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RESUMO

Neste estudo analisamos os dados obtidos no ensaio imunoenzimatico
(ELISA), nas analises qualitativae quantitativa, para avaliar o reconhecimento
da proteina recombinante HissMSP149, contendo a porgaoC-terminal da MSP1
de Plasmodiumvivax, por soros de individuos que residem em area endémica
de maléaria. A area de estudo foi o municipio de Goianésia do Para, Para.
Foram analisadas 544 amostras de soro, sendo 80 soros de individuos
infectados por P. vivax, com diagnéstico clinico de malaria e exame
parasitoscépico positivo, realizada pelo exame da gota espessa, e 464 foram
coletados de individuos expostos ao risco de adquirir malaria, os quais residiam
em localidades do municipio de Goianésia do Para, area com registro de
transmissado de malaria. Inicialmente, as amostras de soro foram testadas em
duas diluigdes, 1/100 e 1/1000. Os dados obtidos foram analisados por
comparagoes dos valores de densidade optica (DO). Posteriormente, com base
nos valores de ponto de corte, analisamos a frequéncia de soros positivos.
Considerando qualquer um dos valores do ponto de corte determinado nesse
estudo e as duas diluigdes testadas, observamos que no grupo infectado a
frequéncia de individuos positivos variou de 70,0% a 95,0%, enquanto que no
grupo exposto essa variacao foi de 14,48% a 62,81%. Também comparamos
as analises sorologicas empregadaspara determinar a concentragdo sérica dos
anticorpos 1gG. Os resultados obtidos indicam que as analises dos dados da
sorologia forneceram informagdes consistentes no sentido de evidenciar a
necessidade de padronizar tanto o procedimento técnico (diluicdo da amostra)
quanto a analise qualitativa e quantitativa (valor do ponto de corte e
determinacao dos niveis séricos de anticorpos). No ambito da validagdo desse
ensaio para estudos que avaliam o potencial dos anticorpos comobiomarcador
de exposicdo, também realizamos a descricdo imunoepidemiolégicacom
asamostras do grupo exposto. Considerando a exposigéo prévia e o tempo de
residéncia na area, os resultados confirmam a aplicagdo da sorologia para
monitorar a exposi¢cdo continua ao parasito, em especial nos estudos

relacionados a epidemiologia da transmissao da malaria.



ABSTRACT

This study analyzed the data obtained in the Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), performing qualitative and quantitative analyzes
to assess the recognition of His6MSP119 recombinant protein containing the C-
terminal portion of MSP1 Plasmodium vivax in the sera of individuals living in an
endemic malaria area. The study area was the Goianésia do Para, municipality
of Para. We tested a total of 544 serum samples, being 80 of these samples
from individuals infected with P. vivax, with clinical diagnosis of malaria and
positive parasitoscopic examination of thick blood smears, the other 464
samples were collected from individuals living in areas of risk for malaria
infection in Goianésia do Para. Initially, serum samples were tested at two
dilutions, 1/100 and 1/1000. Data were analyzed by comparisons of optical
density values (OD). Based on cut-off values, we analyzed the frequency of
positive sera. Considering any of the determined cut-off values in this study and
the two dilutions tested, we found that in the infected group the frequency of
individuals ranged from 70.0% to 95.0%, while in the exposed group this
variation was 14.48% to 62.81%. We also compared the serological tests used
to determine the serum concentration of IgG antibodies. The results indicated
that the analysis of serological data provided consistent information in order to
highlight the need to standardize both the technical procedure (sample dilution)
and the qualitative and quantitative analysis (value of the cut-off point and
determination of serum antibodies). An immune-epidemiological study was also
performed using the samples from exposed group, this validation showed the
potential of antibodies as a biomarker of exposure. Regarding history of
previous infection and residence time in the area, our results confirm the
application of antibody detection to monitor the exposure to the parasite,

