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RESUMO

A destruicdo de hemacias ndo infectadas tem sido associada a anemia na malaria, porém, 0s
mecanismos imunologicos envolvidos na destruicdo dessas células permanecem
desconhecidos, principalmente nos casos de infeccdo por P. vivax. Um dos fatores que
poderiam contribuir para a destruicdo dessas hemécias sdo os auto-anticorpos produzidos
durante a infeccdo. Entretanto, nota-se, na literatura, uma escassez de estudos no que se refere
a relacdo entre autoimunidade e anemia em infeccdes por P. vivax. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar as associagdes entre a resposta de anticorpos, 1gG e IgM, contra
moléculas de hemécias de diferentes grupos sanguineos (A, B e O) e a anemia em pacientes
infectados por P. vivax. Para isso, ensaios de Cell-ELISA foram realizados, utilizando-se
eritrocitos de individuos saudaveis nunca expostos a malaria e pertencentes a trés grupos
sanguineos (A, B e O). Foram incluidos, ainda, pacientes com maléria vivax ndo grave
residentes em areas de baixa transmissdao na Amazonia brasileira (n = 75) e pacientes com
maldria vivax grave residentes em area de transmissdo intensa no Peru (n = 18). Verificou-se
que, para pacientes com malaria ndo grave, o reconhecimento, por anticorpos IgG, contra
moléculas de hemécias do grupo sanguineo A, foi inferior ao observado para hemécias dos
grupos B e O. Por outro lado, no que se refere a resposta de IgM, observou-se que as
heméacias do grupo B foram menos reconhecidas que os eritrocitos dos demais grupos
sanguineos. Ainda no que se refere aos pacientes ndao graves, ndo foi encontrada nenhuma
associacdo significativa entre a exposi¢cdo ou a parasitemia e a resposta de anticorpos contra
moléculas de hemacias dos diferentes grupos sanguineos. Além disso, associa¢fes negativas
entre 0s niveis de hemoglobina e os de anticorpos IgG, bem como os de IgM, foram
observadas. Quando comparamos a resposta de anticorpos 1gG ou IgM entre pacientes
anémicos e ndo anémicos, observou-se que ambas as respostas foram maiores para pacientes
anémicos. Resultados contrarios foram encontrados para pacientes com maléria grave
residentes no Peru, j& que nesse caso, 0S pacientes anémicos apresentaram niveis de IgG e
IgM inferiores aos observados para 0s ndo anémicos. Todos esses achados ampliam a nossa
compreensdo sobre a relacdo entre a resposta de anticorpos direcionada contra hemacias dos

diferentes grupos sanguineos e a anemia na malaria vivax.

XiX



ABSTRACT

The destruction of uninfected RBCs has been associated with anemia in malaria but the
mechanisms involved in this clearance remain unknown, particularly in regard to P. vivax.
One of the factors that could contribute to this destruction is self-antibodies produced during
the infection. However, few studies have concerned the relationship between autoimmunity
and anemia in P. vivax infections. The aim of this study was to evaluate the associations
between IgG or IgM antibody responses against erythrocytes from different blood groups (A,
B and O) and anemia in patients infected with P. vivax. For this, Cell-ELISA assays were
performed using erythrocytes from healthy individuals never exposed to malaria and whose
blood groups were A, B or O. Patients with uncomplicated vivax malaria residing in low-
endemic areas in the Brazilian Amazon (n = 75) and patients with severe malaria living in an
intense transmission area of malaria in Peru (n = 18) were also included. It has been found
that for patients with non-severe malaria, the recognition by antibodies IgG against blood
group A erythrocytes molecules was lower than that observed for the B and O. On the other
hand, with regard to the IgM response, it was observed that the red blood cells of group B
were less recognized in comparison to erythrocytes from the other blood groups. Moreover,
when non-severe patients were evaluated, no significant association was found between
exposure or parasitaemia and antibody response against red cell molecules of different blood
groups. In addition, negative associations between hemoglobin and 1gG or IgM antibodies
were observed. When IgG or IgM antibody responses were compared between anemic and
non-anemic patients, we observed that both responses were higher for the anemic patients. By
the other hand, different results were found for patients with severe malaria living in Peru,
since it was reported that in this area the anemic patients had lower levels of IgM and IgG
than those observed for the non-anemic. All these findings increase our understanding of the
relationship between antibody responses directed against erythrocytes of different blood

groups and anemia in vivax malaria.
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1. INTRODUCAO

1.1. Situacdo atual da malaria no mundo

Cinco espécies de plasmddios parasitam o homem: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, sendo
que esta Ultima circula entre simios, em &reas florestais do Sudeste asiatico, (COX-SINGH et
al., 2008; COLLINS & BARNWELL, 2009) e a infeccdo provocada por ela tem carater
zoon6tico (SINGH et al., 2004; COX SINGH et al., 2008; SINGH & DANESHVAR, 2010).

Das espécies mencionadas acima, P. falciparum é a mais virulenta, j& que é
responsavel por elevados niveis de mortalidade, principalmente no continente africano (OMS,
2004). P. vivax, por sua vez, € a especie mais amplamente distribuida no mundo, devido a sua
grande diversidade fenotipica e é responséavel pela maioria dos casos humanos diagnosticados
fora da Africa (MENDIS et al., 2001; CARTER & MENDIS, 2002; GUERRA et al., 2010).
Embora P. vivax tenha sido negligenciada, por muito tempo, pela comunidade cientifica, pelo
fato de infeccBes por essa espécie serem geralmente associadas a baixa mortalidade, a
morbidade em comunidades endémicas devido a essa espécie de parasito € muito alta. Além
disso, o crescimento no nimero de casos de malaria grave por esta espécie, bem como 0s
relatos de cepas resistentes aos principais antimalaricos utilizados para o tratamento em
diferentes paises revelam que P. vivax ndo pode ser negligenciada (BAIRD et al., 2004;
BAIRD et al., 2007; AREVALO-HERRERA et al., 2010).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 3,3 bilhGes
de pessoas, em 97 paises e territorios, encontram-se sob o risco de adquirir malaria (Figura 1),
sendo que, em 2013, 198 milhGes de casos dessa doenga ocorreram, levando & morte de
584.000 pessoas (OMS, 2014). Em 2015, foram registrados 214 milhdes de novos casos de
maldria e 438.000 mortes em todo mundo (OMS, 2015).
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Casos de malaria confirmados por 1000 habitantes

B > 100 10 -50 0,11 Sem transmissao de malaria
R 50 -100 1-10 0-01 Nao aplicavel

Figura 1. Distribuicdo mundial da malaria no ano de 2013 (Fonte: Organizacdo Mundial da Saude,
Relatdrio Mundial da Maléria 2014).

Nas Ameéricas, a malaria ocorre em 21 paises e, segundo estatisticas da Organizacao
Pan-Americana de Saude, foi registrado, no ano de 2012, nessa regido, um total de 469.000
casos de malaria que provocaram a morte de 108 pessoas (PAHO, 2013). Nesse continente,
30% da populacdo reside em areas de risco localizadas, principalmente, na floresta
amazonica, que se estende por oito paises, incluindo Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador,
Peru, Venezuela, Suriname e Guiana (PAHO 2011; OMS 2013). E, apesar de varias décadas
de intensos esforcos de controle, nota-se que, na maioria desses paises, a malaria ainda

representa um dos principais problemas de satude puablica.

No Peru, por exemplo, o risco de transmissdo de malaria est4 presente em 70,8% dos
estados que compdem o pais. Observa-se, contudo, que 89,5% de todos os casos de malaria
concentra-se no estado de Loreto, 9% nos estados de Junin, Ayacucho e Cusco, e 0,6% em
Madre de Dios. A nivel nacional, sdo 141 distritos (84,9%) com transmissdo ativa de malaria,
sendo que 35 deles relatam uma incidéncia parasitaria anual (IPA) superior a dez por 1000
habitantes (Figura 2). Nota-se, ainda, que 83,8% dos casos de malaria séo devido a P. vivax e
16,2% por P. falciparum.
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Figura 2. Mapa de incidéncia da malaria no Peru, 2015 (Fonte: RENACE-DGE-MINSA, 2015).

No Brasil, a malaria também é considerada um dos principais problemas de saude e,
nesse pais, mais de 99% dos casos registrados ocorrem na regido amazonica, que abrange 0s
estados do Acre (AC), Amazonas (AM), Amapa (AP), Maranhdo (MA), Mato Grosso (MT),
Para (PA), Ronddnia (RO), Roraima (RR) e Tocantins (TO) (Figura 3).

A grande concentracdo dos casos nessa regido esta associada as condi¢cGes ambientais
e socioecondmicas que propiciam a proliferacdo de Anopheles darlingi, incriminado como o
principal vetor. Nessas areas, a transmissdo da doenca é geralmente focal, instavel, e a
notificagdo de casos aumenta principalmente apds o periodo chuvoso do ano (OMS, 2009).
Nota-se, ainda, que assim como ocorre para outras doencas tropicais, a malaria afeta,

principalmente, pessoas dos estratos sociais mais baixos e com dificuldade de acesso aos
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servicos de salde. Entretanto, surtos de malaria também tém ocorrido, com certa frequéncia,
em outros estados do Brasil fora da regido amazonica. Estes surtos podem ser explicados por
migracdes de pessoas da regido amazonica e/ou de outros paises para as regides extra-
amazonicas. Segundo estatisticas dos 6rgaos de satde publica, apenas 19% de todos os casos
de malaria na regido extra-amazonica sdo diagnosticados e tratados no intervalo de 48 horas
apos o aparecimento dos sintomas, em contraste aos 60% dos casos diagnosticados e tratados
na regido amazonica. Isso pode explicar a elevada proporcdo de casos de malaria grave em
areas ndo endémicas. De fato, a taxa de fatalidade de malaria em regides fora da Amazénia €
bem maior que a observada para a regido amazonica. A falta de experiéncia por parte dos
profissionais de salde das areas ndo endémicas em diagnosticar e tratar a maléria, bem como
0 pobre conhecimento publico em geral, justificam essa elevada taxa de fatalidade e

constituem agravantes que dificultam o tratamento e o controle da doenca.

[ ]sem transmissdo
Baixo risco

[l médio risco

Il Atto risco

Figura 3. Mapa de risco da malaria por municipio de infecgdo, Brasil, 2014. As diferentes cores
indicam o risco de transmissao de malaria, que foi estimado a partir do IPA = indice Parasitario Anual
(namero de casos registrados por cada 1000 habitantes em uma determinada &rea). Baixo risco (IPA <
10/1000 habitantes), médio risco (10,0 < IPA > 49,9/1000 habitantes) e alto risco (IPA > 50,0/1000
habitantes). (Fonte: <http://portalsaude.saude.gov.br/images/jpg/2015/junho/24/Mapa-de-risco-
2014.jpg> Acesso em: 12 de Novembro de 2015 as 13:17 horas).
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Em termos de distribuicdo da maléria na Amazonia brasileira, observa-se que as areas
com elevado risco de transmissao geralmente estdo intercaladas entre areas de baixo ou
moderado risco (Figura 3). A concentracdo dos casos nessas regides esta associada a expansao
das fronteiras agricolas e econdmicas. 1sso porque fatores como a ocupagdo desordenada das
periferias das grandes cidades, a extracdo madereira, a pecudria, a formacao de assentamentos
de reforma agraria e a mineracao, além de provocarem grandes mudancas ambientais, como o
desmatamento, também alteram a biologia do vetor e a transmissdo da malaria, pelo fato de

agrupar um grande nimero de migrantes ndo-imunes perto dos criadouros do vetor.

Segundo estatisticas do Ministério da Satde, em média, 311 casos de malaria tém sido
relatados, anualmente, na Amazoénia brasileira, nos ultimos 14 anos, mas com uma nitida
reducdo ao longo desse periodo. Entre os anos de 2000 e 2014, o nimero de casos relatados
caiu de 615.247 para 138.338, apesar do crescimento da populacdo. Verificou-se que o0s
estados do PA e AM, juntos, registraram quase 70% do total de casos ocorridos no Brasil em
2012; 14,4% desses casos ocorreram em areas urbanas, 25% em areas de exploracdo de minas

e, 0 restante, em assentamentos rurais e areas indigenas (MS/SVS 2013, SVS 2013).

Trés espécies de Plasmodium tém sido associadas aos casos nativos de malaria no
Brasil: P. falciparum, P. vivax e P. malariae. A transmissdo por P. falciparum predominou
entre 1985 e 1990 e, a partir dai, diminuiu, de forma constante, ao longo dos anos, ao passo
que P. vivax apresentou uma tendéncia de crescimento ao longo da década de 90. Atualmente,
P. vivax é a espécie predominante no Brasil, jA que € responsavel por aproximadamente
83,7% de todos os casos de malaria notificados no pais (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
Embora a malaria vivax geralmente esteja associada a um quadro clinico mais brando com
baixa mortalidade, a morbidade devido a infecBes por esta espécie de parasito é bastante
elevada em comunidades endémicas e, no ano passado, 93 internacdes devido a infeccédo por
P. vivax foram registradas no pais, sendo que a maioria delas ocorreu no estado do Amazonas.
Em relagdo a P. malariae, sua transmissdo permanece baixa e focal e esta espécie é
responsavel por menos de 1% de todas as infeccOes de malaria confirmadas por exame de
gota espessa no Brasil (Sivep-Malaria/SVS/MS, 2013; Sivep-Malaria/SVS/MS, 2015).
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1.2. Ciclo Bioldgico de Plasmodium

A forma infectante do parasito Plasmodium é o esporozoito, uma forma evolutiva
alongada, com extremidades afiladas, que é inoculada juntamente com a saliva, na pele do
hospedeiro vertebrado, pela proboscide do anofelino, durante o repasto sanguineo (Figura 4)
(MOTA & RODRIGUEZ, 2004; AMINO et al., 2006; SINNIS & ZAVALA, 2008).

