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RESUMO

A maldria & uma doenga parasitAria causada por protozodrios do género
Plasmodium. Estima-se que ocorram 216 milndes de casos & 445 mil mortes
dacorrentes de malaria anualmente, principaimente devida @ infecedo por P
falgiparum. Assim, uma vacina eficdz @ possivelmente a principal arma para
reduzir e forma dréstica essas eslalisticas. Entretanio, embara mals de 30
antigenos tenham sido identificados camo candidatos 2 vacing, até o momeanto
nennum deles gerou uma perspectiva sdlida de que uma vacina possa astar
disponivel nos préximos anos. Toma-se, assim, fundamental a pesquisa de
novios candidatos vacinais. As proteinas GLURP e MSPE-3 de P. falciparum sao
fortes antigenos candidatos & vacinas antimalaricas, visto que varios esludos
lem damonstrado que a resposta imung conira esses anligencs esla assoclada
4 prolecao. Esses antigenos iaram selecionados a partir de um raclonal que
ulilizou vérios parmelros. ‘A maloria dos critérios correspondeu  &0s
comumente  Utilizados para anligenos candidatos vacinaig, como @
imunagenicidade em condicdes naturals de exposicdo, a correlagio dos tiulos
de anticorpos especificos contra o antigeno em diversos graus de protegao
clinica de individuos em dreas engdémicas & 0 papel funcional de anticorpos
especificos de inibir o crescimento in witro de P. falciparum. Importa, entretanto,
varificar se o mesmo potencial & apresentado pelas populagbes-alva no Brasil.
Utha vez que os parasitos circulantes agui podem ser geneticaments giferenles
dos que girculam em outras areas andémicas de malaria e lambem porgue a
conslituigao genética das populagbes pode influenclar na resposta Imuneé aos
anligenos vacinals, No presenia trabalho, nos propomos a avallar a resposta
imune Humoral contra as proleinas GLURP e M3SP-3 em individuos resldentes
am areas endémicas de maldria da Amazbnia Brasileira, O estudo fof
concentrado nas cidades de Cruzeiro do Sul (AC), Mancio Lima (AC) & Guajara
(AM), Foram coletadas 124 amoslas em Cruzeiro do Sul (grupo CZ5), 86 em
Mancio Lima (grupo ML) & 87 em Guajars (grupo GJ). A pesquisa de anticorpos
IgG e as sub-classes de 1gG (loG1, 19G2, 1gG3 & 1aG4) anti-GLURP e anti-
MSP-3 foi realizada pela téonica de ELISA. Nossos dados mosltaram que 3
malor parte dos individuos dos grupos CZ3, ML e GJ apresentavam anticorpos
G que reconheciam as proteinas GLURP e MSP-3. A GLURP-RO foi a mais
amplamente reconhecida nos trés grupos estudacios & as subclasses de IgG
que predorminararn foram as ciofilicas (lgG1 e 1gG3), fale Importanie
considerando que a aquisi¢do de uma imunidade protelora esld associada 2
presenca @ malores niveis de 1gG1 e IgGa. Em conjunto, nossos dados
mostraram que as proleinas GLURP & MSP-3 sao amplamente reconhecidas
por anticorpos naturalmente adquiridos has populagtes estudadas © & GLURP
se revelou mals imunog@nica duranta & Infetgad natural.



ABSTRACT

Malarla js a parasitic disease caused by prolozoa of the genus Piasmadium
According to the lalest eslimates approximately 216 million cases and 445 000
deaths due to malaria ageur worldwide, mainly dus 7. falciparum infection.
Thus, an effective vaccine is possibly the potential weapaon o drastically reduce
ihese statistics. However, although more than 30 antigens have been identified
as vaccine candidales, so far none have generated a solld prospect thal a
vacsine may be avallable in the next years. The search for new vaccine
candidates Is therefore fundamental. P. falcipatum GLURP and MSP-3 protains
are important antimalarial vaccine candidates, since sevaral studles have
chown that the immuna respoanse against these antigens s associaled with
protaction. These antigens wers selectad from a rationale that used severzl
paramatars. Most of the gritéria corfpspondad 1o those gommonly used for
vaccing candidate antigens, such @s Immunogenicity in natural species of
axposure, correlation of specific antlbody titers and the functional role of specific
antibodies with varying degrees of clinical protecticn of individuals linving in
sndeamic areas and the functiona| role of specific antibodies Lo inhibit the in viiro
growth of P. faleparnum. However, it is Important to verliy If this potential is also
observed In individuats living in Brazll, since circulating parasites can be
gunetically different from those in different malaria-endemic areas and the
genstic background of the population can influence the Immune rasponse to tha
vaccine antigens. In this work, we evaluated the humoral Immune respanse
against GLURP and MEP-3, in individuais living in malaria-endemic areas in the
Brazilian Amazon. This study was carried out in Cruzeira do Sul (AC), Mancio
Lima (AG) and Guajara (AM). A lolal of 124 samples were collacted in Gruzairo
da Sul (CZS group), 88 In Mancio Lima (ML group) and 87 in Guajard (G
group). 1gG antibodies and |gG subclass (IgG1, 1gG2, 19G3 and 1aG4) against
GLURP and MSP-3 proteins were evaluated by ELISA. Our gata showed that
most individuals in the €28, ML and GJ groups had 1gG anlibodies thal
racognized the GLURP and MSP-3 nrotelns, GLURP-RO was the mosl widely
recognized In the three groups sludied and that the cythophille IgG1 and lgG3
were predominant IgG subclasses, imporiant fact considering thal the
acaulgition of a protective Immunity is associated with 1gG1 and 1gG3 levels,
Our dats showed thal GLURP and MSP-3 proleins are widely recognized by
antibodies in the studied pepulations and GLURP has been shawn 1o be more
immunogenic during natural Infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Maléria

A malaria & uma doenca parasitaria que surglu na Africa, causads por
protozodrios do género Plasmodium, Unico género da familis Plasmodidae,
subordem Haemosporing (Sudrez-Mutis et al, 2013}, no qual os parasitos sao dos
intracelulares obrigatdrios. Existem mais de 250 espécies de Plasmodium gue
parasitam marmferos, aves e répleis (Faust & Dobson, 2015), eniretanto, somente
sels espécies parasitam naturalmente o hamem: Plasmodium vivax (Grassl & Feletti,
1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plagmodium ovale (Stephens, 1822),
Plasmodium malarize (Laveran, 1881), Plasmodium knowlesi (While, 2008) =
Plasmodium simium, recantemente descrito como causader de zoonose na regldo de
Mata Atlantica (Brasll et al..2017). A transmissao da maléria se da através da picada
do inssto vetor, a fémea do mosquile do género Ahophelss, no qual o An, Darfing:
a principal espécie transmissora no Brasil (Coensoli & Lourengo-de Oliveira, 1924,
Blandin et al., 2004; Mirabello & Conn, 2008).

Dentre as espécies de Plasmodium que parasitam o homam, o P. faleiparum
e 0 P. vivax s8o responsaveis por carca de 95% dos casos de malarla registrados
anualmente (WHO, 2017). O P. vivax & a espécie mals amplamenle distribuida no
mundo e responsavel por cerca de 4% dos casos registrados no mundo, Fora da
Africa, o P. vivax & a espacie mals prevalente nas Amérlcas, sendo responsavel por
B4% dos casos de malaria, além de ser responsavel por 30% dos casos no sudeste
da Asia e 40% no Mediterranec Oriantal. O P, falciparum & a espécie rasponsavel
pelas formas mais graves da doenga, incluindo z anemia grave e a malaria carebral,
e a responsavel pela malora das mortes por malaria. (WHO, 2017). Existam alguns
casos registrados de maldrla grave em Individuos Infectados por P. vivax. No
entanto, na maioria das vezes, essas infeccles nao sao letais.

A doenga @ de elovada prevaléncla e morbidade, sendo um dos principais
problemas de salde pibllea ne mundo, estando presente em 91 paises das regioes
tropicais e sublropicais do munde, (Figura 1), colocando em risco 61% da
populagdo  mupdial. No aho  de 2017  foram  registrados 216



milhdes da casos de malara no mundo e 445 mil mortes, sendo & maioria, cnancas

menores de cinco anes de idade (WHO, 2017).

Mesmo com a maloria dos casos nofificados na Africa, as Américas
contribuem com um elevado nimero de casos de malarna. De lodos os 35 palses e
territorios da Organizagdo Pan-Amencana de Saude (OPASIPAHO), 21 (Argenlina,
Belize, Bollvia, Brasll, Colémbia, Cosla Rica, Repiblica Dominicana. Equador, El
Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Haill, Honduras, Meéxico,
Nicaragua, Panama, Parsguai, Poru, Suriname e Venezuela) possuem areas com
fisco de ransmissdo stive de malgéria, sendo registrados 451 242 casos no ano de
2015 (PAHO, 2017). Dentre esses, o Brasll possul cerca de 24% dos casus de
matdria das Amércas (WHO, 2017).

