reagiram acima do valor do cut-off para um ou ambos os antigenos. As bolas representam
os individuos infectados por P. vivax ndo anémicos e os tridngulos invertidos representam aqueles
infectados por P. vivax e com anemia. CorrelacBes foram feitas utilizando o teste de correlacdo de
Spearman, seguido de uma regressdo linear. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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45. DISCUSSAO

Ao longo de sua vida util, o eritrocito enfrenta diversos processos estressantes
que, gradualmente, “marcam” a célula para remogdo. Entre essas alteragdes, destacam-
se a perda de membrana, que resulta em menor deformabilidade, a oxidacdo das
proteinas de membrana, a exposi¢do de PS, mudancas enzimaticas e a formacgdo de
neoantigenos (ou antigenos de senescéncia) na superficie, especialmente da proteina
band 3 (THIAGARAJAN; PARKER; PRCHAL, 2021). Para que esse processo 0ocorra,
a hemoglobina sofre desnaturacdo devido ao estresse oxidativo, gerando hemicromos
que se acumulam no citoplasma e se polimerizam ao dominio citoplasmatica da band 3,
formando um agregado insoltuvel (LOW et al., 1985; PANTALEO et al., 2008). Essa
oxidacdo € responsavel por expor 0s neoantigenos, que sdo reconhecidos por
autoanticorpos naturais, promovendo assim a remocao dessas células pelos macréfagos
residentes do baco (KAY, 1975; KAY et al., 1983). Além disso, a formacdo desses
antigenos de senescéncia pode também originar-se de processos proteoliticos resultantes
da clivagem da band 3 (KAY; GOODMAN, 1984).

Além destes anticorpos direcionados a band 3, postula-se que anticorpos
antigalactosil, naturalmente presentes, também se liguem a esses antigenos cripticos
expostos durante o envelhecimento celular (GALILI et al., 1986). No entanto, a
auséncia de alteracbes na depuracdo de eritrocitos em camundongos
agamaglubulinémicos levanta questionamentos sobre a significancia fisiologica da
remocdo de eritrocitos senescentes mediada por anticorpos (CONNOR; PAK;
SCHROIT, 1994; BRATOSIN et al., 2002; HUDSON et al., 2017).

O aparecimento de neoantigenos € uma estratégia do sistema imunoldgico de
aumentar e intensificar a resposta a um patogeno, de forma a rapidamente se livrar da
infeccdo, no entanto, pode ser um mecanismos que beneficia o patdgeno, uma vez que
cria anticorpos inespecificos que possuem, como alvo, moléculas préprias do
hospedeiro (SUNDARESAN et al., 2023). Estes epitopos cripticos sdo incapazes de
interagir com anticorpos em condigdes fisioldgicas, no entanto, a partir de mudancas
conformacionais, autoanticorpos inespecificos comegam a reconhecer esses sitios
(POWELL; BLACK, 2001; CORNABY et al., 2015) e a consequentemente gerar

respostas imunes autorreativas.
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Neste estudo, mostramos a formacgédo de neoantigenos da band 3 em eritrocitos
saudaveis durante infeccdo por P. vivax. Essa informacao é evidenciada pelo nimero de
peptideos exclusivamente reconhecidos por anticorpos do plasma de individuos
infectados — tanto para a analise utilizando cut-off, como para a utilizando os scores de
reatividade — especialmente daqueles pacientes que possuiam quadro anémico no
momento da coleta. As andlises in silico reforcam esse resultado, mostrando que muitos
desses peptideos ndo estdo em é&reas consideradas epitopos, mas foram reativos aos
anticorpos de individuos anémicos. E importante ressaltar que a técnica de SPOT
synthesis fornece peptideos com epitopos lineares e que podem ndo corresponder ao
epitopos in natura da proteina mie (FORSSTROM et al., 2015).