especially in studies about epidemiology of malaria transmission.
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1. INTRODUGCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A malaria € uma doenga parasitaria de grande relevancia no ambito das
medidas de controle das doengas infecciosas, pois representa uma importante
causa de morbidade e mortalidade em humanos, em especial nas areas tropicais,
onde as condigdes de vida sdo determinadas pelo baixo poder econdmico (Sachs &
Malaney, 2002). A malaria é causada por cinco espécies de protozoarios do filo
Apicomplexa, do género Plasmodium: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae.
P. ovale e P. knowlesi. Essa ultima espécie foi descrita mais recentemente,
assumindo consideravel importancia epidemioldgica por causar infecgées adquiridas
como zoonose, descritas em pacientes da Asia, especialmente Malasia, Tailandia,
Mianmar, Filipinas e Singapura (Cox-Singh et al., 2008; Luchavez et al., 2008; Lee et
al., 2009). Enquanto que, o P. ovale apresenta transmisséo natural apenas em areas
localizadas no continente Africano (Mueller et al., 2008). Entre essas cinco espécies
que infectam o homem, o P. falciparum e o P. vivax sao as mais prevalentes no
mundo. A espécie de maior distribuicdo geografica € o P. vivax, entretanto a
infeccao por P. falciparum constitui um problema mais grave, devido a ocorréncia de
cepas resistentes aos antimalaricos e o grande numero de casos de malaria grave,
que podem resultar em altas taxas de mortalidade (WHO, 2013).

As infecg¢des por P. vivax raramente evoluem para o Obito, mas esta espécie
ndo pode ser negligenciada, considerando que, nas ultimas décadas, observa-se
que o numero de casos de malaria grave por P. vivax aumentou consideravelmente,
bem como os relatos de cepas resistentes a antimalaricos em diferentes partes do
mundo (Baird et al., 2004; Baird et al., 2007; Arévalo-Herrera et al., 2010). No Brasil,
a malaria é causada, por trés espécies, o0 P. vivax, responsavel pela maioria dos
casos registrados (70% a 85%0), o P. falciparum e o P. malariae (WHO, 2013).

Em paises tropicais e subtropicais a malaria continua sendo um dos
principais problemas de saude publica, onde sdo estimados cerca de 515 milhdes de
casos de malaria a cada ano. Em algumas areas do mundo, a malaria € considerada
erradicada. Entretanto, estima-se que 40% da populagdo mundial ainda vive em
areas com risco de adquirir a doenga (WHO, 2013), incluindo a regiao Amazoénica,

onde a transmisséao esta associada com a ocupacgao intensificada da area.



1.2. EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

No Brasil, 99,95% dos casos de malaria ocorrem nos estados da Amazonia
Legal e as principais medidas de controle visam interromper a transmissao. Nos
ultimos sete anos, o numero de casos variou entre 230 e 550 mil (Brasil, SVS/MS,
2013). Em 2012, foram registrados em 235.153 casos de malaria no Brasil. Nos
estados do Para, Amazonas, Amapa, Roraima, Rondébnia, Acre, Tocantins, Mato
Grosso e Maranhao foram registrados 235.037 casos. Nessas areas, a distribuicao
da malaria apresenta-se variavel e mais de 80% dos casos foram causados por P.
vivax. No Estado do Para, foram registrados 80.305 casos de malaria, dos quais os
municipios de Anajas, ltaituba, Jacareacanga, Oeiras do Para e Pacaja foram
responsaveis por 58% dos casos. Esses mesmos municipios contribuiram com
aproximadamente 34% do total de casos ocorridos no Brasil e na regido amazénica,
nesse periodo (Brasil, Ministério da Saude/SVS/2013; Brasil/SIVEP/MS, 2013).

Em toda a regido amazoénica ndo ha uma distribuicdo uniforme da malaria,
observam-se areas de diferentes niveis de transmissao. As areas de colonizagao
recente sdo, frequentemente, as areas de maior transmissao (Oliveira-Ferreira et al.,
2010), principalmente garimpos, (Sawyer, 1993), populagdes ribeirinhas e
assentamentos (Alves et al., 2002), onde varios fatores como condigdes precarias de
moradia associadas aos habitos da populagdo favorecem a transmissdo. Outro
aspecto importante € o avanco do desmatamento e o estabelecimento da
agricultura, em polos de assentamentos rurais. Em areas com desenvolvimento
urbano, a transmissdo da malaria parece substancialmente reduzida, sendo o risco
de novas infecgdes influenciado por fatores do comportamento humano e/ou
atividades que favorecem a exposigdo ao mosquito vetor (De Castro et al., 2006;
Oliveira-Ferreira et al., 2010).