Falsdd v e Vi, J1E I= ST ST T AL D0 e ande o0 e e
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Flgura 1: DistribulcBo alobal da makaria, 20186, Fanta: Adaptaco de WHO, 2016,

1.2 A Malaria no Brasil

No Brasil, em 2017, foram registrades 174.522 casos de malaria, & grande
maioria, mals da 99%,. na regldc Amazbnica. Cerca de 74 mil casos foram
registrades no estado do Amazonas, 33 mil ne estado do Para e 32 mil no estado do



Acre, de scordo com a Organizagéo Pan-Americana de Sadde (PAHO, 2018), A
doenga tambem & endémica nos eslades de Amapa, Ronddnia, Roraima, Tocantins
& parte dos eslados do Mato Grosso e Maranhao (Figura 2),
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Figura 2: Mapa de risco da maliria em areas brasilsiras de acorde com 2 Incidéncia Porssitiria
Anual (IPA - casos/1000 habitantes) do ano de 20156. Allo risco: 250. Madio risco; 210 o <50,
Bajxo risco: <10, Fonts: Secretaria de Vigilancls em Sadde (8VS, 2015),

Exislem casos autociones de melarla em oulros estados brasileims em
regibes cobertas pela Mala Atlantica, como as regides sul e sudests do pals. Nessas
regides, foram registrados 1032 casos autdctones nos anos de 2006 a 2016 (Brasil
et al., 2017). Embora 05 casos de malara no Rio de Janeiro em regibes de Mala
Atlantics tenham sido Interrompldos, desde 2008 estfo sendo notfficados alguns
casos em Guapimirim, Maceé e Nova Friburge (Pine-Costa et al, 2014). Além
dessas areas, oulras vém sendo descritas como drea de transmissdo de malaria
autoctons, onde a doenga é causada pelo P. vivax (Brasil etal., 2017) (Figura 3).

E perceptivel que os cesos de maldris nessas dress ocorrem de forma
endémica, sendo 20 casos notificados em 2017 (SVS, 2017). Esss reglac tambam
vem sendo descrila como area de maldna zoondtics, na qual os individuos séo
infeclados com espécies de parasilos que gerelments infectam primatas nao-
humanos. A malaria zoonolica lambém & um problema grave de salde plblica,



sendo dificll o controle da doenca, devido 3 natureza de seu ressrvaloro e a
dinamica de sua transmissao (BRASIL et al,, 2017).
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Flgura 3: Mapa do estado do Rlo de Jansiro mostrando as regies do Mata Alldntica onda
foram datsciados casos de maliriz humana e os macacos infestados com o P. simium, Fanks
BRASIL, P ol &, 2077

1.3 Inseto Vetor

Os velores da maldria sdo fémeas do mosquile do género Anophelss
periancentes a ordem Diptara a & famiilia Culicldae (Figura 4). Exislem cerca de 380
mil espécles do género Anopheles ho mundo, sendo B0 responisavels par transmitir a
doanca (Stanley, 1991). No Brasil, s3o conhecidas mais de 50 espécies e 33 deslas
oocommem na Amazinia Brasileira (Deane & al,, 1986, Tadel ef al, 1888). Apenas g
dessas 33 espécies podem ser Infectadas com o Plesmodium (Tadel et al., 1838),

Assim como nas zonas rurals, as zohas urbanas lambem apresentarm as
principais espécies de Anophelss transmissotas de maldria: An, darlingl, An.
aquasalis, An. albltarsis, An. Cruzil e An. beliator. Na Amazfinia, o principal Inseto
vetor da malaria & o An. darfingi, um vetor primério que & capaz de 8 infeclar por
diferanies espécles de Plasmodium, além de possulr um comportamento forlemante
antropafilico e endafagico (Hlwat & Bretas, 2011; Rosa-Freltas ef al, 1998),



Figura 4; Inseto vetor: Mosguito do género Anophelfes.
Fonte: Centers for Disasss Coniral (GG, 20121,

1.4 Ciclo Biclégica

Exislem dojs lipos de hospedelros; os vertebrados, também considerados
como hospedairos intermediarios, onde ocorre o ciclo esquizogdnico ou assexuado,
e o8 inverlebrados, os vetores, considerados hospedeiras definitives; onde ccormre o
ciclo esporogonico ou sexuado (Coura, 2012) (Figura 5).

141 O Cicle no homem

Ao picaram o homem durants o repasto sanquineo, as fémeas do mosquito do
género Anophefes, Inoculam em sua pele, os esporazolias (formas Infectaniss para
o homem), que estlio scumulados em suas glndulas sallvares. Esses espomzoilas
migram de lecido cutineo para a comente sanguinea, onde rapidamante chegam a0
figado e infectam hepaldcitos, se reproduzinde asssxuadaments, Nos hepatooitos,
05 plasmodios passam pela primeira esquizogonia, se desanvolvendo em
esquizanles e se reproduzindo, gerando os merozoitas. os quais sfo estigios
invasivos (Cours; 2013).

Ao final do ciclo pré-eritrociiico, os merczoitas sdo liberados na luz dos
sinugdides, dentro de eshruturas denominadas merossomos. Na corrents sanguinea,




s merassomos se rompem e liberam os merozoitas capazes de invadir eritrdciios,

iniclando o estagio eritrocitico da Infecgdo. Apos invadir os eritrocitos, os merozoltas
comecam um nNovo processo de eaquizogonia, evoluindo em tras estagios: trofozollo
jovem, trofozaito maduro e esquizonte. Ao final do ciglo ertrocllico, os merozoilas
30 liberados na circulagao e Invadem novos erltrécitos. Depois de completar alguns
cielns  eritrocitarios, alguns  parasiios  evoluem  para gametdcltos  fémea
(macrogamelocitos) e gametocitos machos (microgametdcitos), os quals sao
Ingeridos pelos mosquitos Anopheles, dando inicio ao ciclo esporogdnico, sexuado
{Suarez- Mulis et al., 2013).

1.4.2 O Ciclo no mesquito

No estBmage do mosquito os erlrdcites se rompem, libarando os gameioclios,
O nlcleo dos microgametacltos se divide em diversas particulas de cromating, em
forma de flagelo, e sofre o processo de exflagelagéo, onde os microgametas se
desprendem do corpe residual e se movimeniam no intestino do mosquito ate
encontrar © macrogameta, Quendo os gametdoitos femining e masculing se
encontram. ocorre a ferilizacdo, originando um zigoto. Se nao ha o enconiro dos.
gametdcitos, eles se deganeram. O zigolo movel, denaminade oocineto, peneira RO
epitélio do estdmago do mosguito quando set “varmiculo" forga Uuma passagem
airaves das calulas de revestimento do estdmago do inselo. Depois de se
transformar em oocislo, 0 zigoto se anvolve em uma meambrana slaslica guse, em
parte, & formada pelo préprio parasito. O oocsto aumenta rapidamente quando &
temperatura & favoravel, atingindo cerca de 50 a 60 | de diamelra (Sudrez-Mutis &l
al 2013).

Apds atingir a2 maturac@o, 0 0OCISto rompe-se, liberando o5 esporozollas, na
hemocele do mosquito, que, ac atingirem a8 giandulas salivares, se tornam formas
infactantes para o homem, dando continuidads ao ciclo (Coura, 2013).
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Figyra 8: Ciclo de vida dax espécies do Plasmodium causadoras de malaria om humanos.
Fonte: Cénters for Dissass Cantral and Pievention (CODC, 2017),

1.5 Proleinas Candidatas a Vacina Antimalarica

O tralamentlo da malaria & complexo & tem como objetivos propotcionar ao
paclente uma cura clinica duradoura & evitar o avango para as formas graves da
doenca e morte, Os melodos de controle ndo s3o totalmenta eficazss para combater
a doenga (Carvalho af al., 2002) e |8 axistemn casos de resisténcia de P. falciparum a
artemisining (ACT), uliima linha de tatamento contra a maléra falciparum, no
sudeste asigtico, Suriname e Guiana Francesa, lazendo com que o Brasil fique
atento a introducio de isolados resistentas (Pribluda ef al, 2014). Assim, umsa
esgiratégia de grande Impacto no controle da doenga seria o desenvolvimento des
uma vacina antimalarica. objetivo de varlos Cenlros de Pesquisa no mundo. No
entanto, existem algumas dificuldades para o dessnvolvimento de uma vacina,
principaimente devido & complexidade do parasito & de seu ciclo biolégico. Assim,
mesmo com a identificacio de mais de 30 antigenocs candidatos vacinais, (Tabela 1)
nenhum deles obteve uma perspectiva consistente para a criagio de uma vacina

nos proximoes anos, sendo necassdria a pesquisa da novos candidatos vacinais



Tabela 1: Antigenos candidatos para a formulagéo da vacina antimalarica de
diversos estagios do ciclo evolutive do parasite. Fonte: Adaptado de Coura,
2013.