Esporozoitos inoculados
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Figura 4. Ciclo de vida do Plasmodium vivax (Fonte: Adaptado de MUELLER et al., 2009).

Diferentes estudos tém mostrado que cerca de 50% do total de esporozoitos inoculados
na pele do hospedeiro deixam o local da picada e, aproximadamente 30% deste total migra até
0s vasos linfaticos, de onde serdo drenados para os linfonodos mais proximos, onde a maioria
dos esporozoitos serd degradada e destruida por células dendriticas, ao passo que 0s outros
70% pode migrar e alcancar a corrente sanguinea (AMINO et al., 2006; YAMAUCHI et al.,
2007; EJIGIRI & SINNIS, 2009). Uma vez no sangue, 0S esporozoitos séo transportados pelo
fluxo sanguineo até o endotélio do figado. Eles atravessam o espaco de Disse e invadem os
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hepatdcitos, iniciando o estdgio hepético da infeccdo (VANDERBER & STEWART, 1990;
ISHINO et al., 2004). A interacdo entre o parasito e as células hepéaticas pode ocorrer de
diversas maneiras: 0 esporozoito pode ser internalizado por meio da formacao de um vacutolo
parasitéforo ou pode, ainda, induzir o rompimento da membrana plasmatica do hepatocito e
atravessa-la (MOTA et al., 2001; MOTA et al., 2002; MOTA et al., 2004). Durante a travessia
celular, acreditava-se que algumas células atravessadas eram capazes de reparar 0o dano
causado pelo parasito durante a migracdo através da regeneracdo de suas membranas
celulares, ao passo que outros hepatdcitos morriam em poucos minutos. Entretanto, em um
estudo recente, FORMAGLIO e colaboradores (2014) monitoraram, in vivo, a atividade
migratoria dos esporozoitos inoculados na pele, bem como a integridade da membrana celular
ao longo do tempo, e constataram, pela primeira vez, por meio de imagem intravital, que a
maioria das células atravessadas ndo sobrevive a travessia, provavelmente devido ao
comprometimento da permeabilidade de suas membranas celulares (FORMAGLIO et al.,
2014).

Essa interacdo entre o parasito e a célula hospedeira parece contar com a participacao
de diferentes proteinas do Plasmodium como a proteina circum-esporozoito (CS), presente na
superficie do esporozoito, que interage com os proteoglicanos de heparan-sulfato na
superficie do hepatécito, auxiliando na internalizagio do parasito (PRUDENCIO et al., 2006;
EJIGIRI & SINNIS, 2009). Alguns estudos tém sugerido que a ativacdo da invasdo esta
associada aos niveis de expressdo de proteoglicanos de heparan-sulfato na superficie dos
hepatocitos. Dessa forma, o contato dos esporozoitos com células que expressam niveis
elevados desses proteoglicanos ativaria o inicio do processo de invasdo, ao passo que O
contato dos esporozoitos com células que expressam menores niveis de tais moléculas,
resultaria em migracdo continua dos esporozoitos pelas células com auséncia de invasao
(COPPI et al., 2007; EJIGIRI & SINNIS, 2009).

E importante mencionar que, na fase hepética da infeccdo por P. vivax, alguns
esporozoitos podem se tornar dormentes, — os hipnozoitos —, formas responsaveis pelas
recaidas tardias da infec¢do. Os demais esporozoitos continuam o ciclo e se transformam em
trofozoitos depois de um periodo de aproximadamente dez dias. O trofozoito se multiplica,
assexuadamente, formando um esquizonte multinucleado que origina milhares de merozoitos,
0s quais sdo liberados na corrente sanguinea por meio de estruturas vesiculares arredondadas
gue evaginam da membrana do hepatécito, os merossomas (WHITE, 2003; STURM et al.,
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2006). Essas vesiculas conseguem atravessar o espaco de Disse por diapedese, camuflando o
parasito e fazendo com que ele ndo seja reconhecido pelas células de Kupfer. Através da
circulacdo, os merossomas sdo transportados para outros Orgdos e, gracas as forcas de
cisalhamento existentes no interior das veias hepaticas e de outras veias maiores, tais
vesiculas se subdividem em pequenas unidades que, entdo, sdo transportadas para o coragao e,
em seguida, para os pulmdes. Nesse 6rgdo, se acumulam nos capilares pulmonares, onde
ocorre a desintegracdo da membrana dos merossomas e a consequente liberacdo dos
merozoitos na microcirculacdo pulmonar. Do ponto de vista evolutivo, essa estratégia é
vantajosa para o parasito. Isso porque, nesse local, a densidade de macréfagos € baixa e, além
disso, a velocidade reduzida do fluxo sanguineo devido a obstrugdo capilar pelos merossomas
promove um acondicionamento denso de eritrocitos que facilita o sucesso da infeccdo pelo
parasito (FADOK et al., 2001; LI et al., 2003; STURM et al., 2006; BAER et al., 2007).

E importante destacar que, embora os hepatdcitos parasitados exibam caracteristicas
apoptoticas, eles ndo sdo fagocitados e nem destruidos pelas células de Kuppfer e nem por
outras células fagociticas presentes nos sinusdides hepaticos. Acredita-se que isso ocorra
devido ao consumo de ions calcio presentes no meio intracelular pelos plasmddios, 0 que
inibiria a exposic¢ao de residuos de fosfatidilserina na superficie da membrana do merossoma
(FADOK et al., 2001; LI et al., 2003; STURM et al., 2006).

Os merozoitos liberados invadem, entdo, suas células alvo (os reticuldcitos, no caso de
P. vivax, ou hemécias de todas as idades, no caso de P. falciparum), deslocando-se,
ativamente, por meio de uma juncdo que eles estabelecem com a célula hospedeira (HANS et
al.,, 2005; MILLER et al 2002). Apdés a invasdo, crescimento e esquizogonia, NOvos
merozoitos sao liberados dos reticulécitos/hemacias e o ciclo de infecgdo se repete. Essa fase

do ciclo é a responsavel pela patologia da doenca.

Nota-se, contudo, que nem todos 0s merozoitos que obtém éxito na invasdo sofrem
esquizogonia e produzem mais merozoitos; alguns deles se transformam em gametocito
masculino ou feminino. Durante o repasto sanguineo, os gametécitos sdo ingeridos por
anofelinos, iniciando-se o ciclo sexuado do parasito (esporog6nico) no intestino. Ocorre,
entdo, a liberagéo de gametas masculinos e femininos, a sua fusdo, e a consequente formacao
do ovo (zigoto). Esse, por sua vez, se transforma em uma forma movel, o oocineto, que se

movimenta por meio de contra¢bes no corpo do inseto e migra até a parede do intestino

28



médio, onde se encista na camada epitelial do 6rgdo, passando a ser chamado de oocisto.
Dentro do oocisto, milhares de esporozoitos se desenvolvem por meio de divisdo
esporogbnica. Apo6s a ruptura da parede do oocisto, 0s esporozoitos sdo liberados e
disseminam-se, por meio da hemolinfa, por todo o corpo do inseto. Alguns esporozoitos
conseguem atingir as células das glandulas salivares, e estdo aptos a serem transmitidos para a
proxima vitima humana, via picada de um anofelino, reiniciando o ciclo no hospedeiro
vertebrado (WHITE, 2003; SCHOFIELD & GRAU, 2005).

1.3. Patogénese da anemia na malaria vivax

A anemia € uma manifestacdo clinica comum em infec¢des plasmodiais e, assim
como a maléaria cerebral, a anemia grave é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade na malaria. Entretanto, quando comparada a outras &reas de pesquisa como
imunologia, vacinas e gendmica, a anemia associada a maléria tem sido alvo de pouca
investigacdo por parte da comunidade cientifica e, o que se observa na literatura, € que grande
parte dos estudos sdo epidemioldgicos, havendo uma escassez de informagbes no que se
refere aos mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da anemia na malaria. Como no
passado j& havia a possibilidade de tratar a anemia associada a malaria por meio de transfuséo
de sangue, € possivel que essa seja uma das razbes que explique, em parte, essa falta de
interesse em se estudar essa manifestacdo clinica (CHANG & STEVENSON, 2004).

No entanto, essa estratégia de tratamento tem sido bastante questionada devido ao
risco de transmissdo de doencas e, também, devido a problemas em termos de logistica, que
dificultam a realizacdo de tal procedimento (MOORE et al., 2001; FENDEL et al., 2010).
Como consequéncia, observa-se que transfusGes sanguineas urgentes muitas vezes ndo sdo
possiveis, e um percentual significativo de criangcas com anemia grave associada a malaria
morre antes de se submeter a transfusdo (BOJANG et al., 1997). Uma alternativa para
melhorar essa estimativa seria desenvolver novas abordagens terapéuticas, porém isso se torna
um obstaculo, ja que a etiologia da anemia associada a malaria ainda ndo € bem elucidada,
principalmente no que se refere a infecgdes por P. vivax. Mas existe um consenso de que a

patogénese da anemia associada a malaria € complexa e multifatorial. Parte das hemaécias é
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perdida durante a fase sanguinea da infec¢do, quando o proprio parasito provoca alteracdes
estruturais, bioguimicas e funcionais nos eritrocitos, que acabam levando a ruptura dessas
células (Figura 5) (GLUSHAKOVA et al., 2005; MAIER et al., 2009; MILLHOLLAND et
al., 2011).
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Figura 5. Anemia na malaria por P. vivax. Mecanismos imunol6gicos sugeridos para explicar a
destruicdo de hemacias infectadas e ndo infectadas. Auto-anticorpo (rosa); anticorpos contra antigeno
do parasito (verde). (Fonte: Adaptado de CASTRO-GOMES et al., 2014).

Entretanto, P. vivax infecta, preferencialmente, reticuldcitos, que correspondem a
menos que 2% do total de eritrcitos. Logo, essas células destruidas seriam rapidamente
repostas pela medula 6ssea por meio da eritropoiese (QUINTERO et al., 2011). Nota-se,
contudo, que essa destruicdo pode persistir por semanas apos o tratamento, mesmo quando 0s
parasitos ja foram eliminados da circulacdo (WOODRUFF et al., 1979; RITTER et al., 1993;
CAMACHO et al., 1998; BIEMBA et al., 1998; PRICE et al., 2001). Além disso, muitas
vezes, 0s niveis de hemoglobina mensurados ap6s o tratamento ndo retornam aos valores
observados no periodo pré-infeccdo (COLLINS et al., 2003), sugerindo que outros fatores
podem estar envolvidos na patogénese da anemia associada a infeccbes por P. vivax
(CASTRO-GOMES et al.,, 2014). JAKEMAN et al. (1999) e COLLINS et al. (2003)
avaliaram os dados de parasitemia e anemia de pacientes submetidos a terapia com P.

falciparum e P. vivax), respectivamente, para o tratamento de neurosifilis, e, a partir de
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modelos matematicos, estimaram que, para cada hemacia parasitada, cerca de nove ndo
parasitadas eram removidas da circulagdo, no caso de P. falciparum e, aproximadamente 32,
no caso de P. vivax, mostrando que a destruicdo de eritrocitos ndo infectados € um
componente importante da anemia. Além disso, também ja foi demonstrado, que o tempo de
sobrevivéncia de eritrocitos ndo infectados é inferior em pacientes que se recuperam da
maléria falciparum e vivax, mesmo apoés a eliminagdo dos parasitos (LOOAREESUWAN et
al., 1987).

Diferentes fatores podem induzir a remocdo de hemécias ndo infectadas durante a
infeccdo. Um deles é o dano oxidativo direto e/ou transferéncia de lipidios oxidados de
hemacias infectadas para ndo infectadas (UYOGA et al., 2012), que sdo reconhecidas por
macrofagos e removidas da circulacdo (Figura 5) (ARESE et al., 2005). Além disso, a baixa
expressdo de proteinas reguladoras do complemento (CR1, CD55 e CD59), associada a um
aumento nos niveis de imunocomplexos durante a malaria, também contribuem para tornar as

hemacias mais suscetiveis a lise mediada pelo complemento (STOUTE et al., 2003).

Por outro lado, as citocinas produzidas durante a resposta imune contra a malaria
também podem estar envolvidas na destruicdo de heméacias ndo infectadas. Nesse sentido,
sabe-se que a resposta inflamatoria a infecgdo resulta em um aumento nos niveis de citocinas
como, TNF-a, IFN-y e IL-10, e ja se mostrou que elevados niveis de TNF-a, por si SO, ou
quando combinado com outras citocinas, inibe o desenvolvimento de células dos tipos BFU-E
(Burst-Forming Unit-Erythron — unidades formadoras de explosdo eritroide) e CFU-E
(Colony-Forming Erythron — unidades formadoras de col6nia eritroide). Essa interferéncia na
diferenciacdo das células eritroides exercida pelo TNF-o ocorre via regulagdo de fatores de
transcrigdo especificos e, ainda, por meio da reducdo da producéo de eritropoietina (hormonio
regulador da eritropoiese) (ROODMAN et al, 1987; JELKMANN, 1998;
WICKRAMASINGHE, 2000). No que se refere ao IFN-y, nota-se que ele também inibe a
eritropoiese, atuando da mesma maneira que 0 TNF-a na inibicdo de células progenitoras
eritroides (DAl & KRANTZ, 1999; LIBREGTS et al.,, 2011). A IL-10, por sua vez, €
considerada uma citocina anti-inflamatdria que tem sido associada a protegdo contra anemia
grave, ja que niveis elevados de IL-10 limitam o efeito de TNF-o em células vizinhas
(OTHORO et al., 1999; THUMA et al., 2011).