No ano de 2012, foram estimados cerca de 3,4 bilhdes de pessoas vivendo
sob o risco da malaria. Desse total, 2,2 bilhdes estdo em areas de baixo risco (<1
caso/1000 habitantes registrados), dos quais 94% vivem em regides geograficas que
n&o pertencem a Africa. Entre os 1,2 bilhdes de pessoas que residem em areas de
alto risco (>1 caso/1000 hab. registrados) a grande maioria esta Africa (47%) e
Regido Sudeste da Asia (37%) (WHO, Malaria Report, 2013). Nas Américas e no

Caribe, 15,97% da populacdo (aproximadamente 144 milhdes de pessoas) de 21



paises reside em areas onde existe algum risco da transmissao da malaria (OPAS,
2007).

A principal estratégia para o controle da transmissdo da malaria é realizado por
meio da deteccao e tratamento dos casos positivos. Para tanto, o diagndstico rapido
e seguro é a primeira etapa dessa estratégia (Brasil, Ministério da Saude/SIVEP-
Malaria-http://portal.saude.gov.br). Assim, deve ser ressaltada a importancia das
estratégias para monitorar riscos em areas com potencial para instalar e/ou
aumentar a intensidade da transmissdo. O método parasitoscépico para a pesquisa
de Plasmodium sp, realizado pela técnica da gota espessa € o padrao ouro, definido
pela OMS (Brasil, SVS/Manual de diagnostico da malaria, 2009). A vantagem € a

especificidade, na identificacao das espécies que causam a malaria humana.

A intensidade da transmissdo da malaria € uma variavel que pode ser
utilizada para avaliar situagdes e definir prioridades nas agbdes de controle da
doenca. Assim, novas estratégias que utilizam métodos rapidos, de baixo custo e de
facil execucao para estimar a intensidade da transmissao local podem ser utilizadas
em substituicdo aos métodos entomologicos e parasitoldgicos, que sao limitados
nesses aspectos. Desta forma, tem sido proposto utilizar o tempo de aquisigdo dos
anticorpos para estimar a taxa de soroconversao, uma vez que o aumento na
proporcdo de soros positivos apresentou correlagdo com a intensidade da
transmissao (Drakeley et al, 2005; Corran et al., 2007).

1.3 MARCADORES SOROLOGICOS E EXPOSICAO A MALARIA

O padrédo de transmissdo da malaria € um aspecto epidemioldgico que
influencia a resposta imunoldgica dos individuos expostos naturalmente aos
antigenos do parasito. Os estudos que analisam a epidemiologia da transmissao e a
aquisigcao de anticorpos podem contribuir para a compreensido dos mecanismos
envolvidos na resposta imune capaz de conferir algum grau de protecédo. Esses
estudos também avaliam novas propostas de estratégias aplicadas para o controle
da maldria baseadas na exposicdo e manutengdo dos niveis dos anticorpos
(Drakeley et al., 2005; Corran et al., 2007; Bousema et al., 2011).

A analise sorologica pode ser utilizada para inferir o padréo de transmisséo da

malaria recente, onde estudos longitudinais ndo s&o logisticamente viaveis. A
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presenca de anticorpos pode refletir padrées recentes ou acumulativos da exposicao
a malaria, mas ndo a confirmagdo de infeccdo patente, porém, pode ser
continuamente reforcada, estando sob a influéncia de variacbes sazonais nas taxas
de transmissdo da malaria. Em determinadas situagdes, pode ser mais facil a
pesquisa dos anticorpos, quando comparada com as avaliagdes de prevaléncia de
parasito, determinada em estudos longitudinais (Drakeley et al., 2005).

A utilizagao da sorologia para a detecgédo de anticorpos na malaria ndo é um
procedimento para confirmar uma infecgao patente. A presencga de anticorpos nao
implica, necessariamente, que a infecgao esta ativa, pois mesmo apos a cura, 0s
anticorpos permanecem no sangue. Diante disso, nas regides endémicas ou onde
houve transmisséo, o uso dos métodos sorologicos tem sido proposto para estimar o
grau de endemicidade da doenca, auxiliar na deteccdo de infec¢gdes malaricas
sintomaticas ou assintomaticas, detectar alteragdes sazonais na transmissao;
investigar se ha reintrodugdo da malaria em determinadas areas, bem como avaliar
as atividades dos programas de controle da malaria (Rey, 2001).

E importante ressaltar que a resposta de individuos contra as formas
sanguineas do parasito, particularmente em pessoas nao imunes, pode contribuir
para a patologia da doenga, mas por outro lado, a resposta imune pode ser também
altamente efetiva, moderando ou até mesmo protegendo dos efeitos clinicos da
infeccao e, consequentemente, reduzindo a mortalidade (Stevenson & Riley, 2004).