ALVOS ANTIGENOS CANDIDATOS A VAGINA ANTIMALARIGA

Eaporczolta

Estagio pré-
erltroditico

Protaina Circunsporozoila (CSP)

Protaina adesiva relacionada com a trombospondina (TRAF)
Antigano da esporozolta & do estigio hepitico (SALSA)
Proteina de esporozoita rica em treonina @ asparagina (STARP)

Prowina Circunspororoita (CSP)

Antiganos do estigio hepitico (LSA) -1, -2, -3
SALSA

STARP

Mbiorolld

Froleina de sugarlitie doa ingrocoits (MSP »1,-2,[34, <, 6 -7, -8 -8 10

Estiigio

pritrocitian

Antigeno 176 de ligagao 4 hemdcla (EBA) 175
Antigeno da membrana apical [AMA) -1
Proteina assoclada & roptria (RAP) -1 & -2
Antigeno de repsticlo acldobéalco (ABRA)
Proteina de ligag#io ao duffy (P. vivex)

Antigsno de superficie da hemaicia fzse de anal (RESA)
Protoina rica em sarina (SERA}
Proteins de membrana da hemicia (EMP) -1, -2 e -3

Protarna moz em gletanrmo (GLURP)

Eatégio

sexuado

Pu28, Ps2B, Pg48/45, Pg230




As proleinas GLURP (Protaina Rica em Glutamato) e MSP-3 (Proleina de
Superficis de Merozoila 3) de P. falojparum séo importantes antigenos candidatos a

vacinas anfimaldricas, vislo gue varios estudos tem demonstrado que a résposta
Imune contra eszes antlgenos ests assoclada a prote¢do (Carvalho et al., 2002),
MNém dissa, os anticorpos antl-GLURP e ant-MSP-3 sio capazes de Inibir o
crescimento n vitro de Flasmodium falciparum, independenlemente da presenca de
monacitos (Pratt-Ricclo ef af., 2011, Csuvray et a/, 2004},

A proteina GLURP & expressa em lodas as formas do ciclo de vida do
parasilo no hospedeire vertsbrado, tanto no estagio pré-eritrocitico quanto no
eritrociticn, e esla presente no vactolo parasitdforo dos esquizontes hepaticos e
sanguineos, no ciloplasma de e&ritrdcilos parasitados cormn gametdcitos. & na
superficie dos merozallos, sendo liberada com o rompimento dos esquizontes (Bomre
st al, 1991). A GLURP possul 3 regides: RO (N- terminal ndo repetitiva) & 2
saquéncias repatitivas, nomeadas como R1 e R2. as quais se enconlram na porgac
cantral & G-terminal da moléculs, respectivamente (Borre ef al., 1991) (Figura 6.
Estudos indicam que a regido R2 da proteina GLURP seja a mais imunagénica. No
gntanto, a regifo RO & a mais conservada e estudos tem mostrado que anlicorpos
anti-R0 s3a mals patantes em Inibir ¢ cullivo In vitro de P. Biziparum.

A prolaina MSP-3 & formada durahte ¢ estagio de asquizonte do parasito,
como um precursor de peso molecular varidvel e liberada no vaclolo parasitdforo,
onde safre processameanto proteolitico. Alguns dessas fragmentos esldo associados
a superficie dos mergzoltas, mas a maioria & eliminada na circulagan sanguinea e
no -sobranadante de cultura in vitro com a ruptura do esquizonts. A MBP-3 possul
uma regido N-terminal composta de trés blocos de quatro repetigdes de um
heptapeplideo, saparados por regides ndo repelitivas e, uma regido C-terminal rica
em residuos de acido glutdmico, seguido por outro molivo de repefiglo hiepta
“heptadrepeals” semelhante ao encontrado nos ziperes de leucina (McColl et al,
1997), Estudos tem demonstrade que a MSP-3 possul um limitado namero de
palimorfismo em isolados de diferentes regiGes geograficas, sende sua maioria na
ragido N-terminal, entretanto, a estrutura geral & conservada {Huber &t al., 1997
Polley et al, 2007; Sawaswong st al., 2015; Pattaradilakrat f af,, 2018),

Devido ao falo do merozaita ser a Onica forma do parasito diretameante
expusta & anlicotpos, a GLURP e a MSP-3 sdo importantes candldatas a vacina alvo

da resposla imune humoral,
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Figura 6: Representagiio esquemitica das protainas GLURP a MSP-) de P. faleiparym, Fonle:
Adaptado de Thelsen, 2017. '




2 JUSTIFICATIVA

Estima-se que ocorram cerca da 216 milhdes de novos casos @ mais de 400
mil dé frories por ano no mundo, sendo a maioria ahsoluta das morles causada por
P. falsiparium {(WHO, 2017), O desenvalvimento de novas armas de combate a assa
endemia ¢ de grande prioridade para o bem-estar @ para melhoria dos Indices de
desenvolvimento humano das populagbes afeladas. O desanvolvimento de uma
vacing tem sido uma das principals estratéglas de pesquisa para anfrentar esse
problema. Entretante, embora mais de 20 antigenos tenham side Identificados como
candidatos & vacina, até o momento nenhum deles gerou uma perspsctiva solida de
que uma vacina possa estar disponivel nos proximos anos (Carvalho el al, 2002
Reed ef al,, 2006; Vaughan & Kappe. 2012), tornando-se fundamental a pesquisa de
novos candidatos vacinals.

As proteinas GLURF e MSP-3 de P. falciparum sao consideradas candldates
& vacina anlimalarica. Esses antigenos foram selecionados como candidatos
vacinais a partir de um raclonal que utllizou varios parametros. A maioria dos
critérios  correspondey aos comumente uliizados para antigenos candidalos
vacinais, como a imunogenicidade em condigBes nalurals de exposicao, a carralagio
dos titules de anticorpos especificos contra o antigeno com os diversos graus de
pratecdo clinica de individuos vivendo em areas endémicas de malarlia braslleira e o
papel funcional de anticorpos especificos de irblr 0 crescimento in vitro de P.
falciparum.

O papel protetor dos anticorpos anliplasmodiais em seres humanos lem sido
demonstrado desde o0s experimentos realizados por Cohen e colaboradores,
utilizande soro de adultos Imunss em criangas com malaria, que mosaram
acentuado efeito no tratamento com anticorpos, tanto na diminuigio da parasilemia
quanto na melhora dos sintomas clinicos. Assim, o presanie estudo lem como
objetivp avaliar o perfll da resposta imune humoral contra as proleinas GLURF e
MSP-3 de P falclparum em populagbes da Amazonia brasileira, visando identficar o
potancial antigénico e imunogénico de moléculas.que possam fornecer Informaghas
que contribuam para o delineamenio de esirategias vacinais.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a resposta imune humoral contra as proteinas MSP-3 & GLURP de
Plasmodium faleiparum em individuas residentes na Amazdnia brasileira.

3.2Especificos

1. Avallar o perfil da resposla imune humoral naturalmente adglirida contra as
protelinas GLURP & MSP-3 de P. falciparum em individuos resideniss em regibes
endémicas de malaria da Amazénia brasilelra, com diferentes nivels de

endemicidade.

2. Tracar o perfil das respostas imune anti-MSP-3 e anti-GLURP & sua relacio

com o grau de imunidade antiparasitaria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigdo das areas

0 eslude fol realizade naes cidades de Méncio Lima e Gnizeiro do Sul no
eslado do Acre e Gualara, no estado do Amazonas (Figura 7.2). O Acre s& encontra
na regldo sudoeste da Amazdnia brasileira e ocupa uma area de 152.581 km?, que
equivale a 4% desta regido e a 1,9% do terildrio nacional. O Amazonds ocupa uma
area da 1.571.000 km? comespondendo aproximadaments & 30% da regiab
Amazdnica brasileira e representando 18.5% do terrilorio nacional
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As cidades de Mancio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajara estio categonzadas
entre as 15 que concantram 80% da malaria causada pelo P. falciparum no Pals (3%,
12 79, respectivaments) e serfio alvos prioritanios de agbes do Ministerio da Saude
(MS) que priprizam a eliminagdo do P. faliperum do Brasll, Elas registraram em
2017, respectivamente, 1837, 4528 e 673 casos de maldia, com uma Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA) de P. falcipanum de 107,2, 55,5 e 42,5/1,000 habitantes em
Mancio Lima, Cruzeito do Sul & Guajara, respectivamente (Flgura 7.3). Para
referéncia, areas com IPA 2 50 s3o consideradas da alto risco de transmissao

Nomero decasos elPAdeFfalciparum

IFA

== FA

Figurz 7.3: Namero de casos ¢ Indice Parasitirio Andual (IPA) das 10 cidades com malor
incidéncin do malaria por Plasmodium falciparum no Brasil. Forte: 5VS, 2016.