31



Outros fatores que também podem predispor as hemacias a remocdo sdo: reducdo na
deformabilidade da célula, modificacdo da membrana eritrocitica pela ligacdo de 1gG ou
complemento, super regulacdo da fungdo fagocitica do hospedeiro ou, ainda, adsorcdo de
antigenos derivados do parasito a membrana eritrocitaria. Nesse sentido, ja se evidenciou que
alguns exo-antigenos termolabeis liberados por culturas de P. falciparum podem se ligar as
hemacias, formando protusdes em sua membrana e modulando a deformabilidade dessas
células (NAUMANN et al.,, 1991). Outros antigenos como o glicosilfosfatidilinositol
(BRATTIG et al., 2008), proteinas associadas as roptrias de P. falciparum (LAYEZ et al.,
2005; AWAH et al., 2009) e a hemozoina, um subproduto do metabolismo do parasito
(JARAMILLO et al., 2004), também sdo liberados na circulacdo e podem se depositar na
superficie das hemacias, levando a rigidificacdo dessas células. Desta forma, hemacias nédo
infectadas podem ser reconhecidas por anticorpos e removidas da circulacdo por meio de
fagocitose ou por lise mediada pelo complemento (Figura 5) (AWAH et al., 2009; AWAH et
al., 2011).

E importante destacar, ainda, que, assim como outras doencas infecciosas que podem
levar & anemia (VONLANDENBERG et al., 2007; TOPLAK & AVCIN, 2009; VERGANI &
MIELI-VERGANI, 2013;), a malaria também induz a geracdo de auto-anticorpos contra uma
diversidade de antigenos, por exemplo, contra proteinas do citoesqueleto (BERZINS et al.,
1983; TERNYNCK et al., 1991) e membrana (ZOUALLI et al., 1986; ARESE et al., 2005;),
enzimas (RITTER et al., 1993), motivos de carboidratos (RAVINDRAN et al., 1988;
SATAPATHY et al., 1993), DNA (ADU et al., 1982; DANIEL RIBEIRO et al., 1984;
ZOUALI et al, 1986), e fosfolipidios (JAKOBSEN et al., 1993; FACER &
ANGIOSTRATDISOU, 1994; CONSIGNY et al., 2002). Esses autoanticorpos podem se ligar
a hemacias ndo infectadas, mediando a fagocitose dessas células e contribuindo para a anemia
(Figura 5).

1.4. Auto-anticorpos na malaria

A complexa composicdo antigénica dos microrganimos é considerada a principal
causa da hiperestimulagdo do sistema imune e, por essa razdo, os agentes infecciosos
compartilham a habilidade de ativar uma fracéo elevada de células linfoides totais, muitas das
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quais se diferenciam para executar fungdes efetoras. As consequéncias dessa ativacdo do
sistema imune incluem o desenvolvimento de respostas ndo especificas de células B e T, a
imunossupressao das respostas humoral e celular para antigenos homologos e heterdlogos e,
ainda, o desencadeamento de processos autoimunes que podem surgir a partir da expansao de
clones auto-reativos (REINA-SAN-MARTIN et al., 2000).

Uma das caracteristicas proeminentes da resposta imune durante a malaria, tanto em
humanos como em modelos experimentais animais, € o aumento de imunoglobulinas no soro
(McCREGOR. 1956, ABELE et al. 1965). Nota-se que grande parte dessas imunoglobulinas
ndo é direcionada contra antigenos do parasito, mas, na verdade, tem especificidade para
diferentes auto-antigenos (CURTAIN et al. 1964). Assim, uma variedade de anticorpos tem
sido descrita, incluindo aqueles que reconhecem componentes proprios de tecidos e orgaos,
como: eritrocitos, linfdcitos, &cidos nucléicos, citoesqueleto, musculo liso, coracéo e tiredide
(SHAPER et al., 1968; WELLS et al., 1980; ADU et al., 1982; DANIEL-RIBEIRO et al.,
1983; DANIEL-RIBEIRO et al., 1991; JAKOBSEN et al., 1993; BANSAL et al., 2009;
GITAU et al., 2013; HOMMEL et al., 2014). Entretanto, ainda ndo se sabe se esses auto-
anticorpos desempenham um papel na imunidade protetora contra os estagios sanguineos do

parasito ou se tais moléculas exercem um papel patogénico.

A literatura fornece evidéncias nos dois sentidos. Por um lado, os auto-anticorpos
podem participar na protecdo imune contra a malaria de diferentes maneiras: auto-anticorpos
direcionados contra antigenos modificados expressos na membrana de eritrdcitos durante o
parasitismo, bem como auto-anticorpos reativos com cripto ou neo-antigenos expressos na
membrana de eritrocitos normais ou de eritrocitos parasitados podem mediar a remocéo, tanto
de hemacias normais, quanto de infectadas; paralelamente a isso, auto-anticorpos anti-
idiotipicos especificos para um sitio de ligacdo de um anticorpo anti-merozoito podem
mimetizar o ligante do parasito para o receptor do eritrocito, por meio da competicdo com o
parasito, bloqueando a invasdo do eritrocito; auto-anticorpos podem, ainda, ter rea¢do cruzada
com o material do parasito (como antigenos nucleares ou do citoesqueleto), exercendo uma
atividade parasiticida direta; além disso, a prépria rede natural de auto-anticorpos pode
contribuir para a protecdo, ao atuar como a primeira barreira de defesa anti-microbiana; e,
finalmente, auto-anticorpos anti-fosfolipideos também podem atuar, neutralizando as
propriedades patogénicas de fosfolipideos derivados do parasito (DANIEL-RIBEIRO &

ZANINI, 2000).
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Por outro lado, diferentes estudos tém mostrado uma associa¢do entre os niveis de
auto-anticorpos e 0s sintomas clinicos na maléria, sugerindo o uso de tais moléculas como
biomarcadores de gravidade. Nesse sentido, ja se mostrou que auto-anticorpos IgG contra
antigenos do cérebro estdo aumentados em pacientes infectados por P. falciparum e se
correlacionam com a gravidade da doenca, tanto em pacientes africanos (Gambia)
(GUIEYEDI et al., 2007), quanto em indianos (BANSAL et al., 2009). Auto-anticorpos
contra proteinas de hemécias também ja foram relatados durante as infeccdes plasmodiais
(FACER et al., 1980; BERZINS, 1983; FERNANDES et al., 2008; FONTAINE et al., 2010)
e tém sido implicados na patogénese da anemia associada a malaria. ROSENBERG et al.
(1973) avaliaram a magnitude da resposta de IgM em pacientes com maléria falciparum apés
a remocdo dos parasitos e constataram que os pacientes infectados apresentando anemia
possuiam titulos de anticorpos anti-hemacia superiores aos detectados em pacientes infectados
sem anemia. Além disso, as hemécias ndo-parasitadas dos individuos anémicos sobreviveram
por um periodo de tempo mais curto quando comparadas as mesmas células dos pacientes
ndo-anémicos. Auto-anticorpos IgM especificos para a enzima glicolitica triose-fosfato
isomerase também ja foram detectados nos soros de pacientes com anemia hemolitica apds a
cura parasitoldgica de infecgdes por P. falciparum, sendo que a recuperacao clinica desses
individuos, bem como a reducdo na hemolise, coincidiram com uma queda nos niveis de tais
auto-anticorpos. Esses auto-anticorpos direcionados contra a triose-fosfato isomerase foram,
entdo, purificados dos soros dos pacientes e tiveram a atividade avaliada por meio de ensaios
in vitro. Os resultados mostraram que tais moléculas eram capazes de induzir a lise dos
eritrocitos e a ativagdo do sistema do complemento, contribuindo para a anemia (RITTER et
al., 1993).

Um estudo recente, realizado por FERNANDEZ-ARIAS et al. (2016), com malaria
murina, mostrou que anticorpos anti-fosfatidilserina produzidos durante a infec¢éo plasmodial
também sdo capazes de reconhecer hemacias ndo infectadas, contribuindo para a anemia em
camundongos. Ainda neste estudo, 0s autores mostraram que imunoglobulinas anti-
fosfatidilserina também sdo detectadas nos soros de pacientes com maléria falciparum, sendo
que niveis elevados de tais anticorpos se correlacionam com a anemia tardia pds—malaria
(FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016).

Em relagdo a P. vivax, pouquissimos estudos tém sido realizados nesse sentido.

FERNANDES et al., 2008 tentaram identificar os possiveis componentes imunes envolvidos
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na anemia em individuos com maléria residentes em areas de baixa endemicidade e
transmissao instavel na regido amazonica brasileira. Os resultados obtidos por eles mostraram
gue 0s pacientes que apresentaram resposta positiva para IgM contra as formas sanguineas do
parasito possuiam niveis inferiores de hemoglobina quando comparados aqueles com resposta
negativa (FERNANDES et al., 2008). Outros estudos realizados por nosso grupo de pesquisa
tém mostrado que os pacientes infectados por P. vivax com anemia apresentam niveis mais
elevados de anticorpos contra proteinas de hemacias do que os pacientes infectados néo-
anémicos (ZITHA, 2014; MOURAO, 2015). Entretanto, a relacdo entre auto-imunidade e
anemia na malaria vivax ainda é pouco conhecida e informacGes sobre a participacdo dos
anticorpos IgG e IgM na destruicdo de hemécias normais dos diferentes tipos sanguineos do

sistema ABO ainda sdo escassas.

1.5. O sistema sanguineo ABO e a malaria

O sistema de grupo sanguineo ABO consiste em dois antigenos (A e B) e quatro tipos
sanguineos (A, B, AB, e 0). Os antigenos A e B representam os produtos dos alelos A e B,
genes co-dominantes entre si e dominantes em relacdo ao alelo recessivo O, que codifica o
antigeno H, precursor biossintético dos antigenos mencionados anteriormente (ATHREYA &
LEWIS, 1967).

O antigeno H é sintetizado pelo gene FUT1/H, que codifica a a1,2-fucosiltransferase,
uma enzima que adiciona uma fucose terminal a lactosamina para formar Fucal-2GalP1-
4GIcNAc-R. Esse antigeno, por sua vez, atua como substrato para a glicosiltransferase do tipo
A, que adiciona um residuo terminal de N-acetilgalactosamina (GalNAc), ou, ainda, como
substrato para a glicosiltransferase do tipo B, que adiciona uma galactose (Gal). Na auséncia

de atividade da glicosiltransferase, apenas o antigeno H é expresso (COOLING, 2015).

Outros componentes importantes do sistema ABO séo os anticorpos produzidos contra
gualquer um desses antigenos do grupo sanguineo ABO que ndo sdo encontrados nos
eritrocitos de um individuo (YAMAMOTO et al., 2001). Assim, observa-se que individuos do
grupo sanguineo A apresentam antigenos A e H na membrana dos eritrocitos e anticorpos

anti-B no soro; individuos do grupo B apresentam antigenos B e H na membrana dos
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eritrocitos e anticorpos anti-A no soro; individuos do grupo AB apresentam os antigenos A, B
e H na membrana eritrocitica, porém, ndo apresentam anticorpos para esses antigenos em seus
soros; e individuos do grupo sanguineo O apresentam antigenos H e anticorpos anti-A e anti-
B no soro (SPALTERS et al., 1999; TORRY & OLSSON, 2009). E importante destacar que
todos esses anticorpos séo considerados naturais pelo fato de serem formados naturalmente,
na auséncia de qualquer estimulacdo antigénica. Essas imunoglobulinas se apresentavam na
forma de IgM, IgG e IgA, codificadas por genes germinais, e reagem com uma ampla gama
de antigenos proprios, incluindo, por exemplo, antigenos nucleares, componentes
intracelulares e de membrana, e, ainda, proteinas circulantes no plasma. Anticorpos naturais
geralmente sdo poli-reativos, exibindo reatividade cruzada idiotipica e conectividade na
regido variavel de suas cadeias (V). Interacbes complementares entre as regides V regulam a
autoreatividade dos auto-anticorpos naturais no soro total, contribuindo para a manutencao da

homeostase imune sob condices fisiologicas (SPALTER et al., 1999).

Tem sido sugerido que diferencas na expressdo de antigenos dos grupos sanguineos
podem aumentar ou reduzir a suscetibilidade a muitas infecGes. Isso porque 0S grupos
sanguineos podem desempenhar um papel direto na infecgdo, atuando como receptores e/ou
co-receptores para microrganismos, parasitos e virus (COOLING, 2015). Sendo que, alguns
estudos sugerem que individuos do grupo A tém um risco aumentado de infec¢do por S.
mansoni devido a auséncia de anticorpos anti-A. Evidéncias mostram que a quimioatracdo
entre parasitos adultos envolve o epitopo GalNAc em fémeas. Desta forma, os anticorpos anti-
A podem fornecer uma protegdo contra o S. mansoni, bloqueando essas estruturas que s&o
necessarias para o0 acasalamento ao acaso (HASEEB et al., 2008). Além disso, muitos
antigenos dos grupos sanguineos facilitam a invasao, transducdo de sinal ou, até mesmo, a
adesdo, por meio da organizacdo de microdominios da membrana. Por todas essas razdes,
muitos patdgenos podem interagir com os diferentes antigenos de grupo sanguineo
(COOLING, 2015).