Na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos na imunidade
naturalmente adquirida, o quadro definido a partir de estudos imunoepidemiolégicos
sugere que a aquisigao de imunidade contra sintomas clinicos € relativamente lenta
e incompleta; embora a imunidade a malaria grave possa ser adquirida mais
rapidamente, mesmo apds um unico episodio da doenga (Gupta et al., 1999). Em
areas onde individuos sao intensamente expostos, a aquisi¢gado natural de anticorpos
tem sido confirmada por varios estudos imunoepidemiologicos.

Em areas ndo-endémicas de malaria, a utilizagdo dos métodos soroldgicos
sdo ferramentas uteis na triagem de doadores de sangue, na elucidagao de casos
clinicos indefinidos, na avaliacdo da terapia medicamentosa, no diagndstico de
casos com exame parasitologico negativo, porém fortemente suspeitos, como no
caso de pessoas que regressam de zonas endémicas, e detectar individuos

assintomaticos ou com formas latentes da doenga (Rey, 2001).



Estudos visando o desenvolvimento de vacinas mostram evidéncias da
producao de anticorpos protetores contra antigenos da fase assexuada do ciclo de
vida do parasito, incluindo os antigenos da familia da Proteina da Superficie do
Merozoito (MSP). Entre os principais antigenos dessa familia estdo a MSP-1, MSP-3
e MSP-9. Devido a importancia no processo de invasao das hemacias pelo P. vivax,
também tem sido analisada a aquisigao de anticorpos especificos contra a Proteina
Ligante de Duffy (Duffy Biding Protein/DBP. Nesse caso, observou-se a presenca de
anticorpos inibidores da ligacdo a PvDBP Il estava associada a prote¢ao da infecgéo
por P. vivax (King et al., 2008), podendo conferir uma imunidade protetora nos casos
de parasitemia elevada (Cole-Tobian et al, 2009). Outro estudo analisou a resposta
de anticorpos apds vacinagao, utilizando peptideos sintéticos derivados da proteina
circum esporozoita (CS), e comparou com a resposta contra as formas sanguineas,
utilizando antigenos nativos do P. vivax no teste de imunofluorescéncia, houve
positividade tanto contra os trés peptideos quanto o reconhecimento dos
esporozoitos sanguineos.

O uso de dados de soroprevaléncia da malaria para inferéncia epidemiolégica
esta sujeito a limitagbes. Embora as tendéncias de médio e longo prazo de
transmissdo da malaria podem ser estimadas por meio de ajuste de modelos
relativamente simples para os dados sorologicos, algumas caracteristicas
epidemioldgicas que sao relevantes para controle da malaria, como a distribuicao de
positivos por idade sao analisadas para estimar a longevidade dos marcadores
sorologicos. Tais estudos tém sido conduzidos em populagdes que vivem em areas
com endemicidade variada de malaria, localizadas na Asia e América do Sul,
utilizando principalmente antigenos de fase assexuada, principalmente a MSP14g,
AMA-1 e CSP.

Na epidemiologia da transmiss&o, os dados de medida classicos, como a
prevaléncia de parasitos e as medidas entomologicas, e dados da sorologia
fornecem informag¢des complementares, que podem ser usadas para entender os
padrées de transmissdo de malaria, identificar grupos de risco e propor medidas de
controle baseadas em evidéncias. Para tanto, foram estimados os niveis de
anticorpos da classe IgG contra a PvMSP-1419 € PIMSP119 em populagbes expostas
a malaria, que vivem em regides remotas da bacia amazénica e os resultados

mostraram altas taxas de prevaléncia de anticorpos IgG contra a PvMSP-149, com
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diferencgas significativas de acordo com a idade, local de residéncia e envolvimento
com atividades de alto risco (Ladeia-Andrade et al., 2007).

Recentemente, Dacuma e colaboradores (2012) utilizaram o ELISA para
pesquisa de anticorpos que reconheceram a proteina recombinante Pv-MSP-149 em
amostras de soro coletadas nas Filipinas. Nesse estudo foi possivel observar a
aplicacédo dessa analise para identificar focos de transmisséo residual e avaliar os
efeitos das medidas de controle na provincia de Sarangani, Filipinas. Os dados
obtidos refletem o declinio na transmissao de P. vivax, mantido em niveis baixos. Foi
observado heterogeneidade na exposicdo a malaria em nivel microepidemiolégico,
contribuindo para a avaliagdo de programas de controle em areas onde marcadores
convencionais nao sao eficientes para detectar a transmissdo em baixos niveis.
Esses resultados mostram que essa analise pode fornecer informagao valiosa sobre
quais areas sdo mais susceptiveis a transmissao, caso ocorra uma epidemia.