O trabalho de campo foi realizado com o apoip da Coordenacio de Endemias
de Cruzeiro do Sul, de Méancio Lima & de Guajara Em Mangcio Lima, individuos que
procuravam assisi®ncia médica no Hospital Dr. Abel Finheiro Maciel Filho foram
convidades para participar do esludo. Além da busca passiva, também fol realizads
a busca ativa em colaborag@o com a equipe de agentes de salde da Unidade de
Salde da Familia Sofia de Almeida Barreto, Em Cruzeiro do Sul foram realizadas
busca aliva - em colahoragio com os agentes de salde - e passiva dos pacientes
que procuravam essisténcia ne Unidade de Sande Gilmar Candido da Silva,
localizado em Lageinha.: Em Guajara, a busca fol exclusivementes ativa, tamb@m com
0 apoio dos agentes de saide do local.



O processamiento das amostras foi reslizado no Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Federal do Agre — Campus Florests (UFAC), em Cruzeiro do Sul

{Acre} (Figura 8).

Figura B: Processamento da amastras de pacientss na Univeraldades Federal do Asre (UFAC).
Fonte: Amuivo pesssal.

4.2 Coleta de dados pessoals & spidemioclogicos

As colelas foram realizadas afravés de visilas domiciliares (busca ativa) ou por
busca passiva (nos hospitals), Todos os individuos foram informados sobre as formas
de transmissio da maldria e as medidas profitaticas, durante as visitas. O projeto fol
explicado aop individuo, ressaltando que a sua paticipacio erz de livre e de
gspontdnea vontade sem prejuizo para seu atendimento ou tratamento. Os
individuos que aceitaram participar do sstudo leram = foram informados do conteddo
do termo de consentimente. Apls consentimento dos individuos, fol obtida uma
aulorizac3o por escrito de lodos os voluntérics ou de seus responsaveis, caso mehor
de idade. Apods a assinatura, todos os voluntdrios participaram de uma entrevista
com o objetivo de preencher um guestionério de investigagio para a coleta de dados
pessoais € epidemiologicos.
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4.3 Coleta de sangue

Ap6s a colela dos dados pessoais e epidemiolégicos e da oblengéo do
consentimento, aproximadamente 20 ml de sangue foram coletados por ig
endovenocsa em tubos Vacutainer com heparina ou com EDTA (Becton & Dickinson),
As amoslras foram centrifugadas 4 2.000 rpm durante 10 minutos e os plasmas
correspandantes foram aliquotados @ estocados & -20°C até o momento do uso. As
amosiras coletadas am lubos corn EDTA foram criopreservadas, utilizando o mesmo
volume da solucdo criopreservadura glicerolyte (0.9% NaCl, 4.2% sorbitol, 20%
glicerol, Sigma) e, entdo, eslocadas & -70°C até o memente do Uso,

No total, furam coletadas 352 amostras, sendo 124 de Cruzeira do Sul, 88 de
Mancio Lima e 87 de Guajard. Também foram coletadas 53 amostras de individuos
que residem nas dreas estucdadas serm histonice de malari (controles de area).

4.4 Diagnostico
4.4.1 Diagnostico microscépico

Durante a coleta de sangue foram fellas I8minas de distensao sanguinea e
gola espessa, coradas pelo Giemss (Merck) para idantificecao e quartiiicacdo de
parasilos circulantes por micrescopla. A avaliagio da parasitemia se baseou na
contagem do nimero de parasitos por 200 leusdcitos e o resultado fol expresso em

parasitasiul., de acordo com a formula:

parasitas/yl. = nilmero de parasitas x 8 000
numero de leucécitos

Considerando uma leucometria média de 8,000 leucdotos/pl de sangue para
ioda paciente com malaria fol realizado uma regra de Irés para obter a parasitemia/ul
de sangue. Na presenga de poucos parasitos (menos de 9 em 200 leucocias), 300
lsucacitos adicionals foram contados, para maior precisdio do diagnoslico. |
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4.4.2 Diagndstico malecular

D diagnésticn molecular fol realizado nas 352 amostras de CZ3, MLe GJ. O
DNA fol extraido de, aproximadamente, 200ul de sangue, utllizando o kit QlAmp
(QlAgen), de acordo com as Indicagdes do fabricante. Apos a extracio de DNA, foi
realizads a técnica de Nested PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase], usando
primers especificos para género (rPlus e rPiug) & espécies (rVIV1 & VIVZ para P
vivax & FAL1 e rFALZ para P. falsiparum), como descrito previamente (Snounou,
1993). A amplificagado fol reallzada no termogiclador Gene Amp® PCR System 9700
(Applied Blosyster) o Veritl 86 WellCycler (Applied Biesystem), nas seguintes
condigGes:

Tabela 2: Alternancia de temperaturas dos clclos para a amplificagao,

24 clelos para 1° reagdo e 30
clclos para 2° reacdo

[
g5°c <05 | 5B'c- 02 | 72%-02  94°c-01" |58°c-02'| 72°%- 05

Flus | PluG;
Fal1! Fal2

Ao final da reacao, 10)L do produto amplificade foram homogeneizados & 3l
de tampdo de amostra (azul de bromafenol 0.25 %. xileno cianol 0.25% e glicerina
30%) para eletroforess em gel de agarose 2 % em tampaa TAE (Tris- Acetato-
EDTA) 1% contendo 0.6 pgimL de brometo de etides, a uma corente conslante de
a5 Viem durante aproximadamente 45 min. ‘Apds a eletroforese, os fragmentos
foram visualizados, ulilizande o transiluminador High Performance LIV
transilluminatar (LVP).
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4.5 Proteinas recombinantes

As protelnas vacinals recombinanies GLURP-RO e MSP-3 foram doadas pelo
colaborador Dr. Michael Thelsan (Statens Ssruminsiiiuf, Copentiagus, Dinamarca),

4.6 Avaliagio da resposta imune humoral contra as proteinas
recombinantes GLRURP-R0 e MSP-3Ct

A pesguisa de anticorpos contra as proleinas recontbinantes GLURP-RD,
MSP-3Ct foi reslizada pelo ensalo imunoenzimallco ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Placas de 96 pogas (Nunc Maxisorp) faram sensibliizadas
com ‘cada uma das proleinas racombinanies e os ELISAs foram realizados de

atordo com o5 protocolos mostrados na Tabela 3. A reagao Toi revelada com uma

solugdio cantendo 0.4 mg/ml de orio-fenilenodiaming (OPD, Sigma) em lampao
clirato-fosfato pH 5.4 (3cido cltrico 24 mM, Sigma, e fosfato de sddio dibasico 51 i,
Sigma) e de peroxido de hidrogénio 30% (Merck) dilulde 1:2000 durante,
aproximadamente, 5 min. A reagdo fal inlerromplda pela adigo de 50 pl de acido
sulfiirico 2 N (Merck).

Apds a revelacdo, a leitura da densidade optica (DO) foi feita em
especirofotdmetro Spectramax (Molecular Devices, California, EUA) a 4692nm. Todos
os plasmas loram testados em duplicata e cada placa recebeu um controle "branca”
(sem plasma), dois soros-padrao reativos e cinco Soros- padrao nao reativas, sendo
estes (ltimos. plasmas de individuos que nado residem em area endémica e que
nunca fiveram maldria. O resultade fol analisado pelo limite minimo de positividade
(cust off), que fol calculadeo a partir da média da DO daos controles ndo realivos mais
trds vezds o desvie padrdo (DP). A pesitividade foi determinada pela razao (Ralio)
antie a DO das amostras lestadas e o cul off As amosiras com resultados
superiores a 1.0 foram conslderadas posilivas.
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4.5 Analise dos dados epidemiolégicos e estatisticos

Os dados epidemiolégicos e os resultades dos expermentos foram
armazenadas no banco de dados Epk-info 6 (Centers for Disease Control and
Prevention) e analisados utilizando os programas Epi-Info .2 GraphPad [nstal
(GraphPad Software, Ine), Os tesles estatisticos utilizados para verflcar as
assauisctes e correlagiies enlre os resultados experimentais e os dados
epldemioltglcos foram selecionades a parfic do tipe e tamanho das amostras de
cada wvaravel. Considerou-se que a diferanga era  significaliva quande &
probabilidade de erro era igual ow inferior @ 5% (P<0.05).