InteracOes entre o patdgeno e o0 hospedeiro tém sido propostas como uma importante
forca evolutiva capaz de moldar a distribuicdo global dos grupos sanguineos ABO (BERGER
et al., 1989). Nesse sentido, diversos estudos epidemioldgicos tém sugerido que o fendtipo
ABO pode modular o quadro clinico da maléria, sendo 0s grupos sanguineos A e B
associados a maior gravidade da doenga em comparacao ao grupo O (FISCHER & BOONE,

1998; LELL et al., 1999). Essa associacao é consistente com a maior prevaléncia do grupo O
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em areas endémicas para a malaria na Africa subsaariana, quando comparada a outras regides
do mundo onde a malaria ndo é endémica, sugerindo que o grupo O pode ter sido selecionado
como uma adaptacéo protetora contra a forma grave e fatal da doenca (MARTIN et al., 1979;
SAITOU & YAMAMOTO, 1997; CSERTI & DZIK, 2007).

Acredita-se que individuos dos grupos sanguineos A e B sdo mais propensos a
desenvolverem maléria grave, porém, os mecanismos subjacentes a prote¢do conferida pelo
grupo O permanecem desconhecidos (FISCHER & BOONE, 1998; LELL et al., 1999;
ROWE et al., 2007). Os mecanismos de protecdo que tém sido propostos se assemelham
aqueles implicados em outros polimorfismos de eritrécitos e incluem a reducdo da invasao
eritrocitica e a diminuigdo na formacdo de rosetas (CHUNG et al., 2005; ROWE et al., 2007).

A associacdo entre os grupos sanguineos e a formacdo de rosetas (aderéncia de
eritrocitos parasitados a eritrocitos nao parasitados, formando um aglomerado que se
assemelha a uma roseta) tem sido alvo de investigacdo em diferentes estudos. Tem-se
constatado que eritrocitos O formam um ndmero inferior de rosetas, e de tamanhos menores,
in vitro, quando comparados a eritrocitos infectados A e B (ROWE et al., 2007
MERCEREAU-PUIJALON et al., 2008). Essa reducdo na formacdo de rosetas diminui a
obstrucdo microvascular que parece contribuir para a patogénese da maléria grave (SAITOU
etal., 1997; PATHIRANA et al., 2005; ROWE et al., 2007).

Recentemente, experimentos in vitro com macréfagos humanos, bem como com
mondcitos de camundongo, in vivo, mostraram que essas células fagocitam os eritrécitos
infectados do grupo O mais avidamente que os eritrdcitos infectados dos grupos A e B. Essa
remocao aumentada de eritrocitos infectados, bem como a diminui¢do na formacdo de rosetas
do grupo O parecem contribuir para a reducdo da parasitemia, bem como para a diminuicao
da adesdo de eritrocitos infectados ao endotélio e, ainda, para a diminuicdo da obstrucédo
microvascular, fornecendo explicacdes alternativas para a protecdo observada no grupo O
(WOLOFSKY et al., 2012). Por isso, tem sido sugerido que o grupo sanguineo O confere
resisténcia a malaria, o A é mais suscetivel e o B possui um efeito intermediario (FISCHER &
BOONE, 1998; LELL et al., 1999; PATHIRANA et al., 2005; LOSCERTALES, 2006).

Entretanto, cabe ressaltar que todos esses achados foram relatados para infec¢des por
P. falciparum e poucos estudos tém sido realizados no que se refere a P. vivax. LEE e
colaboradores (2014) realizaram uma investigacdo detalhada sobre o fendmeno de formagéo

de rosetas promovido por essa espécie de parasito e verificaram que ele € mais comum em
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infeccOes por P. vivax do que em infecgBes por P. falciparum, tanto em termos de incidéncia
nas amostras de pacientes, bem como no percentual de eritrécitos infectados formando
rosetas. Outro achado desse estudo foi a inexisténcia de correlacdo entre a formacdo de
rosetas e diferentes varidveis como: o grupo sanguineo ABO do hospedeiro, a contagem de
reticuldcitos e a parasitemia (LEE et al., 2014). Nota-se pois, uma escassez de informacdes no
que se refere & P. vivax, espécie que apresenta algumas particularidades bioldgicas que a
diferenciam de P. falciparum. Portanto, a investigacdo de uma possivel associagdo entre o
fenotipo ABO e a anemia em infecgdes por P. vivax, um tema ainda pouco explorado e

compreendido, é de extrema importancia.
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2. JUSTIFICATIVA

A anemia constitui uma das manifesta¢fes clinicas mais importantes associadas a
maldria. Entretanto, sua etiologia ainda ndo é completamente conhecida. Entre os fatores que
contribuem para a anemia, cita-se a digestdo da hemoglobina e a destruicdo das hemacias,
resultados imediatos do desenvolvimento e multiplicacdo do parasito durante o seu ciclo de
vida. Entretanto, esses fatores, por si s, ndo explicam tal manifestacdo clinica, j& que as
parasitemias detectadas em areas endémicas nem sempre se correlacionam ao grau de anemia.
Em infec¢des por P. vivax, espécie que apresenta como particularidade bioldgica a preferéncia
em infectar reticuldcitos, que constituem apenas 1-2% das células circulantes, esta auséncia
de correlagcdo é ainda mais evidente. Modelos matematicos tém estimado que, durante a
malaria vivax, cerca de 32 hemécias normais sdo destruidas para cada hemacia parasitada,
sugerindo que essa destrui¢do de hemacias normais pode ser a principal causa da anemia. Um
dos fatores que poderia contribuir para essa destruicdo exacerbada de hemacias sadias sdo 0s
auto-anticorpos produzidos durante a infecgdo. Acredita-se que, durante a infeccdo maléarica,
0s niveis de auto-anticorpos aumentem, bem como a deposicao dessas moléculas na superficie
de hemacias ndo infectadas, o que levaria a opsonizacdo dessas células, facilitando a sua
remocdo da circulacdo por diferentes mecanismos. Em um estudo recente realizado com
malaria murina, verificou-se que auto-anticorpos anti-fosfatidilserina produzidos durante a
infecgdo plasmodial podem se ligar a hemacias ndo infectadas de camundongos, mediando a
fagocitose dessas células e contribuindo para a anemia. Ainda neste estudo, constatou-se que
esses mesmos anticorpos também eram detectados nos soros de pacientes com malaria
falciparum, sendo que elevados niveis de tais imunoglobulinas foram correlacionadas a
anemia tardia pos-infeccdo. Entretanto, nota-se, na literatura, uma escassez de estudos sobre a
relacdo entre autoimunidade e anemia em infeccdes por P. vivax, principalmente no que se
refere & destruicdo de eritrocitos ndo parasitados. Atualmente, a anemia grave associada a
maléria é tratada com farmacos anti-maléricos e, durante a infancia, comumente essas drogas
sdo associadas a transfusdo de sangue. Contudo, essa ultima medida tem sido bastante
criticada devido aos riscos associados a ela, por exemplo, o de transmissdo de outros agentes
infecciosos como a bactéria Treponema pallidum (agente etiologico da sifilis), os virus
causadores das hepatites B e C, e o virus HIV, dentre outros. Somam-se a isso, problemas
logisticos que dificultam a realizacdo de tal procedimento. Nota-se, pois, que por todas essas
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razdes, as transfusdes sanguineas urgentes nem sempre sao realizadas, o que acaba levando a
morte de cerca de 60% das criancas com anemia grave associada & malaria. Considerando o
exposto, ensaios imunoenzimaticos (Cell-ELISA) foram utilizados para avaliar a presenca de
anticorpos 1gG e IgM contra moléculas de superficie de hemacias de diferentes grupos
sanguineos (A, B e O), em pacientes infectados por P. vivax apresentando ou ndo anemia.
Pacientes anémicos apresentando quadros graves da infec¢do foram também avaliados a fim
de se estabelecer associagdes entre a gravidade e o perfil da resposta de auto-anticorpos. Os
resultados provenientes deste estudo poderdo ampliar a nossa compreensao sobre o papel dos
auto-anticorpos na patogénese dessa importante manifestacdo clinica, podendo direcionar as

pesquisas cientificas para os quimioterapicos e estratégias de vacinagdo mais apropriadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

= Auvaliar a resposta de anticorpos IgG e IgM provenientes de pacientes malaricos
contra moléculas de superficie de hemacias normais de diferentes grupos
sanguineos (A, B e O) e estabelecer possiveis associagcdes entre essa resposta e a

anemia em pacientes infectados por P. vivax.

3.2. Objetivos especificos

= Auvaliar a resposta de anticorpos 1gG e IgM contra moléculas de hemécias normais
de diferentes grupos sanguineos (A, B e O) em pacientes ndo graves infectados
por P. vivax no Brasil.

= Avaliar a influéncia dos niveis de exposicdo a maléria (nUmero de episodios
prévios de malaria) e da parasitemia na determinacdo da resposta de IgG e IgM
contra moléculas de hemacias normais de diferentes grupos sanguineos (A, B e O)

em pacientes ndo graves infectados por P. vivax no Brasil.

= Determinar a possivel associa¢cdo entre anemia e a resposta de IgG e IgM contra
moléculas de superficie de hemacias normais de diferentes grupos sanguineos (A,
B e O) em pacientes com malaria ndo grave e malaria grave, ambos infectados por

P. vivax.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Populacéo de estudo

Pacientes infectados por P. vivax entre 12 e 68 anos foram selecionados entre
individuos com suspeita de malaria que procuraram atendimento no Hospital Universitario
Julio Miller (Cuiaba, Mato Grosso, Brasil) (n = 34) ou na Fundacédo de Medicina Tropical do
Amazonas (Manaus, Amazonas, Brasil) (n = 41), no periodo compreendido entre 0os meses de
Fevereiro de 2006 a Janeiro de 2008. Com a finalidade de avaliar o efeito da gravidade da
infeccdo por P. vivax nos niveis de anticorpos contra heméacias dos diferentes tipos
sanguineos, foram incluidos, ainda, pacientes com maldria vivax com idade entre 7 e 53 anos,
atendidos no Hospital de Iquitos ou no Hospital de Apoio de lquitos, ambos localizados na
cidade de lquitos, estado de Loreto, no Peru (n = 18). E importante mencionar que essa
medida foi adotada pelo fato de que os casos de malaria grave sdo pouco freqiientes no Brasil,
o0 que dificulta a obtencdo de amostras de pacientes infectados hospitalizados; situacdo essa
que se diferencia da que ocorre em areas endémicas do Peru. Para exemplificar essa diferenca,
cita-se 0 estado de Loreto, onde foram registradas 164 internacGes no periodo compreendido
entre 21 de Agosto a 01 de Outubro de 2014; numero este bem superior a todas as 86
internacOes notificadas no Brasil em todo o ano de 2014 (DIRESA, Loreto, 2014). Todos 0s
individuos incluidos neste estudo foram examinados por um médico experiente que aplicou
um questionario padrdo contendo perguntas sobre dados pessoais, clinicos, parasitolégicos e
epidemioldgicos.

O sangue foi coletado por meio de puncdo venosa, em tubos com EDTA, e utilizado
para 0 hemograma e, também, para a obtencdo dos plasmas, que foram separados por meio de
centrifugacdo e estocados, a —20°C, até a realizacdo dos experimentos. Mono-infeccgdes por P.
vivax foram diagnosticadas por meio do exame microscopico de gota espessa e confirmadas
por nested-PCR (SKOPEL et al., 2004). Para a determinagdo da parasitemia (expressa como
parasitos/uL de sangue), foram examinados 100 campos microscopicos, com um aumento de
1000x (10x na lente ocular e 100x na lente objetiva), sob 6leo de imersé&o.

Todos os pacientes com malaria foram tratados de acordo com as recomendacdes do

Ministério de Salde do Brasil ou de acordo com a politica nacional de tratamento do Peru.

42



Apoés a realizacdo dos hemogramas, os pacientes foram divididos em anémicos e ndo
anémicos. Para este estudo, a anemia foi definida como nivel de hemoglobina igual ou
inferior a 11 g/dL e apenas pacientes com anemia normocitica (volume corpuscular médio 80-
96 fl) e normocrémica (concentracdo de hemoglobina corpuscular média 32-36 g/dl) foram
incluidos. Pacientes apresentando sinas de desnutricdo e aqueles infectados por HIV ou
hepatite foram excluidos deste estudo. Como controle, foram incluidos plasmas de voluntarios
nunca expostos a malaria e residentes em Belo Horizonte, Minas Gerais, area considerada ndo
endémica para a doenca em questdo (n = 11). E importante mencionar que antes da coleta de
sangue, cada paciente assinou um termo de consentimento livre e esclarecido, conforme
normatiza o Comité de Etica em Pesquisa do Brasil e o do Peru (CAAE:
01496013.8.0000.5149, parecer 519.481).

4.2. Cell-ELISA

Para a realizacdo dos ensaios de Cell-ELISA, utilizou-se eritrocitos de individuos
saudaveis nunca expostos a malaria e pertencentes a trés grupos sanguineos do sistema ABO,
A, B e O, os quais foram confirmados por meio de tipagem sanguinea. O sangue desses
individuos foi coletado por puncdo venosa, em tubos Vacutainer contendo heparina. Uma
parte do volume total de sangue colhido foi utilizada para a realizacdo do hemograma (Tabela

1) e, o restante, para a obtencdo dos eritrdcitos para a realizacdo da Cell-ELISA.