Um estudo anterior, realizado com amostras de individuos que residem em
uma area onde a transmissao da malaria foi reduzida, consideravelmente, ao longo
das ultimas décadas, mostrou a utilizagdo de marcadores soroldégicos com a
finalidade de avaliar a intensidade da transmissdo. Foi determinada a
soroprevaléncia em uma coorte transversal, os ensaios foram realizados apds a
coletas das amostras em papel filtro e pesquisa de anticorpos por ELISA. Foram
pesquisados anticorpos IgG contra proteinas recombinantes P-MSP-149 e P-AMA e
extrato de esquizonte de P. falciparum e dois antigenos de P. vivax, a proteina de
Pv-MSP-149 (cepa Belém). Em geral, a positividade para os antigenos de P.
falciparum foi 9,4%, 12,4% e 16,6% para Pf-MSP-119, PFFAMA1 e PFf-SE,
respectivamente e 12,6% e 15,0% para Pv-MSP-149 e Pv-AMA1, respectivamente.

Em outro estudo, que analisou os niveis de anticorpos na malaria, testando
amostras coletadas, no ano de 2008, em area de baixa endemicidade, localizada na
Somalia, Bousema e colaboradores (2010), analisaram marcadores sorologicos
(MSP-119 € AMA-1), e observou heterogeneidade na reatividade dentro da area
estudada, confirmando que os marcadores sorolégicos representavam variagado na
exposi¢ao a malaria.

A analise da aquisi¢do de anticorpos mesmo em areas, localizadas em paises
fora da zona de maior impacto de exposigdo a malaria, como é o caso da Europa,

mostrou variagao na resposta de anticorpos, porém, confirmando que esta resposta
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pode refletir a situagdo de endemicidade. Esse estudo foi conduzido na Turquia, e
foram pesquisados anticorpos das classes IgM e IgG, utilizando como antigenos as
proteinas PvMSP-119 and PvSERA4, observou-se que a presenca de IgG foi
considerada como marcador da exposicdo mesmo em uma area de exposicao
limitada ao P. vivax (Yidez-Zeyrek et al, 2010).

No Brasil, os estudos conduzidos para analisar a aquisicdo de anticorpos,
com diferentes propdsitos relacionados a aplicagdo como marcadores imunoldgicos,
foram realizados também com um outro membro da familia da MSP de P. vivax , a
PvMSP-9, quando compararam amostras coletadas em diferentes periodos e
associou a presenga desses anticorpos ao risco de adquirir malaria (Lima-Junior et
al., 2008, 2012). Anteriormente, outro estudo analisou a resposta de anticorpos em
amostras coletadas em cinco estados da regido amazdnica (Rondbnia, Para, Mato
Grosso, Amazonas, e Acre), para determinar a frequéncia de positivos que
apresentaram anticorpos contra proteina circum-esporozoita (CSP) de P. falciparum,
P. malariae, P. vivax VK210, P. vivax VK247e P. vivax-like. Nesse caso, foi descrito
um padrao variavel de resposta entre as diferentes areas. No entanto, no Para e em
Rondbnia, o perfil de resposta observado foi semelhante. No caso do
reconhecimento dos peptideos derivados da CS de P. vivax, avaliado pela detecgao
de anticorpos anti-CSP (epitopos repetidos) de P. vivax VK210, VK247 e P. vivax-
like, foi observada resposta positiva em amostras coletados em todos os estados
investigados (Arruda et al, 2007).

Além da aquisicdo de anticorpos contra a por¢do C-termianal da MSP1,
também tem sido descrito a aquisicdo de anticorpos que reconhecem a proteina
recombinante por¢ao N-terminal (ICB-2-5) (Soares et al., 1997, Soares et al., 1999).
Recentemente, foi descrito a aquisicdo de anticorpos capazes de reconhecer essa
mesma porc¢ao terminal, porém utilizando uma proteina recombinante de 200KDa
(Pv200L). Tal estudo mostrou que em amostras de individuos em area endémicas
de malaria no Brasil, localizadas na regido amazdnica, nos estados do Amapa, Par3,
Rondbnia e Acre, a prevaléncia de positivos foi alta, confirmando que anticorpos
especificos contra o fragmento PvL200 da PvMSP-1 foi imunogénico, durante
exposi¢cao natural ao P. vivax (Storti-Melo et al., 2011).