4.5.1 Teste de Spearman

Speanman & um método estatistico ndo-paramélrico de assoclagao entre duas
variaveis mensuradas a nivel ordinal, onde a comelagdo & caloulada pelo coeficiente
de Spearman. Esse foi o mélodo sstatistico utilizado na avaliagao da correlagdo
entre variaveis estudadas, utilizado para verificar as associagbes enfre dados
epidemiclégicos numericos, coma por exemplo, tempo de residéncia em area
endémica e dados de resposla imune humoral,

4.5.2 Teste do Qui-quadrado

O teste do qui-guadrado & um método estatistico para n amostras
Independentes, cujas propergdes observadas nas diversas modalidades estdo
dispostas em labelas de contingéneia 2 x 2, sendo os valores esperados deduzidos
matematicamente, e onde se procura delerminar se as proporgdes observadas nas
diferantes categorias sde independenies ol estdo associadas. Esse foi o teste
utilizado para a avaliagao das frequéncias antre as varidveis anallsadas como, por
exemplo, o niimera de respondedores e ndo respandedores em cada um dos grupos
estudados.




4.5.3 Testa de Mann Whitney

O teste néo-paramétrico de Mann Whitney compara as medias de dais grupos
nao-pareados, Esse fol o teste escolhido para a avaliagdo estatistica das diferencas
existentes onitre duas varidveis esludadas de individuos diferentes, como par
exemplo, diferencas entre médias dos niveis de anticorpos (Ratia) entre Individuos
parasitados e ndo parasitados.

4.5.4 Teste de Wilcexon

O tesle hio-paramélrico de Wicoxon com para as medias de dojs grupas
pareadas. Esse fol o teste escolhido para a avallagao estatistica das diferengas
axistontes, por exemplo, nos nivels de anticorpos (Ratio) antes (Diz 0) e 15 dias
apos o inicip do tratamento (Dia 15).




Flgura 9: Casas de individuos residentes no Amazonas. Fonte: Arqulve pessoal.

Figura 10: Casa da farinhn- Acre. Fonte: Arquivo pesacal.
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Figura 12; Unidade de Sauds da Familia Sofia de Almeida Barrelo, localizado em Mancio Lima
(AC), Fonta: Arguivo pessaal




5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo dos dados clinicos e epidemiclogicos dos participantes
do estudo da Regido Amazdnica

Para a avaliaciio do perfil da resposia anticorpo s protefnas GLURP & MSP-3
faram utilizadas amostras de 124 individuos residentas em Cruzeire do Sul (Grupo
CZS), de 88 individuos residentes em Mancio Lima (Grupo ML) e de 87 Individuos
residentes em Guajard (Grupo Gd). Como controles de area (grupa CO), foram
ulilizadas 25 amostras de 53 individuos residentes em areas end@micas sem
histdrico de malaria.

As principals caracteristicas dos grupos CZS, ML, GJ & CO estao
apresentadas nas Figuras: 13.1,13.2e 13.3.

0 grupo CZS era constituldo de 58 individuns de sexa famining (46,7%) & 66
do sexo masculino (53,3%), com Idades variando entre 12 e 73 anas (33 £15). Uma
porcentagem de 96,2% desses individuos era proveniente da regido amazdnica e
estava residindn em area endémics, em média, ha 33 anos (33 -18), Os individuos
desse grupo descreveram Uma média de 10 episodios de malaria (10 £13), sendo
que, dos individups que descreveram ler spresentado peio Menos um episodio da
doenca {89.2%), 67% relataram infecgdo prévia por P, falciparum e P. wvivax, 23%
relataram infecgdo prévia apenas por P. vivax, 10% apenas por P. falgiparum. Esses
individuos tamhém relataram o Gltimo eplsddio de malaria hé 60 meses (B0 +47),
serido P. falciparum a (itima espécie plasmodial infectante em 35% dos casos, &
vivax em B1% dos casos e infecgdo mista (P. falciparum £ P. vivax) em 4% dos
casos. Duranle o momenio da colets, 72 individuos (58%) apresentavam sintomas
iniciados, em média 4 dias antes da coleta (4 14), sendo cefaléia, febre e calafrio 0s
mais frequentas, relatados por 7445 §3% & 48% dos indlviduds, respectivamente.
Do total, B4 individuos (51,6%) apresentavam parasiles circulantes no momenta da
coleta, 25 (20.2%) estavam Infectados com P falciparum e 39 (31,4%) estavam
infectadas com £ vivax, com média de parasitemia de 16000 - 20092 parasios por
microlitro de sangue para P. falciparum e 19142 = 17599 para parasitos por microlitro
de sangue para P. vivax.



O grupe ML era constituide de 44 individyos do sexe feminino (50%) & 44 do
sexo masouling (50%), com idades variando entre 13 e &8 anos (35 +16). Todos os

individuos eram pravenientes da regido amazdnica e est@avam resldindo em area
andémica, em média, Ka 35 anos (35 +18). Os individuos desse grupo descreveram
uma media de 13 eplsddios prévies de malaria {13 +13). Todos os individuos
ralataram ler apresentado pele menos um eplsidio da doenga, sendo que 19%
retataram infeccaa prévia apenas por P, vivax e B1% relataram Infecgdo prévia por
P. vivex e por P. falciparum. Esses individuos também relataram o ditimo episadio de
malaria ha 28 meses (28:45), sendo P. falciparum a ultima especie plasmedial
infaitante em 17% dos casos e P. vivax em 83% das casos. Durante a colela, 48
Individuos (55%) apresentavam sintomas Iniciados; am media, & dias antes da colata
(B +14), sendo cefaléia, febre e calafrio os mals frequentes, relatados por 76%, 92%
2 57% dos individuecs, respectivamerie. Do total, 37 Individuos (42%) apreseniavam
parasitos circulantes no mamento & coleta, 12 (13,6%) estavam Infactados com P.
faleiparum e 25 (28 4%) astavam infectados com P. vivax, com media de parasitamia
de 5600 3577 parssitos por microlitro de sangue para P. falciparum = 23284
+15507 parasites por microlitro de sangue para F.vivax.

O grupo GJ e constitulde de 42 Individuos do sexo feminino {48,3%) e 45 do
sexo masculing (51,7%), coin idades variando entre 13 e 83 anos (37 +17). Todos os
individuos eram provenientes da regifo amazénics e estavam residinde em area
andémica. em madia, ha 35 anos (37 217), Os individuos desse grupo descreverarm
uma média de 9 episodios de malaria (9 +10), sefdo que, dos individuos que
eslataram ter apresentado pelo menos um episédio da doenca (83%), T0% relalaram
infecgdo prévia por P. falciparum e P. vivax, 22% relataram infecgdo prévia apenas
por P. vivex , 8% apenas por P. falciparum. Esses [ndividuos tambam relataram o
glitime episddio de malaria ha 48 meses (48 +73), sendo P. falciparum a ultima
gspacie plasmodial infectante em 28% dos casos & F. vivax em 70% dos cascs €
infecgao mista (P falciparum e P. vivax) em 2% dos casos. Durante a colela, 21
individuos (24,1%) apresentavam sinlomas Iniciados, em media, B dias antes da
celeta (8 +8), sendo cefaléia, febre e arralgla 08 mals frequentes, relatados por 86%,
2% e 48% dos individuos, respectivamente. Do total, 17 individuos (18 5%)
apresentavam parasilos circulantes no momento da coleta, 6 (6,7%) eslavam
infectados caim P. falciparum & 11 (12,8%) estavam infectados com F. vivax, com




média de parasitemia de 8000 + 5656 parasitos por microliiro de sanque para (=]

faleiparum a 10866 + 8326 parasitos por microlitro Ge sangue para P. vivax,

O grupe CO (controle de area) era constitufdo de 37 individuos do sexo
tamining (69.8%) & 16 do sexo masculine (30,2%), com idades varianda enirs 17 e
4% anos (23 = 7). Uma porcentagem de 96,2% desses individuos sra proveniante da
regiio amazbnica & estava resldindo em 4rea endémica, em média, ha 22 anos (22
i B). Todos esses individuos declararam nunca terem sido infeclados & nenhum
apresentava sinlomatologla ou parasilos circulanies durante a coleta. Esse grupo
apresuntou Uma maior prevaléncia de individuos do sexo feminine que os grupos
CZS (P = 0,008), ML (P =003) e Gl (F= 0,02), além de apresenlar uma média de
idade & de tempo de residéncia em area sndémica de malaria menor queé 05 grupos
CZS, ML e GJ (P < 0,0001, psra todas as anallses).