Primeiramente, as hemécias foram separadas dos demais componentes do sangue,
utilizando-se, para isso, um gradiente de Ficoll. O sangue foi diluido em PBS, na proporcao
de 1:1, e 4 mL dessa mistura foi adicionado, lentamente, a um tubo Falcon de 15 mL
contendo 3 mL de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Wauwatosa, WI, EUA). Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 4000g, por 40 minutos, a 19°C. Apo6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi removido e as hemacias, ressuspendidas em 10 mL de RPMI-1640
(Milipore) contendo L-Glutamina e 25 mM HEPES. Os tubos foram, entdo, centrifugados
novamente, porem, a 100g por 10 minutos, a 19°C. Essa etapa foi repetida trés vezes e, ao
final, as hemécias foram ressuspendidas em PBS e contadas em cadmara hemocitométrica de

Neubauer.
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Tabela 1. Dados hematolégicos dos individuos saudaveis doadores de hemacias nédo

infectadas.
Doador de hemécias

Caracteristicas A B (0] Valor referencial*
Hemacias (milhGes de células/mm?) 4,38 5,39 4,60 4,00 25,30
Hematdcrito (%) 38,7 49,2 43,4 36,0a46,0
Hemoglobina (g/dL) 13,6 16,2 14,6 12,0a16,0
Volume corpuscular médio (VCM) (fL) 88,36 91,3 94,3 82,0a98,0
Hemoglobina corpuscular média (HCM) (pg) 31,05 30,1 31,8 27,0a34,0
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média 35,14 33,0 33,7 32,0a36,0
(CHCM) (%)
Red Cell Distribution Width (RDW) (%) 11,8 12,3 12,0 11,3a153
Leucdécitos/ mm?® de sangue 7.200 7.100 8.100 3.800 a 10.000
Plaquetas/ mm?® de sangue 239.000 | 254.000 | 227.000 | 150.000 a 450.000

* Valores de referéncia de acordo com o Laboratério Humberto Abréo.

Os ensaios imunoenzimaticos para a deteccdo de IgG e IgM anti-hemécia foram
realizados conforme o protocolo descrito anteriormente (TYAGI & SHARMA, 2012), porém,
com varias alteragcdes. Cada orificio de uma microplaca de 96 wells (Thermo Fisher Scientific,
USA) foi sensibilizado com, aproximadamente, um milh&o de eritrocitos diluidos em tampao
salina fosfato (PBS) contendo 1% (p/v) albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin —
BSA) e, mantido, por 18 horas, a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS
contendo 0,05% Tween (PBST) e blogueadas com 5% BSA, por 2 horas, a 37°C. Em seguida,
4 pL de cada soro teste foi diluido em 396 pL de PBS com 1% BSA (diluicdo 1:100) e,
adicionados as placas, em duplicata (50 uL em cada wells), e incubados a 37°C por 2 horas.
Posteriormente, as placas foram lavadas com PBST e incubadas com anticorpo monoclonal
anti-lgG (SIGMA-ALDRICH) ou anti-lgM humano (SIGMA-ALDRICH) conjugado a
peroxidase (diluigdo 1:500 em PBS com 1% BSA), dilui¢do essa, que foi determinada apos a

padronizacdo da Cell-ELISA, usando as seguintes concentragdes de anticorpos: 1:000,
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1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000, 1:64000 e 1:128000, onde em cada orificio da
placa foi adicionado 50 pL da solugdo final. Apds 90 minutos de incubacdo, a 37°C, as placas
foram lavadas e, em seguida, reveladas pela adicdo de OPD (o-phenylenediamine
dihydrochloride) em tampéo citrato pH 5,0, utilizando-se, como substrato, peroxido de
hidrogénio. Essa reacdo foi mantida no escuro por 25 minutos & 37°C, e interrompida por
meio da adicdo de acido sulfarico diluido 1:20 em &gua. A densidade dptica (DO) das
microplacas foi quantificada a 490 nm, em um leitor de ELISA automatico (SpectraMax 240
PC, Molecular Devices). A absorbancia discriminante entre os resultados positivos e
negativos (cut off) foi estabelecida pela média das absorbéancias de 11 amostras de plasmas de
individuos sem histdria clinica de maléria, acrescida de dois desvios padrdo. Para evitar que
variacdes diarias ocorressem nas leituras da DO dos plasmas testados, os valores de cut off
foram acompanhados diariamente.

Os niveis de anticorpos IgG e IgM foram expressos na forma de indice de Reatividade
(IR), que foram calculados como a razdo entre a média da densidade dptica da duplicata do
soro teste e a densidade dptica média somada a dois desvios padrdo das densidades Opticas de
amostras de 11 doadores nunca expostos a malaria. indices de reatividade com valor igual ou

superior a 1 foram considerados como Soropositivos.

4.3. Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Califérnia, USA). A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste
estatistico de D' Agostino — Pearson. As frequéncias de soropositividade foram analisadas
utilizando-se os testes estatisticos de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Para comparar
0s niveis de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de superficie de heméacias normais dos
diferentes grupos sanguineos do sistema ABO entre 0s grupos de pacientes anémicos e nédo
anémicos, utilizou-se o teste de Mann-Whitney ou a versdo One Way ANOVA do teste de
Kruskal-Wallis, acompanhado pelo teste post hoc de Dunns. O teste de correlacdo de
Spearman foi usado para determinar a possivel associa¢éo entre a anemia e a resposta de IgG
e IgM contra moléculas de superficie de hemacias normais de diferentes grupos sanguineos

(A, B e O) em pacientes com malaria vivax. Testes post hoc foram realizados para fornecer
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informac&o especifica sobre quais valores foram significativamente diferentes uns dos outros.

Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

Em relacdo a populacdo do Brasil (Tabela 2), verificou-se que a maioria dos

individuos pertencia ao género masculino (76%), e, a minoria, ao feminino (24%).

Tabela 2. Caracteristicas epidemioldgicas, parasitoldgicas e hematoldgicas dos 75 pacientes

do Brasil infectados por P. vivax avaliados neste estudo.

Anémicos Né&o anémicos Valor de

Caracteristicas Hb <11 g/dL Hb > 11 g/dL P
(n=12) (n=163)

Idade (anos) 32,0 (22,5%51,8) 40,0 (27,5%50,8) 0,6072
ﬁgﬁgmme%de 0 (0+5) 3 (125) 0,2314
Sgrj‘;r']tgel;z;a (parasitos/uL 5061 (1050+8384) 2492 (1337+4727) 0,3038
Hemoglobina (g/dL) * 10,3 (9,9+10,7) 13,3 (12,5+14,6) <0,0001
Hematdcrito (%)* 31,5 (30,8+33,3) 40,9 (37,0+45,0) <0,0001
Plaquetas/ mm? de sangue 92.500 (52.750+133.750) 18.000 (78.000+16.000) 0,1884
Leucdcitos/ mm? de 0,2751

sangue

5.950 (4.225+7.475)

5.150 (3.960 + 6.600)

Mediana e intervalo interquartil para pacientes infectados por P. vivax. *p < 0,05. Os valores de p

foram determinados utilizando-se o teste estatistico de Mann-Whitney.

Constatou-se, ainda, que dentre os 75 pacientes brasileiros com malaria vivax, 63 eram

ndo-anémicos e 12 apresentaram anemia (Tabela 2). A mediana de idade foi 32 anos para

pacientes anémicos e 40 anos para pacientes ndo anémicos (Tabela 2). Em relacdo a

exposicdo, avaliada neste estudo por meio da variavel nimero de episodios prévios de

malaria, ndo houve diferenca significativa entre anémicos e ndo anémicos (Tabela 2). O

exame de gota espessa revelou que também ndo houve diferenca significativa na densidade

parasitaria da populacéo estudada (Tabela 2). Quanto a contagem de plaquetas e de leucocitos,

também ndo se observou diferenca significativa entre os grupos de estudo (Tabela 2).
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Durante a consulta médica, os 75 pacientes infectados por P. vivax no Brasil relataram
alguns sintomas como: febre (90,6%), calafrio (84,0%), mialgia (81,0%), cefaléia (80,0%),
fraqueza (72,0%), nausea (52,0%), tontura (50,6%), epigastralgia (49,3%) e vomito (29,3%)

(Tabela 3).

Tabela 3. Sintomatologia clinica relatada pelos 75 pacientes infectados por P. vivax no Brasil

incluidos neste estudo.

Sintomatologia clinica

Populacéo estudada (n = 75)

Presenca de sintomas

Porcentagem (%0)

Febre 68 90,6
Calafrio 63 84,0
Mialgia 61 81,3
Cefaléia 60 80,0
Fraqueza 54 72,0
Néausea 39 52,0
Tonturas 38 50,6
Epigastralgia 37 49,3
Vomito 22 29,33

No que se refere aos pacientes do Peru (Tabela 4), verificou-se que 12 individuos eram

do género masculino (66,7%) e seis do feminino (33,3%). Em relacdo a idade, os pacientes

anémicos eram mais novos que 0s ndo-anémicos (Tabela 4). N&o houve diferenca

significativa entre os niveis de plaquetas de individuos infectados por P. vivax com anemia,

guando comparados aos sem anemia (Tabela 4). Entretanto, constatou-se que 0s pacientes

anémicos apresentaram niveis de leucdcitos superiores aos observados para 0s ndo-anémicos

(Tabela 4). Por fim, € importante comentar que todos 0s pacientes com anemia e infectados no

Peru estavam internados com quadro de malaria grave.
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Tabela 4. Caracteristicas hematoldgicas dos 18 pacientes residentes em area de alta

transmissdo de malaria na Amazonia peruana.

Anémicos N&o anémicos Valor de
Caracteristicas Hb <11 g/dL Hb > 11 g/dL P
(n=11) (n=7)

Idade (anos) * 18 (7£23) 27 (24+33) 0,0097
Hemoglobina (g/dL) * 8,0 (7,5+9,7) 14,9 (14,0+15,9) 0,0006
Hematécrito (%) * 24 (23+30) 44 (41+45) 0,0006
Plaquetas/ mm? de sangue 120.000 (90.000+160.000) 140.000 (70.000+150.000) 0,6182
Leucocitos/ mm?® de sangue * 6.000 (3.100+7.500) 1.500 (1.200+£5.500) 0,0473

Mediana e intervalo interquartil para pacientes infectados por P. vivax.

*p < 0,05. Os valores de p foram determinados utilizando-se o teste estatistico de Mann-Whitney.

5.1. Reconhecimento de moléculas de hemacias dos diferentes

grupos sanguineos do sistema ABO por anticorpos IgG e IgM de

pacientes com malaria vivax ndo grave residentes na Amazb6nia

brasileira

Com objetivo de determinar a possivel influéncia dos grupos sanguineos do sistema

ABO na resposta de anticorpos 1gG e IgM contra moléculas de hemécias normais no plasma

de pacientes ndo graves infectados por P. vivax (n = 75), foram realizados ensaios de Cell-

ELISA, utilizando-se eritrocitos dos tipos sanguineos A, B e O como antigeno.

Em relacdo a resposta de 1gG, verificou-se que a frequéncia de soropositividade

(Figura 6A) foi menor para hemacias do grupo sanguineo A (16,0%) quando comparada as

frequéncias dos grupos B e O (42,6% e 48,0%, respectivamente; p < 0,0001). Com relagéo

aos niveis de 1gG (Figura 6B), expressa como indice de reatividade, constatou-se que as

respostas contra as hemacias A foram as de mais baixa intensidade (0,45 [0,31+0,74],

mediana [intervalo interquartil]), em comparacdo as respostas contra hemacias B (0,93
[0,70+1,28]) e O (0,97 [0,56£1,41]) (p < 0,0001). Porém, é importante salientar que, embora
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tenha sido observada uma diferenca significativa, as medianas de reatividade dos anticorpos
IgG tiveram um valor inferior ao limiar de corte e, portanto, parece ndo ter significado

bioldgico.

Por outro lado, quando se avaliou a resposta de IgM, verificou-se que a frequéncia de
respondedores (Figura 6C) foi inferior para hemacias do grupo sanguineo B (17,3%). Ja as
frequéncias encontradas para hemacias A e O foram, respectivamente (45,3% e 53,3%) (p <
0,0001). Essa mesma tendéncia também foi observada no que se refere aos niveis de IgM
(Figura 6D): 0,84 [0,48+1,44] para hemacias A; 0,54 [0,32+0,87] para hemécias B; e 1,09
[0,24+2,29] para hemécias O (p = 0,0008).
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Figura 6. Influéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO na resposta de anticorpos 1gG e IgM. (A)

Frequéncia de pacientes ndo graves infectados por P. vivax no Brasil soropositivos para 1gG e (C)
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IgM. As diferencas entre as proporcGes de soropositividade foram avaliadas por meio do teste
estatistico de qui-quadrado.* Indica valor de p < 0,05. (B) Magnitude da resposta de 1gG e (D) IgM.
Cada caixa representa o intervalo que contém os 50% centrais dos dados, sendo que a linha central
representa a mediana. As linhas acima e abaixo da caixa indicam, respectivamente, os valores
maximos e 0os minimos. As diferengas quanto a magnitude da resposta de anticorpos contra as
hemécias dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO foram analisadas por meio do teste de
Kruskal-Wallis acompanhado pelo teste pos hoc de Dunn’s. As letras alfabéticas a e b representadas
acima de cada caixa representam os resultados do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os niveis de anticorpos detectados contra hemacias de

diferentes tipos sanguineos.