Neste estudo, assim como no que foi conduzido por Arruda e colaboradores,

foi observada a diferenga de prevaléncia de anticorpos entre as areas estudadas.

8



Uma explicacdo para essas diferencas pode ser a variagdo na exposi¢cao a malaria,
influenciada pela ampla variedade encontrada no padrao de transmiss&o da malaria,
polimorfismo dos antigenos do parasita e a base genética da populagao.

Os estudos de imunoepidemiologia que associaram a presenga de anticorpos
com a exposi¢ao, analisaram a aquisi¢gao de anticorpos contra a PvMSP1 e PvAMA-
1, e mostraram que as proporcdes de positivos e 0s niveis de anticorpos contra
PvAMA-1 estdo correlacionados com o nivel de exposicdo em areas com
transmissao de intensidade de baixa a moderada, localizadas no norte do Brasil.
(Morais et al., 2006, Bueno et al., 2011). Mais recentemente, foi confirmada a alta
reatividade de anticorpos de individuos naturalmente infectados tanto para a
molécula completa de PvAMA-1 como para o fragmento DIl (Bueno et al., 2011).

Os estudos comparativos da resposta de anticorpos que reconhecem a
PvMSP-1,9 e a PvAMA-1 sugerem que a resposta a esses antigenos contribui para a
efetividade das preparagdes vacinas, uma vez que tais antigenos podem estimular
a resposta imune, favorecendo a destruicdo do parasita (Bueno, 2008; Pandey,
2010).

No Brasil, devido a importancia epidemiolégica da malaria causada por P.
vivax, a aplicagdo de novas andlises para avaliar o efeito da exposi¢cdo aos
antigenos do parasito, podera fornecer informagdes relevantes relacionados a
caracterizacado dos antigenos e a aquisicdo de anticorpos contra esses antigenos.
Entre estas analises esta a identificagcdo de marcadores sorolégicos para monitorar a
intensidade da transmissdo, visando fornecer alternativas complementares para

compor estratégias preventivas para o controle da malaria causada por P. vivax.

1.3.1 Estudos que analisaram a aquisicao natural de anticorpos IgG
anticorpos IgG anti-MSP149 € a exposi¢ao ao Plasmodium vivax
Estudos soroepidemiolégicos mostraram que individuos expostos a malaria
causada por P. vivax produzem anticorpos que reconhecem a regiao C-terminal da
Proteina 1 de Superficie do Merozoito (PvMSP149). Na regido Amazonica, a
resposta imune naturalmente adquirida contra esta proteina foi, inicialmente,
caracterizada em individuos residentes no Estado do Para. Comparou-se o

reconhecimento imune de nove proteinas recombinantes baseadas na proteina
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MSP149 de P. vivax por anticorpos e, constatou-se que a proteina PvMSP19 foi
imunogénica para a maioria dos individuos expostos ao P. vivax (Soares et al., 1997,
Cunha et al, 2002). Posteriormente, outros estudos confirmaram a alta
imunogenicidade dessa proteina, mostrando que a soroprevaléncia de anticorpos
IgG pode variar de 60 a 90% (Morais et al., 2005; Barbedo et al., 2007).

A comparagdo do reconhecimento imune de proteinas recombinantes
contendo a MSP149de P. vivax, produzidas em trés diferentes vetores de expressao
em bactéria E. coli, demonstrou que a proteina recombinante Hise-MSP 149 produzida
pelo vetor pET foi a mais imunogénica em individuos expostos a malaria causada
por P. vivax, quando comparada aos outros dois recombinantes, GST-MSP149 €
MBP-MSP149. Além disso, a imunizagcdo de camundongos com o antigeno
recombinante Hisg-MSP149 foi capaz de induzir altos titulos de anticorpos quando
comparada as demais proteinas (Cunha et al., 2002).

A duragcao da resposta de anticorpos contra P. vivax foi observada durante
curto periodo de tempo apds o tratamento da infeccdo. Esta curta duragcdo da
resposta humoral foi descrita em estudo que analisou a resposta de anticorpos de
individuos infectados por P. vivax contra os antigenos recombinantes contendo as
por¢cdes N- e C- terminal da MSP-1. Os niveis de anticorpos IgG contra a regido C-
terminal foram significativamente mais elevados que contra a por¢cdo N-terminal
durante infecgdo patente, e diminuiram apos o tratamento (Soares et al., 1999b).
Esses resultados sugerem que os niveis de anticorpos diminuem rapidamente apés
o tratamento, o que pode contribuir para o alto risco de re-infecgdo desses
individuos.