0 orupo ML apresantou um maior ntimearo de infecgdes antariores de malaria
gue os grupos CZS (P = 0.01) e GJ (P = 0,0008), e, 0 grupd GJ apresentou um
maior tempe de Inicio de sintomas que os grupos CZ5 e ML (P= 0,003, para ambuos).
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Figura 13.2: Pruvaliincia de sinlomas relstados peles Individuos dos grupos CZS (Cruzeira do
Sul), ML (Méncio Lima) @ GJ (Guajara), no momanto da coleta. CE: Cefaleis; FE. Febre: CA
Calafrio: NAU: Nausea, M| Mialgia; ART: Artralgia, SU: Sudorase



5.2 Prevaléncia da resposta anticarpo para GLURP e MSP-3

Fol feita a avallacdo do perfil da respesta Imune humoral contra as proteinas
GLURF & MSP-3 nos individuos residentes em areas endémicas de malana
brasileira dos grupos CZS (n = 124), ML (n =88), GJ (n=87)e COIn= 53).

Os individuos que apresentaram anticorpos contra essas proleinas (Individuos
reativos) forarmn denominados de responidedores e agueles gque Nao apresentaram
anticorpos contra as protelnas estudadas (individuos nao reativos} foram chamados
de ndo respondedores. As principals caractaristicas dos individuos respondedoras e
nao respendedores para GLURP e MSP-3 nos grupos CZs, ML e Gl
estio mostrados nas  tabelas 41 e 4.2.

Ndo observamos diferenga na prevaléncla de individuos respondedores
quande comparamos os grupos CZ5, ML e GJ.

Quando comparamos as duas proteinas, observamos que @ pravaléncia de
individuns respondedores para GLURP e MSF3 foram, respectivamente, 59,8%
(B3/124) e 38,7% (48/124) no grupo CZ8, 47,7% {42/88) e 27 4% (24/88) no gripn
ML & 41,45 (36/87) & 12,8% (11/87) no grupo GJ (Figura 14).

Verificamos que a pravaléncia de individues respondedaras para MSP- 3 faol
meanor no grupe GJ quando comparado aos grupes CZS e ML (P <0.0001 GJ versus
CZS: P =0.02 GJ versus ML). Nos grupos ML e GJ, a prevaléncia de individuos com
anticorpos contra a GLURP foi malor.que a prevaléncia de individuos com anticorpos
contra a MSP-3 (P = 0,007 em ML; P <0,0001 em GJ).

Nao observamos nehhuma associagio snlie a resposta anticorpa confra a
MSP3 e idade, sexo, tempo de rasidéncia em area endémica de malaria, prasenca
de sintomas no momento da colela, espédle infectante, nimaro da Infecgdes
anteriores de maliria, espécies plasmodials anterfores, Ultima especie infeclanta ou
o tempo da dltima infecgao. Entretanto, no grupe ML, observamos que a resposta
contid 8 GLURP estava assoclada & idade. tempo de residéncia em area endemica
de malara e ao numero de infecgdes anteriores (P = 0,03 para idade; P =0,04 para
iempo de resldéncia em area endémica de maldria; P = 0,03 para nimemnn de
infecghes antaeriores).



Um Individuo dos 53 do grupe ©O (1,8%) apresentou anticorpos canira 2
GLURP. Nenhum dos 53 individuos desse grupo apresentou anticorpos conlra a

MSP-3.
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Frequéncia de individuos respondedores

uMSF-3 = GLURP

Figura 14: Frequéncia de individuos respondadores para GLURP e MSP-3 nos grupos; GZ3, ML =
G

521 Frequéncia da resposta anticorpo da classe IgG para GLURP &
MsSP-3

A frequéncia da resposta anticorpo da classe G, contra as proteinas GLURP
8 MSP-3 estd apresentada na (Figura 15.1 & 15.2). Verificamos que as prevaléncias
de indlviduos com anticarpos 1gG para a GLURP & MSP-2 foram, respectivaments,
37.1% (48/124) e 25% (31/124) no grupo CZS; 38,68% (34/88) e 8% (7/E8) no grupo
ML e 27,6% (24/87) & 5.7% (5/87) no grupo GJ.
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Figura 16.1; Frequéncia da resposta anticorpo da classe |gG, contra a proteina GLURP.




Flgura 15.2: Frequéncia da resposta anticomo da classe 19G, contra a proteina MSP-3,

A frequéncia de individuos com anticorpos 1gG contra a MSP-3  foi maior o
grupo CZS que nos grupes ML e GJ (P = 0,001, CZS versus ML; P = 0,0002, CZS
versys Gd),

Nos grupos ML e GJ, a frequéncia de individuos com anticorpes IgG conlra a
GLURP fai malor que a prevaléncia de Individuos com anficorpos [gG conlra a MSP-
3 (P = 0.0001, no grupo ML: P =0,0003, no grupo GJ).

No grupe CZS, observamos malores niveis de anficorpos IgG contra a
GLURP que os nivels de anficorpes IgG contra a MSP-3 (P = 0,0008),

Nos grupos ML e GJ, os niveis de anticorpos 106 contra 2 GLURP sstavam
diretamente correlacionados com idede, tempo de residéncia e numero de Infecebes
anteriores de maléria (ML: P =009, r= 0,2742, 1gG versus idade; P=0,01, r=0,2622,
IgG versus lempo de residéncia em érea endémica de maldra; P = 0,0001, r =
0,2600, IgG versus niimero de infecgbes anteriores de maldria),




Nao abservamos associacio snlre anlicorpos IgG conlra GLURP, MSP- 3 e
sexo, presenta de sintomas no momenlo da coleta, espécie infectante espécies
plasmodiais anteriores, Ullima espécie Infectants, tempo da ultima infecgdo ou

parasitemia.

Quando comparamos os nivels de anticorpos 1gG contra a GLURP & MSP-3
antra individuos parasitados e nao parasitados, independente do grupo, verificames
que os niveis de anticorpos IgG contra a GLURP & confra a MSP-3 foram maioras
nos individuos pargsitados (GLURP: P < 0,0001, para [gG; MSP-3, P = 0,0007 para

laG (Flgura 18)
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Figura 16: Niveis de anlicorpos 1gG cantra a GLURP @ M5P-3 enfre individups parasitados e

o parssitades, independents do grupo.




esldo apresentadas na Tabela §.

33/48"

5.2.2 Frequéncia de individuos com anticorpos das subclasses
lgG1, 1gG2, 1gG3 e IpG4 contra GLURP & MSP-3

A pesquisa de anticorpos 19G1, 10G2, 19G3 & 9G4 foi realizada am lodas as
amostras que apresentararn anticorpos da classe 1gG. As freqUéncias de individuos
com antivorpos das subclasses IgG1, 19G2, I9G3 e IgG4 contra a GLURP e MSP-3

Tabela 5: Frequéncia de individuos com anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e lgG4
contra a GLURP e MSP-3, nos grupos CZS, ML e GJ.

{‘12%1 {3?,51‘]

(71.7%) (21,7%)
3034" T/34 12/34 B6/34
(88,2%) {20,6%) (35,3%) (17,6%)
pax Tl 1724 Siz4™ 2124

(8,3%)

CZS Grupd Cruzairo do Suk ML: Grupo Manzic Lime, Gad: Grupo Guasias;

estio mosiradas nas Figuras 17.1, 17.2 e 17.3. Nos grnupos CZS,
cbservamos maiores niveis de anticorpez anti-GLURP da classe 1gG1

versus I1gG3. ML: P < 00001 1gG1 versus [gG2, 1gG3 s

Os nivels de anticorpos 19G1, 1952, 19G3 e 1G4 contra a GLURP, a MSP-3

ML = GJ,
que o3 de

classe 1gG2Z, IgG3 e IgGa (CZS: P < 0.0001 1aG1 versus 1gG2 e IgG4; P= 0,02, 1gG1

oG4, GJ




P < 0,0001, loG1versus IgG2, IgG3 e IgG4). Apenas no grupe CZS, observamos gue
vs nfvels de anticorpos lgG3ant-GLURP foram maloras que os nivels de anticorpos
IgG2 e IgB34 (CZS: P < 0,0001, para lodas analises).

Os nivels de anticorpos 19G1 contra a GLURP estavam positivamente
comelacionadas com o tempo da Ultima infecgdo. no grupo CZS (P = 0,04, r =
0.3585) e com [dade, tempo de residéncia em drea endémica de malaria e o nltenn
de infeccdes anteriores de malarle, no grupo GJ (P = 0,01, r = 04856, para IgC1
versus idade, P = 0,01, r = 0,4846 para IgG1 versus lempo de residéncia em area
endémica de malaria; P = 0,01, r = 04760, para IgpG1 versus numero de infecgdes
anteriorss de malaria). Ja os niveis de anticorpos IgG3anti-GLURP estavam
diretameante colrelacicnados com idade e tempo de residéncia em area endémica de
malaria, no grupo GZS (P = 0,04, r = 0,3340, para 1gG3 versus igade; P=003.r=
0,3104, para IgG3 versus tempo de residéncia em drea endémica de malana).