5.2. Influéncia da exposicdo a malaria na resposta de anticorpos
IgG e IgM contra moléculas de hemacias normais dos diferentes
grupos sanguineos do sistema ABO em pacientes com malaria vivax

nao grave residentes na Amazénia brasileira

Uma vez que o tempo de exposicdo em areas endémicas € um fator importante na
determinacdo de uma resposta imune adquirida em populacdes naturalmente expostas a P.
vivax, outra associacao investigada neste estudo foi a relacdo entre 0 nimero de episodios
prévios de malaria e a resposta de anticorpos 1gG e IgM contra hemacias dos diferentes

grupos sanguineos em pacientes ndo graves infectados por P. vivax no Brasil (Figura 7).

Para isso, utilizou-se plasmas de 70 pacientes com maléaria vivax, que foram divididos
em dois grupos: (i) pacientes primo-infectados (n = 20), que correspondem a pacientes com 0
maldria e (ii) pacientes com multiplas infe¢bes (n = 50), composto por pacientes com 1 ou
mais malaria. Verificou-se que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) nas frequéncias de
individuos soropositivos, tanto para IgG (Figura 7A) quanto para IgM (Figura 7C), entre 0s
grupos de pacientes primo-infectados e o de multiplas infec¢Ges, independentemente do tipo
sanguineo da hemadcia utilizada. Um resultado semelhante foi também observado quando se
avaliou os niveis de anticorpos (p > 0,05) (Figuras 7B e 7D). Todos esses resultados sugerem

que as respostas de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de hemaécias de diferentes grupos
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sanguineos do sistema ABO desenvolvem-se ap6s poucos episodios de malaria, j& que o fator
exposicao prévia parece ndo influenciar tanto a resposta de IgG quanto a de IgM.
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Figura 7. Influéncia da exposicdo & malaria na resposta de anticorpos IgG e IgM. (A) Frequéncia de
soropositivos para 1gG e (C) IgM. As diferencas entre as proporcdes de soropositividade observadas
para os pacientes primo-infectados e os com multiplas infec¢fes foram avaliadas por meio do teste
estatistico de qui-quadrado. ns: ndo significativo (p > 0,05). (B) Magnitude da resposta de 1gG e (D)
IgM. Cada caixa representa o intervalo que contém os 50% centrais dos dados, sendo que a linha
central representa a mediana. As linhas acima e abaixo da caixa indicam, respectivamente, os valores
méaximos e 0s minimos. As diferengas quanto & magnitude da resposta de anticorpos contra as
hemécias dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO foram analisadas por meio do teste de
Mann-Whitney.
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5.3. Influéncia da parasitemia na resposta de anticorpos IgG e IgM
contra hemécias dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO
em pacientes com malaria vivax ndo grave residentes na Amazénia

brasileira

Outra associacdo investigada neste estudo foi a influéncia da densidade parasitaria na
resposta de anticorpos 1gG e IgM direcionados contra moléculas de hemacias normais dos
grupos sanguineos A, B e O. Para esta andlise, utilizaram-se os dados de parasitemia (nimero
de parasitos/pL de sangue) referentes a 67 pacientes, que foram subdivididos em dois grupos:
(i) individuos com carga parasitaria inferior a 2737 parasitos/L de sangue (n = 33) e (ii)
individuos cujas parasitemias foram iguais ou superiores a 2737 parasitos/pL de sangue (n =
34).

Os resultados dessa analise mostraram que ndo houve diferenca significativa (p >
0,05) nas frequéncias de soropositividade, tanto para 1gG (Figura 8A) quanto para IgM
(Figura 8C), entre o grupo de pacientes com menor carga parasitaria e 0 com maior
parasitemia, independentemente do tipo sanguineo da hemacia utilizada. Um perfil
semelhante também foi observado quando se analisou os niveis de anticorpos IgG e IgM (p >
0,05) entre esses dois grupos de pacientes com diferentes densidades parasitarias (Figuras 8B
e 8D, respectivamente).
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Figura 8. Influéncia da parasitemia a malaria na resposta de anticorpos 1gG e IgM. (A) Frequéncia de

soropositivos para 1gG e (C) IgM. As diferencas entre as proporcdes de soropositividade observadas

para 0s pacientes com parasitemia inferior a 2737 e carga parasitaria maior ou igual 2737 foram

avaliadas por meio do teste estatistico de qui-quadrado. ns: ndo significativo (p > 0,05). (B) Magnitude

da resposta de IgG e (D) IgM. Cada caixa representa o intervalo que contém os 50% centrais dos

dados, sendo que a linha central representa a mediana. As linhas acima e abaixo da caixa indicam,

respectivamente, os valores maximos e os minimos. As diferencas quanto a magnitude da resposta de

anticorpos contra moléculas de hemacias dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO foram

analisadas por meio do teste de Mann-Whitney.
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5.4. AssociacgOes entre a anemia e a resposta de anticorpos IgG e
IgM contra moléculas de hemécias dos diferentes grupos sanguineos
do sistema ABO em pacientes com maldaria vivax ndo grave residentes

na Amazonia brasileira

Considerando que a anemia é uma das alteracbes hematologicas mais comuns na
maléria associada a morbidade, investigou-se, ainda, a influéncia desse pardmetro clinico na
resposta de 1gG e IgM direcionados contra moléculas de hemécias dos diferentes grupos

sanguineos do sistema ABO.

Como a parasitemia pode influenciar diretamente os niveis de hemoglobina,
primeiramente, avaliou-se a associacdo entre essas duas variaveis e verificou-se que nédo
houve uma correlacdo significativa entre elas (p = 0,7432, r = -0,04078; teste de Correlacédo

de Spearman) (dado ndo mostrado).

Em seguida, foram avaliadas as correlagdes entre os niveis de hemoglobina e 0s niveis
de anticorpos IgG e IgM direcionados contra hemécias dos grupos sanguineos A, B ou O
(Figura 9). Correlacbes negativas foram encontradas entre os niveis de hemoglobina e os de
IgG (p = 0,0065, r = -0,3118, teste de Correlacdo de Spearman) (Figura 9A), bem como entre
os niveis de hemoglobina e os de IgM, ambos contra hemécias do grupo A (p = 0,0496, r = -

0,2275, teste de Correlacao de Spearman) (Figura 9B).

Para heméacias do grupo B, ndo se verificou correlagdo significativa entre os niveis de
IgG e os de hemoglobina (p = 0,0662, r = -0,2133, teste de Correlacdo de Spearman) (Figura
9C). Por outro lado, uma associacdo inversa foi encontrada para IgM (p = 0,0065, r = -

0,3114, teste de correlacdo de Spearman) (Figura 9D).
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Figura 9. Correlagdo entre os niveis de anticorpos IgG ou IgM e os de hemoglobina (teste de
Correlagdo de Spearman). (A) Correlacdo entre niveis de IgG contra moléculas de hemécias A e
hemoglobina. (B) Correlacéo entre niveis de IgM contra moléculas de hemacia A e hemoglobina. (C)
Correlagéo entre niveis de 1gG anti-heméacias B e hemoglobina. (D) Correlacéo entre niveis de IgM
contra hemécias B e hemoglobina. (E) Correlagdo entre niveis de 1gG contra moléculas de superficie
de hemécias O e hemoglobina. (F) Correlacdo entre niveis de IgM contra moléculas de hemécias O e
hemoglobina.
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Em relagdo as hemécias do grupo O, verificou-se que tanto os niveis de IgG quanto 0s
de IgM foram inversamente correlacionados aos niveis de hemoglobina (IgG: r = -0,2293; p =
0,0478; IgM: r = -0,3664; p = 0,0012, teste de Correlacdo de Spearman) (Figura 9E e 9F).

Posteriormente, avaliou-se, comparativamente, as frequéncias e os niveis de IgG e
IgM contra moléculas de hemécias dos diferentes grupos sanguineos (A, B e O) nos plasmas
de pacientes com anemia (n = 12) associada a malaria, bem como nos plasmas de pacientes

com malaria mas sem anemia (n = 63) (Figura 10).
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Figura 10. Soropositividade para IgG e IgM contra moléculas de hemacias de diferentes grupos
sanguineos do sistema ABO entre 0s pacientes com maldria vivax ndo grave residentes na Amazdnia
brasileira apresentando ou ndo anemia. Hemécias do grupo A (amarelo); hemacias do grupo B
(laranja); hemacias do grupo O (verde). As barras hachuradas representam os pacientes infectados por
P. vivax apresentando anemia (hemoglobina < 11 g/dL). O limiar de positividade foi definido como
indice de reatividade (IR) > 1. IR = média da duplicata do soro teste/ cut off. Os valores de p foram

determinados utilizando-se o teste estatistico do qui-quadrado. *Indica um valor de p < 0,05.

Verificou-se que, para hemécias do grupo A, a frequéncia de individuos soropositivos
para 1gG foi maior no grupo de pacientes anémicos (41,6%), do que no de ndo anémicos
(12,6%) (p = 0,0287). Entretanto, ndo houve diferenca significativa na soropositividade de
IgM entre esses dois grupos (66,6% versus 41,2%, respectivamente, p = 0,1249). Para
hemécias do grupo B, ndo se detectou diferenga significativa na soroprevaléncia de IgG entre

anémicos (66,6%) e ndo anémicos (39,6%) (p = 0,1154). Por outro lado, constatou-se que a
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frequéncia de soropositivos para IgM foi maior em pacientes anémicos (50,0%) do que em
ndo anémicos (11,1%) (p = 0,0045). Quando avaliamos a prevaléncia de soropositivos para
IgG contra hemacias do tipo sanguineo O, verificamos que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre anémicos (66,6%) e nao anémicos (46,0%) (p = 0,2223). Um
comportamento diferente foi observado em relacdo ao IgM (anémicos: 91,6% versus ndo
anémicos: 47,6%, p = 0,0049) (Figura 10).

No que se refere aos niveis de anticorpos (Figura 11), os resultados mostraram que 0s
niveis medianos de IgG contra hemécias do tipo sanguineo A foram significativamente
superiores em pacientes anémicos (0,78 [0,43+2,05]; mediana [intervalo interquartil]), quando
comparados a mesma resposta de pacientes ndo anémicos (0,43 [0,29+0,69]) (p = 0,0069).
Entretanto, € importante destacar que, como as medianas dos niveis de IgG contra heméacias A
foram inferiores ao valor estabelecido para o cut off, é provavel que ndo apresentem
significado bioldgico. Quando avaliamos os niveis de IgM contra essas mesmas hemécias,
verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre pacientes anémicos e ndo anémicos
(1,20 [0,73-2,17] versus 0,79 [0,43-1,42], respectivamente, p = 0,0593).

Com relacdo aos niveis medianos de 1gG detectados contra moléculas de hemécias do
grupo B (Figura 11), essa mesma tendéncia foi observada entre pacientes com anemia e sem
anemia (1,26 [0,77+2,32] versus 0,90 [0,69+1,27], respectivamente, p = 0,0965). Porém,
guando se avaliou os niveis de IgM contra essas mesmas hemacias, observou-se que a
mediana de anémicos (0,96 [0,58+1,25]) era superior a de ndo anémicos (0,49 [0,30+0,74], p
= 0,0158). Contudo, como o valor da mediana de anémicos foi inferior ao valor do cut off, é
possivel que esse resultado ndo tenha significado bioldgico.

Por fim, quando foram analisados anticorpos contra hemécias do grupo O (Figura 11),
verificou-se que, quando comparados aos pacientes ndo-anémicos, 0S anémicos apresentaram
niveis superiores tanto de 1gG (anémicos: 1,90 [0,62+3,62] versus ndo anémicos: 0,95
[0,51+1,30], p = 0,0149) quanto de IgM (anémicos: 3,06 [1,9945,45] versus ndo anémicos:
0,89 [0,19+1,88], p < 0,0001).
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Figura 11. Niveis de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de hemécias normais dos diferentes
grupos sanguineos do sistema ABO em pacientes com malaria vivax ndo grave residentes na
Amazodnia brasileira apresentando ou ndo anemia. Hemécias do grupo A (amarelo); hemacias do grupo
B (laranja); hemacias do grupo O (verde). Os niveis de anticorpos foram expressos como indice de
reatividade (IR). IR = média da duplicata do soro teste/ cut off. Os resultados sdo apresentados como
mediana e intervalo interquartil. As barras hachuradas representam os pacientes infectados por P.
vivax apresentando anemia (Hb < 11 g/dL). Os valores de p foram determinados utilizando-se o teste
estatistico de Mann-Whitney. *Indica um valor de p < 0,05. As linhas acima e abaixo da caixa

indicam, respectivamente, os valores maximos e 0s minimos.

5.5. Reconhecimento de moléculas de hemacias dos diferentes
grupos sanguineos do sistema ABO por anticorpos 1gG e IgM de
individuos com malaria vivax grave residentes em area de alta

transmissao no Peru

Com o objetivo de avaliar o efeito da gravidade de infec¢des por P. vivax na resposta
de anticorpos IgG e IgM contra heméacias normais dos diferentes grupos sanguineos do
sistema ABO, utilizamos os plasmas de pacientes internados com maléria vivax grave

adquirida no Peru. Para detectar tais anticorpos, ensaios de Cell-ELISA também foram
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realizados, utilizando-se como antigeno heméacias normais dos grupos sanguineos A, B e O.
Entretanto, cabe mencionar que uma das limitacbes importantes para a realizagdo dessa
analise consistiu no pequeno tamanho amostral dessa populacédo, o que dificultou a realizacao

dos testes estatisticos.