Outro estudo observou que a longevidade da resposta de anticorpos foi
mantida por longo periodo de tempo, porém os niveis estavam diminuidos em
relagdo ao periodo da infecgdo. No entanto, os resultados mostraram que os niveis
baixos de anticorpos contra o antigeno MSP14g persistiram por mais de 30 anos, na
auséncia da infecgcdo. Esse longo periodo de tempo foi relacionado a memoaria da
resposta imune humoral, o que possivelmente conferiu o reconhecimento de MSP 149
por anticorpos (Lim et al., 2004). Também foi observado que a prevaléncia de soros
positivos contra o antigeno recombinante foi influenciada pelo numero de episodios
de malaria (Soares et al., 1997). Estes resultados indicam a necessidade de mais
estudos sobre a resposta de anticorpos contra antigenos de P. vivax.
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Varios estudos conduzidos com amostras coletadas em areas de transmissao
de malaria, localizadas na Amazénia tém demonstrado alta antigenicidade da porgéo
C-terminal da MSP1, particularmente dos fragmentos de 42 KDa e 19KDa. Além de
bastante imunogénico, tem sido atribuido ao fragmento de 19 KDa uma participagao
relevante no processo de invasdo das hemacias, durante a fase sanguinea do ciclo
assexuado (Soares et al., 1997, Cunha et al., 2002; Barbedo et al. 2007).

Em um estudo recente, foi determinada a frequéncia de soros positivos em
amostras de individuos infectados por P. vivax, e observou-se que 0S SOros
apresentaram anticorpos que reconheceram a por¢cao C-terminal, a positividade foi
muito alta, alcangando 98% de reconhecimento, e a IgG1 foi o isotipo que estava em
maior concentragado (Mouréo et al., 2012). Portanto, tem sido observado um padrao
semelhante para os estudos desenvolvidos para caracterizar a aquisicdo da
resposta imune humoral contra esse antigeno, em areas onde ha diferentes niveis
de exposicao, considerando a endemicidade da malaria.

Em 2007, Barbedo e colaboradores compararam a resposta de anticorpos a
trés antigenos candidatos a vacina de P. vivax. Para tanto, utilizaram proteinas
recombinantes contendo a PvMSP-49, PvYAMA-1 e PvDBP-RII. Foram analisadas 220
individuos residentes no estado do Parda, e que apresentavam infecgao patente por
P. vivax. A frequéncia de individuos com anticorpos anti-PvMSP-1,9, PvAMA-1, and
PvDBP-RII foi 95%, 72,7% e 44,5%, respectivamente. Esta comparagao mostra que
a MSP14g, foi a mais reconhecida entre as demais, indicando ser este um antigeno
alvo com caracteristicas favoraveis, para conduzir estudos relacionados a aquisigao
e manutengao dos anticorpos, incluindo os estudos relacionado ao desenvolvimento
de vacinas e outros propostos para compreender aspectos da resposta imune e a
epidemiologia.

Na ilha de Cotijuba, localizada no municipio Belém, capital do estado do Para,
na década de 90 ocorria focos transmissdo de malaria por P. vivax, e foi avaliada a
resposta de anticorpos contra a PvMSP-149, comparando a resposta a regido N-
terminal da MSP1 com a porgéao C-terminal (PvMSP149 ) e antigenos do extrato total
das formas sanguinea. A frequéncia total dos individuos com IgG contra estagios
eritrocitarios, PYMSP-149 e regidao N-terminal da MSP1 foi 76,6%, 42,3% e 29,8%,
respectivamente. A frequéncia da resposta a proteina recombinante de PvMSP-149

foi significativamente maior em individuos com histéria recente de malaria (<6
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meses). Os dados obtidos nesse estudo mostraram a alta positividade entre
amostras coletadas de individuos expostos mais recentemente a malaria.