Sabe-se que infeccBes por P. falciparum geram resposta a neoantigenos da
proteina band 3 (HOGH et al., 1994). No entanto, essa resposta parece estar associada a
regido de transmissdo intensa de malaria, em que os individuos possuem baixas
parasitemias. De maneira semelhante ao que ocorre naturalmente, nos eritrocitos
infectados, ha a formacgdo dos hemicromos e a subsequente opsonizacdo por anticorpos
anti-band 3 (GIRIBALDI et al., 2001). O desenvolvimento intracelular de P. falciparum
é capaz de expor neoantigenos da proteina band 3 através de mudancas conformacionais
(WINOGRAD; SHERMAN, 2004). Curiosamente, essas mudangas ocorrem no sitio ja
descrito como o formador do antigeno de senescéncia (KAY; MARCHALONIS, 1991),
além de ocorrerem em regides da proteina que se ligam a trombospondina, responsavel
pela adesdo de eritrocitos ao endotélio (WINOGRAD; PRUDHOMME; SHERMAN,
2005). Interessantemente, nenhum dos peptideos reconhecidos no ensaio de Immunoblot
correspondem as porc¢des da proteina que compdem o antigeno de senescéncia (KAY;
MARCHALONIS, 1991; BADIOR; CASEY, 2021), sugerindo que infeccBes entre
diferentes espécies de Plasmodium geram interacdes e, consequenmente, formacdes de
neoantigenos da proteina band 3 diferentes.

Alguns estudos estabelecem as interacdes de P. vivax com a proteina 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 proteina de maneira semelhante a P. falciparum, expondo neoantigenos da
proteina que podem ser reconhecidos por células do sistema imune e acabarem
desencadeando uma resposta autoimune. Contudo, sabidamente P. vivax necessita da
interacdo com a band 3 durante o processo de reconhecimento celular e posterior

invasdo, principalmente em comunidades onde a prevaléncia de individuos Duffy-
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negativos é alta (ALAM et al., 2015; 2016). O presente trabalho e outro prévio do nosso
grupo de pesquisa (MOURAO et al., 2018), evidenciam o aparecimento de anticorpos
anti-band 3 em infeccbes por P. vivax. Além disso, esses anticorpos ja foram
evidenciados como indutores de fagocitose e capazes de promover o enrijecimento de
eritrocitos ndo infectados (MOURAO et al., 2016). Juntos, esses achados fortalecem a
hipotese de formacdo de novos antigenos durante infecgdes por P. vivax e que
anticorpos direcionados a estas por¢des da proteina poderiam estar associadas ao quadro
anémico apresentado por alguns individuos.

Inicialmente concebida como uma técnica para estudos sistematicos sobre
eventos de reconhecimento no sistema imunoldgico, a técnica de SPOT synthesis ainda
é principalmente utilizada para este fim. No entanto, seu uso tem sido ampliado para
examinar diversos aspectos do fendmeno de reconhecimento molecular, como ligante-
receptor, proteina-peptideo, proteina-proteina, entre outros (CAMPOS et al., 2023;
FRANK, 2002). Além disso, é uma técnica que nos permite explorar epitopos que
naturalmente estariam escondidos devido a conformacdo da proteina ou onde ela se
encontra, ndo sendo possivel detectar resposta imune contra essa porcao. No entanto,
esse tipo de técnica nos fornece apenas resultados semi-quantitativos, sendo necessario
realizar estudos quantitativos com o0s peptideos selecionados para validar e
complementar os resultados obtidos (KATZ et al., 2011). Por conta disso, decidimos
sintetizar dois peptideos soluveis.

O reconhecimento de epitopos “cripticos” € evidenciado ndo apenas nos ensaios
de Immunoblot, mas também na resposta ao peptideo M20. Este é um peptideo cuja a
sequéncia encontra-se integralmente na por¢éo intracelular da proteina (ARAKAWA et
al., 2015), no entanto, provoca uma resposta acentuada em individuos infectados,
especialmente naqueles que apresentam quadro anémico. Curiosamente, a por¢do em
que esse peptideo se encontra na band 3 ndo foi predita como um epitopo de células B e
nem sua sequéncia isolada compde um epitopo. A presencdo da infecgdo por P. vivax
pode gerar, entdo, um espalhamento de epitopos intramolecular, onde ha a formacéao de
neoantigenos dentro de uma mesma proteina (MUNZ et al., 2009). O espalhamento de
epitopos é, geralmente, uma estratégia do sistema imune para combater um patdgeno;
no entanto, esse fendmeno pode levar o surgimento de doencgas ou quadro autoimunes,
uma vez que esse espalhamento de epitopos ndo é especifico e ndo ocorre em uma unica
proteina (VANDERLUGT; MILLER, 2002; MUNZ et al., 2009; SULIMAN, 2024).