Verificou-se que ndo houve diferenga na frequéncia de soropositividade para a
resposta de 1gG (Figura 12A) contra hemacias A, B ou O (16,7% versus 11,1% versus 0%,
respectivamente; p = 0,2138). Quando se avaliou a resposta de IgG (Figura 12B), observou-se
que as respostas contra as hemacias B foram inferiores (0,30 [0,11+1,53]) as respostas contra
hemécias A (0,57 [0,22+1,05]) e O (0,39 [0,16+0,60]) (p = 0,0124). Porém, é importante
destacar que é possivel que essa diferenca ndo tenha significado bioldgico, pois os valores da

mediana do indice de reatividade foram inferiores ao ponto de corte estabelecido neste estudo.

Quando se avaliou a resposta de IgM, verificou-se que a frequéncia de respondedores
(Figura 12C) foi menor para heméacias do grupo sanguineo B (0%) em comparacdo as
frequéncias encontradas para hemacias A e O (11,1% e 61,1%, respectivamente) (p < 0,0001).
Essa mesma tendéncia também foi observada, quando se analisou os niveis de IgM (Figura
12D): (heméacia A: 0,33 [0,12+1,39] versus hemécias B: 0,39 [0,15+0,92] versus hemécias O:
1,17 [0,24+2,29]) (p < 0,0001).
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Figura 12. Influéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO na resposta de anticorpos 1gG e IgM.
(A) Frequéncia de pacientes graves infectados por P. vivax do Peru soropositivos para IgG e (C) IgM.
As diferencas entre as proporgoes de soropositividade foram avaliadas por meio do teste estatistico de
qui-quadrado.™ Indica valor de p < 0,05. (B) Magnitude da resposta de 1gG e (D) IgM. Cada caixa
representa o intervalo que contém os 50% centrais dos dados, sendo que a linha central representa a
mediana. As linhas acima e abaixo da caixa indicam, respectivamente, os valores maximos e 0s
minimos. As diferencas quanto a magnitude da resposta de anticorpos contra as hemécias dos
diferentes grupos sanguineos do sistema ABO foram analisadas por meio do teste de Kruskal-Wallis
acompanhado pelo teste pos hoc de Dunn’s. As letras alfabéticas a e b representadas acima de cada
caixa representam os resultados do teste de comparacdo multipla de Dunn’s. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os niveis de anticorpos detectados contra hemécias de diferentes tipos
sanguineos.
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5.6. AssociacOes entre a anemia e a resposta de anticorpos IgG e
IgM contra moléculas de hemécias dos diferentes grupos sanguineos
do sistema ABO em pacientes com maldria vivax grave residentes em

areas de alta transmissao no Peru

Por fim, avaliou-se a possivel associacdo entre a anemia e a resposta de IgG e IgM
contra moléculas de hemécias normais dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO em

pacientes com malaria grave infectados por P. vivax no Peru.

Nesse sentido, constatou-se, por meio das andlises de correlacdo entre os niveis de
hemoglobina e os niveis de anticorpos IgG e IgM direcionados contra moléculas de hemécias
normais dos grupos sanguineos A, B ou O, que ndo houve associacdo entre essas duas

varidveis para nenhum dos grupos considerados (p > 0,05).

Posteriormente, realizou-se uma analise comparativa entre as frequéncias e os niveis
de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de hemécias dos diferentes grupos sanguineos (A,
B e O) nos plasmas de pacientes com anemia (n = 11) e nos de pacientes com malaria vivax e
sem anemia (n = 7) (Figura 13). Contudo, mais uma vez, notou-se que 0 pequeno tamanho

amostral interferiu na realizacdo dos testes estatisticos.
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Figura 13. Soropositividade para IgG e IgM contra moléculas de hemécias de diferentes grupos
sanguineos do sistema ABO entre os pacientes graves infectados por P. vivax apresentando ou nao
anemia. Hemdcias do grupo A (amarelo); hemacias do grupo B (laranja); heméacias do grupo O
(verde). As barras hachuradas representam o0s pacientes graves infectados por P. vivax apresentando
anemia. O limiar de positividade foi definido como indice de reatividade (IR) > 1. IR = média da

duplicata do soro teste/ cut off.

Verificou-se que, para hemacias do grupo sanguineo A, ndao houve diferenca
significativa na frequéncia de soropositividade para IgG e IgM entre pacientes anémicos e ndo
anémicos (1gG: 18,1% versus 0%, respectivamente; p = 0,4967; IgM: 18,8% versus 0%; p =
0,4967, respectivamente).

Para hemécias do grupo B, a mesma tendéncia também foi observada na frequéncia de
soropositivos, tanto para IgG (anémicos: 9% versus ndo anémicos: 14,8%; p = 1,000), quanto
para IgM (anémicos: 0% versus ndo anémicos: 0%; ndo foi possivel extrair o valor de p).

E, finalmente, para hemacias do grupo O, verificou-se que também ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de soropositividade, tanto para IgG entre pacientes
anémicos (0%) e ndo anémicos (0%) (ndo foi possivel extrair o valor de p devido ao pequeno
namero de individuos em cada grupo), quanto para IgM (anémicos: 54,5% versus nao
anémicos: 71,4%; p = 0,6371) (Figura 13).

Em termos da magnitude da resposta (Figura 14), verificou-se que, para hemacias do
grupo sanguineo A, ndo houve diferenca significativa nos niveis de anticorpos 1gG e nem nos

de IgM entre pacientes anémicos e ndao anémicos com malaria grave (IgG — anémicos
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mediana: 0,56; intervalo interquartil: [0,33+0,78] versus ndo anémicos mediana: 0,63;
intervalo interquartil: [0,46+0,73], p = 0,3414). IgM (anémicos: 0,32 [0,23+0,52] versus ndo
anémicos: 0,43 [0,21+0,68], p = 1,0000).

No que se refere aos niveis de anticorpos contra hemacias B, observou-se que os
pacientes anémicos (0,27 [0,15+0,34]) apresentaram niveis de IgG contra moléculas de
hemécias significativamente inferiores aos detectados para os ndo anémicos (0,51
[0,29+0,76]) (p = 0,0463). Porém, esses valores foram inferiores ao cut off, e, portanto, é
provavel que ndo tenha sentido bioldgico. Ja em relacdo aos niveis de IgM contra moléculas
de heméacias B, ndo houve diferenca significativa entre anémicos (0,37 [0,24+0,46]) e ndo
anémicos (0,51 [0,26%0,89]) (p = 0,3357).

Por fim, quando foram avaliados os niveis de anticorpos contra hemacias do grupo O
nos plasmas dos pacientes peruanos com malaria grave, constatou-se que nao houve diferenca
significativa, tanto nos niveis de IgG, quanto nos de IgM, entre anémicos e ndo anémicos
respectivamente (1gG: 0,30 [0,21+0,47] versus 0,42 [0,40+0,45], p = 0,0937; IgM: 1,08
[0,71+1,37] versus 1,38 [0,73+2,14], p = 0,2771) (Figura 14).
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Figura 14. Niveis de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de hemécias dos diferentes grupos
sanguineos do sistema ABO em pacientes com malaria grave residentes no Peru. Hemécias do grupo
A (amarelo); hemacias do grupo B (laranja); hemécias do grupo O (verde). Os niveis de anticorpos
foram expressos como indice de reatividade (IR). IR = média da duplicata do soro teste/ cut off. Os
resultados s@o apresentados como mediana e intervalo interquartil. As barras hachuradas representam

o0s pacientes infectados por P. vivax apresentando anemia (Hb < 11 g/dL). Os valores de p foram
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determinados utilizando-se o teste estatistico de Mann- Whitney. *Indica um valor de p < 0,05. As

linhas acima e abaixo da caixa indicam, respectivamente, os valores maximos e 0s minimos.
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6. DISCUSSAO

A destruicdo de hemécias ndo infectadas tem sido apontada como um dos principais
componentes que levam ao desenvolvimento da anemia na maléria. Porém, os mecanismos
imunolodgicos envolvidos na destruicdo dessas células ainda ndo sdo plenamente conhecidos,
principalmente no que se refere a P. vivax. Um dos fatores que parece contribuir para essa
destruicdo exacerbada de heméacias normais é a producdo de auto-anticorpos, ja que
imunoglobulinas contra moléculas de superficie de hemacias tém sido relatadas durante
infeccdes plasmodiais (FACER et al., 1980; BERZINS, 1983; FERNANDES et al., 2008;
FONTAINE et al., 2010; ZITHA, 2014; MOURAO, 2015; FERNANDEZ-ARIAS et al.,
2016) e, em alguns casos, como em infecgdes por P. falciparum (ROSENBERG et al., 1973;
RITTER et al.,, 1993), tém sido associadas a anemia. Entretanto, a relacdo entre a
autoimunidade e o desenvolvimento da anemia na malaria vivax ainda é pouco compreendida
e poucos sdo os estudos que investigam a participacdo de auto-anticorpos das classes IgG e
IgM na destruicdo de eritrocitos saudaveis, bem como sua associa¢do aos diferentes grupos
sanguineos do sistema ABO. Nesse sentido, o intuito do presente estudo foi completar essa
lacuna da literatura, investigando a possivel associacdo entre essas imunoglobulinas e a

anemia associada a infecgdes por P. vivax.

Como diferencgas na expressdo de antigenos dos grupos sanguineos podem aumentar
ou diminuir a susceptibilidade a muitas infeccdes (COOLING, 2015), primeiramente, nds
investigamos a possivel influéncia do sistema sanguineo ABO na resposta de anticorpos IgG e
IgM contra moléculas de superficie de heméacias normais no plasma de pacientes ndo graves
infectados por P. vivax na Amazolnia brasileira. Para os pacientes infectados no Brasil, o
reconhecimento, por anticorpos IgG, de moléculas de superficie de hemacias do grupo
sanguineo A, foi inferior ao observado para hemaécias dos grupos B e O. Sabe-se que 0s niveis
de 1gGs ligadas aos eritrocitos esta diretamente correlacionado ao nivel de fagocitose
(SHEIBAN & GERSHON (1990). Portanto, os resultados apresentados neste estudo
corroboram aqueles observados por MEDEIROS (2016), que relatou uma diminui¢cdo nas
taxas de eritrofagocitose de hemacias normais do grupo sanguineo A ap0s a opsonizagdo
dessas células com imunoglobulinas G purificadas dos soros de pacientes brasileiros com

maldria vivax. Estes resultados sugerem que, hemécias do grupo A sdo mais susceptiveis a
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infecgBes por P. vivax, quando comparadas as demais hemécias, tendo em conta o baixo
reconhecimento dessas hemaécias por imunoglobulinas G.

Por outro lado, quando avaliamos a resposta de IgM, observamos um resultado
distinto, ja que as hemacias do grupo B foram menos reconhecidas por essa classe de
anticorpos quando comparadas aos eritrocitos dos demais grupos sanguineos. Com base
nesses achados, é possivel sugerir que mecanismos imunolégicos distintos podem ser ativados
dependendo do grupo sanguineo do paciente. Nesse sentido, ja foi demonstrado que a IgM se
liga ao componente C1q do sistema do complemento com muito mais afinidade que a 1gG e,
portanto, atua como um potente ativador da via do complemento. Isso se justifica pelo fato de
uma unica molécula de IgM ser suficiente para disparar a lise mediada pelo complemento de
um eritrécito, ao passo que cerca de 1000 moléculas de IgG sdo necessarias para exercer a
mesma atividade. A IgM pode, também, opsonizar para a fagocitose diretamente,
apresentando superioridade em relagdo a IgG como opsonina para a remogdo fagocitica de
particulas muito pequenas e de microparticulas apoptéticas (tamanho 1-2 um) (PLEASS et al.,
2016). Em um outro estudo, a atividade patogénica de uma variante de IgM anti-eritrocito foi
investigada, em camundongos, e verificou-se que ela era capaz de induzir uma forma grave de
anemia, que foi atribuida a hemaglutinacdo mediada por polivaléncia no baco e,
ocasionalmente, no figado, diferentemente do relatado para auto-anticorpos 1gG anti-hemaécia,
para 0s quais o principal mecanismo envolvido era a eritrofagocitose (por células de Kupffer)
mediada por FcyR- ou por complemento (BAUDINO et al., 2007). Contudo, € importante
mencionar que, tanto para IgG quanto IgM, hemécias do grupo O foram mais fortemente
reconhecidas quando comparadas as demais hemacias, sugerindo portanto, um possivel papel
protetor do grupo sanguineo O contra maléria vivax em relacdo aos grupos A e B. Porém, os
mecanismos envolvidos no reconhecimento dessas células por essas imunoglobulinas ainda

sdo desconhecidos.

Estudos envolvendo P. falciparum tém apresentado evidéncias de que o fenétipo ABO
pode modular a gravidade e a evolucéo clinica da doenca. Nesse sentido ja se demonstrou, por
exemplo, que para a formacdo de rosetas (ligagdo de hemaécias infectadas a eritrocitos nao
infectados), — um fendmeno relacionado a viruléncia de P. falciparum —, o grupo sanguineo
do paciente € importante, pois a formacdo dessas estruturas € mais proeminente no grupo A
que no O (CARLSON & WAHLGREN, 1992; BARRAGAN et al., 2000; ROWE et al., 2007;

GOEL et al., 2015). Além disso, criangas do grupo A tém maior probabilidade de sucumbir a
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malaria grave quando comparadas a criangas do grupo O (FISCHER & BOONE, 1998;
MIGOT-NABIAS et al., 2000; BEIGUELMAN et al., 2003; PATHIRANA et al., 2005).