NZo hotamos assoclacao entre anticorpos 1gG1, IgG2, 1g9G3 & lgG4 contra
GLURP & MSP-3 e presenca te sinlomas no momento da coleta, sexo, especie
infectante. espécles plasmodials anteriores, Ultima espécie Infectants, tempo da
lltima infecgdo ou parasitemia.
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Figura 17.1: Niveis de anticorpos IgG1, 19G2, IyG3 & oG4 contra GLURP & M5P-3 no grupe CZ5

(Cruzeire do Sul)
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Figura 17.3: Miveis de anticorpos IgG1, 19G2. lgG3 & IgG4 contra GLURF e M5P-3 no grupo G

(Guajard).




Quando comparamos os nlvels de anticorpos IgG1, 1pG2, 1gG3 e IgG4 conlra
a GLURP & MSP-2 entre individuos parasitados e ndo parasitados, independente do
grupo, verificamos que os nivels de snticorpos IgG1e 1gG3 contra 8 GLURP & 1gG1
contra a MSP3 forram miaiores nos individuos parasitades (GLURP: P < 0,0001, para
igG1; P = 0,0004, para lgG4; MSP-3, P= 0,03 para 1gG1) (Figura 18).
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Figura 18: Niveis de anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 a GLURP e a M5P-3 am
individuos parasitados e nio parasitados, independente do grupo.
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6 DISCUSSAO

Com a possibilidade crescente do aumenlio da resisiéncia dos plasmodios aos
antimataricos atualmente disponiveis e dos anofelinos aos insaticidas (WHO, 2018},
uma estratégia altsmativa de grande impacio no controle da transmissao da malaria
serla a imunoprofilaxia. Assim, o desenvolvimenlo de uma vacina eficaz conira 3
maléria tem sidn uma das principais prioridades de pesquisa para o enfrentamento
desse problema. O desenvolvimento de uma vacing antimalarica tem focado,
principalmente, am ant/genos Unicos. Dada a complexidade do ciclo svolutive do
parasite, as complexas Interagdes parasilo-hospedaire duranie 0 CUrso da infecgao,
a extensa variabilidade genética do parasiio e os mecanismos utilizados pelo
plasmadio para evadir a resposta imune do hospedeino, uma vacina ideal contra a
maldria deveria ser direcionadsa contra varlos antigenos expressos em diferantes
astagios do desenvolvimenlo da parasita (Singh ef al, 2012). As abordagans
adotadas para desenvolver uma vacing antimalarica baseada em sub-unidades,
multl antigénica, multlestdglo e baseads em peplideos sinteticos t8m mostrado
resultados promissores (Curticar ef gk, 2015), Nesse contexto, as proteinas GLURP
e MSP-3 s80 fortes candidatas vacinais.

No presente trabalho, avaliamos o perfil de anticorpos lg(G para as proleinas
GLURP & MSP-3 de Plasmodium falciparum em individuos residentes em areas
endémicas de malaria brasileira, corm diferenles riveis de transmissao. A resposla
Imune humoral contra essas protelnas fol avallada em individuos residentes am trés
cidadas da Amazdnia Brasileira; Cruzeire do Sul e Mancio Lima, no Acra, 8 Guajara,
no Amazonas. Essas areas foram selecionadas, pois estao enlre as 15 cidades gue
concentram B0% da maladria por P. falciparum no pais. Cruzelro do Sul @ Mancio
Lima sdo consideradas dreas de alta endemicidade de malaria (IPA > 50) & Guajara
& congiderada drea de média endemicidada (IPA =10 e <50).

Os Individuos de Cruzeiro do Sul (CZS), Mancio Lima (ML) e Guajara (GJ)
eram similares na distribulgdo por sexo, idade, procedéncia e exposica prévia ao
Plasmodium, embora os Individuos do grupo ML tenham relatado uma maier media
de numero de infecches anteriores de maléria que os Individuos dos grupos Gl e
CZS mesma sendo GZS uma cldade de alla endemicidade (IPA > 50) caoma ML

Maosso trabatho mostrou que 37,1% e 25% dos individues de GZS, 38,6% e
8% daos individuos de ML & 27.6% e 5,7% des Individuos de GJ apresentavam
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anticorpos 1gG que reconheciam as proteinas GLURP & M5P-3, respactivamente.
Essa anligenicidade das proteinas parece ser independente do nivel de
endemicidade da area, visto que Mancio Lima e Cruzeire do Sul, que sdo dreas de
alta endemicidade e Guajard, gue € considerada area de média endemicidade,
apresenlaram pravaléncias similares ¢e individuos com anticorpos que reconheciam
a GLURP g MSP-3.

Estudos Independantes 1ém side conduzidos para avaliar a8 raposla ifmune
humoral conlra a BLURP-RU & a MSP-3 e seu potencial em conferir imunidade
contra maléria clinica em diferentes 4reas endémicas de maléria na Africa, Inclulndo
Senegal, Uganda, Burking Faso, Gana, Quénia, Mianmar e Sudao. Alem ds
locallzacdo geografica, essas localidades diferem em intensidade de transmissdo:
alta, com mais de 200 picadas infectantes por pessos por ano (Senegal, Liganda e
Burkina Fasg), médla, com aproximadamente 10 picadas Infectantes por pessoas
por ano (Gana, Quénia e Mianmar) e baixa, com aproximadamente 2 a 3 picadas
infectantes por pessoa por ano (Suddoc). Esses asludos t&m moslrado uma grande
variedatle de resultados em relacdo a imunogenicldade natural de GLURP-R0 & da
MSP-3 (Theisen ef al, 2017). Alguns trabalhos ralataram a malar Imunegenicidade
da MSP-3 quando comparada com a GLURP-RO (Dodog ef al., 2000; Soe el al,
2004), enquanto em outros trabalhos, a GLURP- RO foi mais imunogénica quando
comparada com MSP-3 (Pratt-Riccio ef al., 2011, Nebia et af, 2008, Courtin af al,
2009, Amoah et al, 2017). A difaren¢a observada nz imunogenicidade natural da
MSP-3 ¢ da GLURP-RO pode ser resultado das diferencas abservadas ha
exposicio, idade e lempo de residéncia das populagdes estudadas visto que varios
estudos 18m demostrade o efeito direto desses parametros no desenvolvimento da
resposta Imune anliplasmodial (Pratt-Riccio et al., 2005; Nebie et al, 2008; Banic af
al, 2002; Sarr et al, 2012). Outra hip&tese & que a difersnca no background
gengtico das populagdes sstudadas esteja influenciando no desenvolvimento da
resposta imure & GLURP & & MSP-3. Esludos gendlicos serdo redlizados para
lentar avaliar essa possibilidade,

Nosse trabalho mostrou que grande parte dos individuos dos grupos CZS, ML
e GJ apresentava anticorpos lgG que reconheciam as proteinas GLURP & MSP-3,
embora a frequéncia de ndividuos com anticorpos 1gG contra a8 GLURP-RO tenha
side maior que a frequéncia de Individuos com anticorpes ant-MSP-3. Essas dados

corroboram estudos prévios realizados em nosso Laboratorio que avallaram a




resposta IgG contra as protainas GLURP-R0 e MSP-3 em Individuos residentes em
4rea endémica brasileira de malarna (Porte Velho, Rondania) & mostraram que a
GLURP-RO fol mats imunogénica (67%) quando comparada a MSP-3 (415%) (Pratt-
Ricclo, el al., 2005; Pratt-Riccio et al, 2011).