123

As respostas de anticorpos aos dois peptideos soltveis de mostraram semelhante
a resposta anti-band 3. Embora a frequéncia de respondedores acima dos valores de cut-
off evidencia que existem outras porcdes da proteina que sdo significativamente
reconhecidas. No entanto, é necessari sintetizar outros peptideos selecionados para
termos mais confiabilidade em qual ou quais sdo essas por¢des e a qudo significativa
elas sdo o reconhecimento da proteina. E, posteriormente, ensaios funcionais devem ser
realizados para verificar se esses epitopos sdo funcionais para induzir fagocitose ou
outra resposta celular que poderia auxiliar na remocao de eritrocitos ndo infectados.
Curiosamente, o peptideo DF26 compreende uma porcdo presente na face externa da
proteina e que serve de sitio de ligacdo para 0 HoDIDs (ARAKAWA et al., 2015).
Aliadas, essas informacdes sugerem que anticorpos contra essa por¢do poderiam estar
envolvidos no interrompimento do fluxo de ions do canal i6nico da proteina,
contribuindo assim para 0 enrijecimento da membrana e remoc¢do por macrofagos
(MOURAO et al., 2016). No entanto, essa hipotese ainda merece mais atencdo em
estudos futuros.

Para excluir a possibilidade de mimetismo molecular de proteinas de P. vivax ou
de outros patdgenos com a band 3, foi feita a analise utilizando o BLAST®,
evidenciando que nenhuma sequéncia dos peptideos selecionados se alinha com
proteinas do hospedeiro ou de outros agentes patogénicos. Esses resultados sdo
reforcados por dados posteriores do nosso grupo de pesquisa, no qual evidenciou que 23
proteinas de P. vivax sdo miméticas a proteinas humanas, mas nenhuma delas é a band 3
(MOURAO et al., 2018). Esses dados intensificam as evidéncias de que a formagéo de
neoantigenos pode ser o principal fator do surgimento da resposta anti-band 3 em
infeccdes por P. vivax e que esse fenbmeno ocorra devido a interacdo de proteinas do
parasito com a band 3, provocando a deformabilidade dessa proteina e expondo
antigenos “cripticos” (ALAM et al.,, 2015; 2016; ZEESHAN et al.,, 2015; DE
MEULENAERE et al., 2022; LU et al., 2022).

Portanto, esse estudo acrescenta informagGes importantes para o entendimento
da resposta autoimune e o surgimento de neoantigenos em proteinas préprias 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 i6nicos,
ainda sdo necessarios e fundamentais para elucidar como essas moléculas contribuem

para o quadro anémico em individuos infectados por P. vivax.
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CONCLUSOES

Anticorpos anti-band 3 parecem ser 0s principais responsaveis pela opsonizacéo
de eritrocitos ndo infectados;

Analises in vitro e in silico mostraram que anticorpos anti-band 3 de pacientes
anémicos infectados por P. vivax reconhecem epitopos ndo preditos e de regides
da proteina que ndo sdo naturalmente expostas;

Os peptideos M20 e DF26 parecem promissores para 0 entendimento do
espalhamento de epitopos e os neoantigenos da band 3, formados durante a
infeccdo por P. vivax;

A relacdo do peptideo DF26 e o blogueio do canal ibnico da proteina band 3

ainda devem ser melhor explorados.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Este estudo representa um avango no entendimento dos autoanticorpos durante
as infecgdes por P. vivax. Este foi o primeiro trabalho, documentado, que utilizou uma
analise multivariada entre os diferentes autoanticorpos dosados para avaliar a resposta
autoimune durante infecgdes por P. vivax. Esta € 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
proteina band 3. Demonstrou-se aqui que a band 3 parece ser um dos principais alvos,
sendo o principal, para esses anticorpos na superficie dos eritrocitos. Além disso,
levanta-se a possibilidade plausivel de exposi¢do de neoantigenos da proteina durante a
infeccdo; no entanto, essa hipotese necessita de uma exploracdo mais aprofundada em
futuras pesquisas. Como proximos passos, planejamos identificar os padrGes de
glicosilagdo da porcdo Fc desses anticorpos e associd-los a ensaios funcionais que
utilizam mondcitos ativados de diferentes maneiras e também células T. Isso nos
permitira obter evidéncias sobre quais mecanismos estdo envolvidos na remocdo de

eritrocitos ndo infectados por meio do reconhecimento de antigenos da band 3.
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