A remocdo inata imune de eritrdcitos infectados por P. falciparum também ja foi
investigada como um possivel modo de protecdo contra a malaria grave, ja que esse
mecanismo pode atuar como uma das primeiras linhas de defesa contra a maléria em
individuos ndo imunes. Ensaios realizados in vitro, com macréfagos humanos e, in vivo, com
monacitos de camundongos, mostraram que eritrocitos infectados do grupo O sdo fagocitados
mais avidamente que eritrocitos A e B, e este processo estaria associado ao aumento na
deposicdo de hemicromos e de agregados da proteina banda 3 em eritrocitos O infectados
(WOLOFSKY et al.,2012).

Uma vez que diferentes estudos tém mostrado que a aquisicdo de uma imunidade
protetora esta relacionada a uma longa e permanente exposic¢do a picadas infectantes do inseto
vetor (LUNEL & DRUILHE, 1989; DRUILHE & PERIGNON, 1994; DUBOIS &
PEREIRA-SILVA, 1995; SHI et al., 1996), nds avaliamos, ainda, o efeito da exposi¢do na
resposta de anticorpos contra heméacias dos diferentes grupos sanguineos. No entanto,
nenhuma associagdo significativa foi encontrada. Esse achado sugere que a producgédo de
anticorpos IgG e IgM contra moléculas de hemécias parece ndo depender da exposi¢do, mas

sim do grupo sanguineo do paciente.

Em relagdo a parasitemia, nossos resultados mostraram que essa varidvel também n&o
exerce influéncia na resposta de anticorpos, corroborando o observado por FACER e
colaboradores (1979). Esses pesquisadores observaram que quando criancas africanas
(Gambia) com maléria falciparum eram submetidas ao Teste de Coombs Direto para a
identificacdo da presenca de anticorpos IgGs fixados a superficie de hemécias, ndo era
encontrada nenhuma associagdo entre os niveis de anticorpos 1gG e a parasitemia, sugerindo
que essa variavel ndo é um fator determinante da resposta de 1gG em infec¢des por P.
falciparum (FACER et al., 1979). Por outro lado, BOUDIN e colaboradores (1993), com a
finalidade de evidenciar o possivel papel dos anticorpos IgM contra antigenos de P.
falciparum na protecdo imunoldgica em criangas e adolescentes residentes em areas hiper-
endémicas de Burquina Faso, verificaram que existia uma correlagdo negativa entre 0s niveis
de IgM e a densidade parasitaria, sugerindo um possivel efeito protetor para IgM na malaria
(BOUDIN et al., 1993). Esses autores também relataram a inexisténcia de uma correlagéo
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positiva entre os niveis de 1gG e a parasitemia, uma vez que, a medida que a concentracdo
dessas imunoglobulinas aumentava, a densidade parasitaria também se elevava nos individuos
infectados por P. falciparum. Esse achado corrobora os nossos resultados e sugere que, em
infeccbes por P. vivax, a resposta de auto-anticorpos IgG ndo é dependente da carga

parasitaria.

A possivel associacdo entre a anemia e a resposta de anticorpos contra moléculas de
hemacias dos diferentes grupos sanguineos do sistema ABO foi outro alvo de investigacao
deste estudo. AssociacBes negativas foram encontradas entre os niveis de hemoglobina e os de
anticorpos 1gG, bem como os de IgM. Além disso, verificou-se que, de uma forma geral, as
respostas de IgG e de IgM foram maiores em pacientes anémicos. Esses dados estdo de
acordo com os resultados de um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa, que
também investigou o perfil de 1gG e de suas subclasses, porém, contra um extrato proteico
preparado a partir de eritrocitos normais (ZITHA, 2014). Mais tarde, também foi mostrado,
por Nosso grupo, que os anticorpos IgG purificados de pacientes anémicos eram capazes de
alterar as propriedades biomecanicas de hemacias normais, bem como de aumentar as taxas
de fagocitose dessas células, contribuindo para a anemia (MOURAO et al., 2016). A fim de
identificar os fatores que contribuem para essa destruicdo acelerada de hemacias normais,
WAITUMBI et al. (2000) avaliaram as alteracdes que ocorrem na superficie de eritrocitos de
criancas com anemia grave associada a malaria e constataram que elas apresentam um
aumento na deposic¢do de IgG, bem como deficiéncias nos niveis de proteinas reguladoras do
complemento, como CR1 e CD55, quando comparadas ao controle. Entretanto, ndo existem
na literatura informaces sobre a expressdo dessas proteinas em hemaécias de diferentes

grupos sanguineos.

No que se refere a resposta de IgM, ROSENBERG et al (1973) avaliaram os titulos
desses anticorpos contra eritrocitos, nos soros de pacientes infectados por P. falciparum, por
meio de imunofluorescéncia indireta, e relataram que os pacientes anémicos apresentavam
maiores titulos de IgM, além de uma reducdo no tempo de vida de heméacias normais apds a
cura parasitoldgica, sugerindo a participacdo dessas imunoglobulinas na patogénese da
anemia. Também ja foi demonstrado que alguns anticorpos especificos, por exemplo, as
imunoglobulinas anti-fosfatidilserina se ligam a hemaécias ndo infectadas de camundongos,
promovendo a fagocitose dessas celulas e contribuindo para a anemia. Esses anticorpos

também tém sido detectados em pacientes com malaria falciparum com anemia tardia
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(FERNANDEZ-ARIAS et al., 2016). J4, no que se refere a malaria vivax, um dos poucos
estudos realizados nesse sentido avaliou a presenga de anticorpos direcionados contra
componentes de membrana de eritrdcitos, a fim de identificar potenciais associacGes dessa
resposta com os diferentes graus de anemia. Os autores desse estudo relataram que 0s
pacientes que apresentaram resposta positiva para IgM contra as formas sanguineas do
parasito possuiam niveis inferiores de hemoglobina quando comparados aos de resposta
negativa. Além disso, ndo houve correlacdo entre a presenca de anticorpos anti-eritrocitos e a
presenca ou a intensidade da anemia. E importante ressaltar que esses autores investigaram
pacientes residentes no estado do Para, uma area diferente da avaliada no presente trabalho
(FERNANDES et al., 2008).

Por fim, quando avaliamos a relacdo entre o padréo da resposta de 1gG e IgM contra
moléculas de hemacias normais e a anemia em pacientes com malaria grave residentes no
Peru, obtivemos resultados contrarios aos observados para 0s pacientes brasileiros com
malaria ndo-grave, ja que 0s pacientes peruanos anémicos apresentaram niveis de anticorpos
anti-hemacia inferiores aos detectados para pacientes ndo-anémicos. Esse resultado deve ser
interpretado com cautela visto que o nimero de pacientes utilizados é muito pequeno, ndo
permitindo, pois, analises comparativas confidveis. Assim, embora esse achado seja
inconclusivo e necessite de maior investigacdo, fatores ambientais, variacdes genéticas
associadas ao hospedeiro, e viruléncia do parasito, ndo podem ser desconsideradas, bem como
a participacdo de outros mecanismos, dentre os quais cita-se: (i) a eritropoiese/diseritropoiese
ineficaz, detectada por meio de anormalidades morfoldgicas nas células precursoras eritroides
obtidas por meio de esfregaco da medula Ossea de pacientes infectados por P. vivax
(WICKRAMASINGHE et al., 1989); (ii) o estresse oxidativo induzido por metabdlitos
gerados durante a infeccdo, que pode esgotar os mecanismos de defesa das hemacias,
reduzindo a habilidade dessas células em se proteger contra as espécies reativas de oxigénio,
além de torna-las mais vulneraveis a danos (EREL et al., 1997; BILGIN et al., 2012); (iii) o
fracasso das hemacias em recuperar passagem através do filtro esplénico, o que leva a sua
destruicdo sem a necessidade de fagocitose (HANDAYANI et al., 2009); aléem de outros

fatores.

Diante do exposto, nota-se que este estudo levanta considera¢des importantes sobre a
distribuicdo de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de superficie de eritrocitos saudaveis

em infecgdes por P. vivax. Esses dados irdo auxiliar na compreensdo dos mecanismos
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envolvidos na remocdo de eritrocitos normais, contribuindo para o entendimento da
patofisiologia da anemia associada a malaria vivax. Espera-se que esses resultados, associados
a outras investigacdes relacionadas com autoanticorpos e grupos sanguineos que deverdo
ocorrer no futuro, contribuam para o desenvolvimento de novas terapias para prevenir essa
importante manifestag&o clinica da malaria.
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. CONCLUSAO

Infec¢bes por P. vivax induzem a producdo intensa de auto-anticorpos das classes 1gG

e IgM que reconhecem moléculas de superficie de eritrocitos saudaveis.

A exposicdo prévia a malaria e a parasitemia parecem ndo influenciar os niveis de 1gG
e IgM contra moléculas de superficie de hemacias saudaveis nao infectadas por P.

vivax.

A resposta de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de superficie de hemacias
normais € dependente dos grupos sanguineos ABO em infec¢des por P. vivax, sendo

hemacias do grupo O fortemente reconhecidas por estes auto-anticorpos.

Hemécias saudaveis do grupo sanguineo A sdo fracamente reconhecidas por auto-
anticorpos IgG enquanto hemacias saudaveis do grupo sanguineo B sdo pouco
reconhecidas por auto-anticorpos IgM, sugerindo que mecanismos imunologicos
distintos dependentes de anticorpos possam ser ativados de acordo com o0 grupo

sanguineo do paciente.

Niveis de auto-anticorpos 1gG e IgM contra moléculas de superficie de hemécias
normais dos diferentes grupos sanguineos A e O sdo negativamente correlacionados
aos niveis de hemoglobina e essa mesma associacdo também ocorre entre 0s niveis de
IgM contra hemacias do grupo sanguineo B e os niveis de hemoglobina, sugerindo a
participacdo desses auto-anticorpos em mecanismos imunes de destruicdo de hemécias

saudaveis em infec¢des por P. vivax.

Pacientes anémicos, com maléria ndo grave infectados por P. vivax, apresentam
maiores niveis de anticorpos IgG e IgM contra moléculas de hemacias dos diferentes

grupos sanguineos do sistema ABO quando comparados aos ndo anémicos.
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9. ANEXO

Questionario padrédo aplicado aos pacientes incluidos neste estudo.

PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO DE TRATAMENTO DE PACIENTES COM MALARIA
- HUJM

Namero: Data: i ! Nome:

Endereco de residéncia (colocar 3 pontos de referéncia):

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

Solicitar outros nomes e enderecos de pessoas para facilitar a |0Cﬁ|i23§50:

Idade: Sexo: 1[]JM 2[]F | Cor 1[]Branca 2[]Negra 3[]Amarela 4[]Parda
Escolaridade: 1[]analfabeto 2[]1°grau 3[]2°grau 4[]3° Ocupag3o:
grau

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

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

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

Idade da primeira malaria: Ha quantoc tempo teve a Ultima malaria (em meses)?

Viajou para area endémica apos o dltimo tratamento? 1[]S 2Z[IN

Tomou corretamente a medicagdo da Ultima malaria? 1[]1S 2[]N

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

Espécie da altima malaria: 1[]F 2[]V 3[]Mista

Espéciesque jatevejavida: 1[]F 2[]V 3[]Mista 4[] Nao sabe

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

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

M

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

Febre nos dltimos 7 dias? 1[]S 2[]N [1Tontura []Néusea[]Vémito []Fragueza
[ 1 Hiporexia [] Coldria

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

Em qual municipio pegou malaria? UF:

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

Principais achados fisicos:
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Peso (Kg): Baco palpavel: 1[]S 2[]N-a cm do RCE

Resultado dagota: 1[JF 2[]V 3[]Mista4 [] Neg | Parasitemia/200 campos-

Optmal: 1[]F 2[INF 3[|Neg | Outro TDR:1[]JF 2[]NF 3[] | Hemograma:
Neg 1[1S 2[IN

Papel-Filtro Guanidina: DNA: Soro; Fezes:

1018 2[IN | 1118 2[IN 1[]S 2[IN | 1[]S 2[IJN [1[]S 2[]N

Tratamento:

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

Esquemas (dose e tempo):

[ ] Artesunato

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

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 7 DIAS (D7)

Resultado gota: 1[]F 2[]V 3[]Mistad [] Neg

Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N

Diarréia ou vimito até a 19 hora de
medicacdo? 1[]S 2[IN

Houve melhora dos sintomas acima:

[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 14 DIAS (D14)

Resultado gota: 1[]F 2[]V 3[]Mistad []Neg

Parasitemia/200 campos:

QOutro exame:

Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N

Diarréia ou vdmito até a 12 hora de
medicacdo? 1[]S Z[]N

Houve melhora dos sintomas acima:

[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 21 DIAS (D21)

Resultado gota: 1[]F 2[]V 3 []Mistad [] Neg

Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N

Diarréia ou vomito até a 12 hora de
medicacdo? 1[]S 2[IN

Houve melhora dos sintomas acima:

[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora

AVALIACAO DO TRATAMENTO APOS 28 DIAS (D28)

Resultado gota: 1[JF 2[]V 3[]Mistad[]Neg

Parasitemia/200 campos:

Outro exame:

Viajou para area endémica? 1[]S 2[]N

Diarréia ou vomito até a 12 hora de
medicacdo? 1[]S 2[IN

Houve melhora dos sintomas acima:

[]Completa []Parcial []Nenhuma []Piora
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