Anticomos naluralments adguiridos contrs vérios antigenos plasmodials estao
associados com idade e tempo de exposicio a maldra em regifes enddmicas, um
fendmeno gue tem sido frequantemente relatado para varlos antigenes (Prall-Ricelo el
al., 2005; Neble et al,2008; Banic of af., 2002, Egan et al,, 1996, Branch el al,, 1998,
Banic ef al, 1998; Roussilhon et al., 2007; John af al,, 2008; Osier &t af, 2008; Riley
et al. 1B9Z; Riley ef af, 1994). No presente trabalho, os nivels de IgG conira a
GLURP (grupos ML & GJ) aumentaram com idade e tempo de rasidéncia em area
endémica da malaria, provavelmants refletindo a exposicéo natural ao P ialciparim
e, possivelmente, a maluragio do sistema imune, Curicsamente; apenas no grupo
ML, fol oheervada uma corelacio entre anticorpos IgG ant-GLURP e nimero de
infeccBes anteriores de malaria. Nos grupos CZS e GJ nenhuma correlagao com
nimero de infecgdes fol observada. Pelo menos rés hipdleses podem ser evocadss
para explicar esse resultado. A primeira basela-se no fato de que o dado do numearna
de infecges anleriores de maldria pode estar sendo subestimado devido a
dificuldade dos individuos lerem a exala lembrange de numeros de episodios
anteriores desde a InfAncia. A segunda hipdlese baseia-se no fato de gue os
individuos que residem ha vérios anos em &Area endémica de malaria padem ter
desenvolvido um certa grau de Imunidade antimaldrica, apds terem apreseniado
varios eplsodios de malaria, relatando, assim, menos episédios de malaria dinica.
Recenles trabalhos t8m relatado um consideravel numero de infecgdes oligo e
assinlomdlicas entra Individuos com grande tempo de exposicdo (18 anos em
métia), que vivem em #draas hipoendémicas de transmissdo instavel do Brasll (de
Andrade ef al., 1095 Menhdanca et al,, 2014). A lerceira hipdtese baseia-se no fato de
que devido a alta prevaléncia de P. vivax em relagdo a P. falciparum na area, o
nimero de InfecgBes anteriores de maldria ndo significa necessarlammente a
astimulacio de uma resposta Imune para a antigenos espacificos de P. faloiparum,

Considerando que (i) individups prolegidas da malaria clinica pessuem allos
niveis ce anlicorpos citofilicos (lgG1 e 1gG3) contra antigencs plasmodials: (il)
quante malor o grau de protegao desses individuos, maior & & razdo entre anticorpas
citafllicos e ndo cloflicos (IgG2 e 1gG4) e; (i) anticorpas ndo citofilicos podem




bloquear o mecanismo efetor dos anlicorpos citofllices (Osuvray et al, 2000; Soe ef
al, 2004; Lusingu ef al., 2005; Groux ¢f al, 1930; Bouharoun-Tayoun af al, 1992,
Bouhsaroun-Tayoun et al,, 1992, Beck &f al, 1995; Bouharoun-Tayoun et al,, 1983),
avaliamos a2 qualidade da resposta anticorpo contra as proteinas GLURP & MSP-3

pele andlise das subclasses de 1gG. A pesquisa de anticorpos 1gG1, 1gG2, 19G3 e
laG4 fol realizada em todas as amostras que apresentaram anticorpos 1gG para
cada urma das prolsinas estudadas. Anticorpos das 4 subclasses loram detectados
no plasma tigs individuos dos grupos CZS, ML e GJ.

Nossos dados mostraram que individuos naturalmente exposlos a infecgao
malarica apresentam predominaniemenle anticorpos citefllicos (1gG1 e 1gG3) que
reconhecem as protelnas GLURP e MSP-3, fato Importante se conslderarmos que a
aquisicio de wma Imunidade proletora contra @ maldrla estd assoclada com a
presenca e altos niveis de anticorpos 19G1 e IgB3 e reduzida proporgdo de G2 e
lyG4 com a mesma especificidade visto que anticorpos néo citafllicos bloquelam ps
macanismos efetores (Oeuvray et &/, 1994, Bouharoun-Tayoun et al., 1992; Metzger
gt @i, 2003). A interacdo entre anticorpos citofilicos & recaptores Fo (FcR) em celulas
fagociticas pode levar a ativagao celular e desencadear fungdes efetoras lais como
fagocitose, produgdo de cilucinas & guimiocinas, citoloxicidade e geragdo de
aspéoies reativas de oxigénio e nilrogénio (Ortega el al, 2007). Anticorpes citofilicos
podem medlar @ morte do perasito em cooperagdo com células mononucleares
através do mecanismo de inibigio celular dependente de anticorpo (ADCI), slém da
ppsonlzacio de merozaltas de P. faleiparun (Theisen ef al., 2017, Bouharoun-
Tayoun et al, 1995; Druilhe ot al,,1884).

Estudos t&m demonstrado que as caracterislicas inerentes aos antigenos
plasmodiais Influenciam nos avenlos moleculares que levam & indugdo preferencial
de diferentes subclasses de 1gG. A presenca de sequéncias de aminodcidos que séo
simultaneamente repstitivas & polimérficas Induz uma resposta predominantemente
lg33, enguanto gque a @auséncla dessas repeligdes polimarficas  induz
predominaniements uma resposta lgG1. Antigenos polimérficos sem sequéncia
repetitva Induzem uma resposta gG1+IgG3, com a predomindncia de IgG3
enguanto que antigenos repetitivos conservados Induzem uma resposta lgG1 ou
lgG1+1gG3 (Scopel et al, 2006; Tongrene! al., 2006). Nossos dados mostraram que
GLURP-RO em individuos naturalmente exposlos & Infeccdo malarica Induz uma
resposta anticorpo predominantemente citofllica (laG1 + 1gG3), especialmente no




L

1 : BB

grupo CZS, enquante que a MSP-3 induziu uma resposta predominantamente 1gG1,
nos 3 grupos estudados. Esses resullados podem ser devide & caracteristica nao
repetitva conservada da GLURP-RO contrastando com a natureza repelitiva e
relativamenta mals polimorfica da MSP-3 (Huber et af,1897, Paltaradilokral et &f,
2016; MeColl et al, 1994), Enlrelanto, falores como a cumulativa exposigao a
maldria, a Idade dos individuos, o HLA & o polimorfismo dos receplores FC 1ém

mostrado infiuenclar a distribuicda das subclasses de 1gG contra anligenos
plasmodiais (Scopel et al., 2006; Aucan af al,, 2001).

Trabalhos realizados em &@rea de alta endemicidade de malarfa tém
demonstrade correlagac enlre os niveis de anlicorpos cllolilicos e & parasitemia
(Dodoo et al, 2000; Lusingu et al, 2005, Hogh &f al, 1993). Porém, em nosso
trabalho ndo verificamos nenhumé correlagdo entre os nivels de anticorpos 19G1
efol 1gG3 efou a relagdo entre anticorpos cltofilicos e ndo citofilicos (dados ndo

mostracdos) & a parasitemla. Dados similares foram obtides por Maya e
colahoradores que também ndo chservaram correlacao entre nivels de anlicorpoes
citofflicos & parasitemia am um estudo realizade no Gabao (Maya et al., 2006), Um
1 recente estudo que avaliou a resposta imune contra antigenos de esporozoitas e
dos estagios hepatico e arilroeilico em drea encémica brasileira de malaria (Porto
Velho, Rondbnia) também ndo observou relagdo entre hiveis de anticorpos 19G1 ou
luG3 ou a relagio entre anticorpos citofilicos/rido cilofillcos & a parasitemia (Pratt-
Riceio sl al, 2017), Uma possivel explicaco para esses resullados € o pequeno
numera de individuos parasitados por P falclparum em nosso lrabalho, apenas
25/124 individuos de CZS (20,2 %), 12/88 individuos de ML (13,6 %) e 6/87
indwiduos de GJ (6,7%). Além disso, dos 43 individuos parasilados com P
falciparum, em spenas 21 foi possivel guantificar parasilos nas 18minas. Os 22
individuas restantes fdram diagnosticados por metodos molecllares.

Nossos dados mostraram que os niveis de anticorpos 1gG a GLURP e a
MSP-3 foram maiores nos Individuos parasitados guando comparado aos individuos
ndo parasitados, Esse resultado pode ser reflexo de uma estimulaggo do sistema
imune levando a producdo de anticarpos antiplasmodiais, entre os guals anticorpos
ant-GLURP e anti-MSP3, devido & infeccao. Esse boostar, em resposta 3 Infecgdo,
Induziria uma resposta anticorpo predominantemente citofilica contra a GLURP
(laG1 e 1gG3) e MSP-3 {lgG1)



Em conjunto, nossos dados mostraram que as proteinas GLURP & MSP-3

sao amplamante reconhecidas por anticorpos naturalmente adquindes de individuos
residantes em Maéncio Lima, Cruzeiro do Sul & Guajara o gue esse amplo
recanhecimento parece set independante do nivel de endemicidade da area. Entre
as duas proteinas, a GLURP se revelou a mais Imunagéinica na Infecgao natural,
Além disso, a respasta anticorpo contra a GLURP e MSP-3 & predominantemente
citafiliea, 1gG1 efou 1gG3. Portanto, nossos dados ressaltam 2 Importdncla das
proteinas GLURP & MSP-3 como candidatas & vacina antimalarica.
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7 CONCLUSOES

Em conjunto, nossos dados permitiram concluir que:

« As protefnas GLURP & MSP-3 sdo regonhecidas por anticorpos IgG
nahiralmente adquirides, principalmerite os das subclasses 1gG1 e IgG3 (citofilicos),

. 0O reconhecimento das proteinas por aenticorpos naturalmente adquiridos
parece ser independente do nivel de endemicidace da area.

« A proteina GLURP & naturalmente mais imunog&nica que a MEP-3.
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