Em 2002, Cunha e colaboradores, baseados na possibilidade da PvMSP-14¢
ser usada como parte da subunidade de vacina contra malaria, compararam as
propriedades imunogénicas da proteina recombinante PvMSP-149 expressa por
diferentes vetores Escherichia coli. Foram usados trés diferentes vetores para
produzir cinco proteinas combinantes representando a PvMSP-149. As proteinas
foram comparadas em termos de reatividade com um painel de soro obtido de
individuos naturalmente expostos ao P. vivax. Entre as proteinas estudadas, a MSP-
119 expressa pelo vetor pET (Hiss-MSP-149) apresentou melhor reconhecimento
pelos anticorpos de individuos expostos ao P. vivax.

No caso da MSP14, também foi proposto o desenvolvimento de teste
sorologico para a confirmacédo da exposicéo, visando caracterizar a detecgao de
produtos da resposta imune contra o parasito (Rodrigues et al., 2003). A prevaléncia
e 0s niveis de anticorpos que reconhecem antigenos de superficie como a MSP-119
tem sido usados como marcador de exposicdo a malaria (Braga et al, 2002;
Rodrigues et al, 2003).

Portanto, varios estudos tém sido realizados como objetivo de caracterizar a
resposta de anticorpos contra antigenos de P. vivax, em popula¢gdes que vivem em
areas com endemicidade variada de malaria, tais como areas da Asia e América do
Sul. Nessas avaliagdes, os antigenos da fase assexuada incluem AMA-1, CSP, e,
principalmente, a MSP1. Nesse contexto, foram realizados estudos que
caracterizaram a resposta imune visando, principalmente, o desenvolvimento de
vacinas. Mas também é importante descrever melhor as questdes relacionadas a
epidemiologia da transmissdo da malaria, incluindo as analises dos dados obtidos
por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA), o método de referéncia na

identificacdo dos marcadores sorolégicos na malaria.

1.3.2 Aplicagao do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para identificar
marcadores sorolégicos na malaria

Analises sorologicas podem ser empregadas para a vigilancia epidemioldgica

da malaria. Nesse caso tem sido amplamente empregado o método de ELISA, um

ensaio imunoenzimatico, colorimétrico, e que permite a andlise de varias amostras,
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produz resultados quantitativos e necessita de pequenas quantidades de
reagentes. Deve-se mencionar que a correlagao entre a pesquisa de antigenos por
ELISA e o diagndstico parasitologico € alta. A concordéncia pode alcangar 93%,
quando comparamos pesquisa de componentes antigénicos com a pesquisa do
parasito inteiro no exame da gota espessa. Porém, a pesquisa por ELISA
apresenta valor preditivo baixo em populagdes com individuos recentemente
expostos e entre os que residem em areas com baixa prevaléncia (Perez & De La
Rosa, 1990). Nesse caso, ha necessidade de melhorar tanto as preparagdes
antigénicas quanto a avaliagdo soroldgica, com base nos parametros utilizados
para validagdo dos ensaios laboratoriais. Nesse contexto, a detecgédo de antigenos
por ELISA pode contribuir, fornecendo um meio de medir a capacidade de detectar
pacientes assintomaticos (Doderer et al., 2007).

No caso da deteccdo de anticorpos por ELISA, a identificacdo de marcador
soroldgico tem sido aplicada nas situagbes que necessitam avaliar o risco de
transmissao entre os individuos expostos. Em um estudo realizado para detectar
anticorpos, utilizando o método de ELISA, que analisou amostras coletadas na
Australia, verificou-se que a estratégia de triagem direcionada, combinada com um
teste de triagem de anticorpos de alta sensibilidade, aumentou a eficacia, quando
usada em um periodo de restricdo de doacdo por quatro meses, aplicada para
doadores que declararam risco de ter contraido malaria (Contreras et al, 2011).

Com base nos resultados obtidos por Imunofluorecéncia indireta (IFA) e

ELISA foi proposta a substituicdo do IFA pelo ELISA, especialmente em bancos de
sangue (Doderer et al., (2007). A sensibilidade apresentada pelo ELISA foi de 84,2%
comparada a 70,5% na IFA. No entanto, investigacdes futuras ainda sdo necessaria
para a avaliagdo analitica desse método, uma vez que, em pacientes com malaria,
foi observado resultados falso-negativos, registrando perda de casos de infecgéo
aguda. Em parte, esse resultado foi atribuido a janela imunoldgica entre a infecgao e
a producgao de anticorpos. Além disso, deve ser ressaltada a alta variagao entre os
lotes de antigenos produzidos contendo formas sanguineas do Plasmodium.

Os ensaios de Imunofluorescéncia Indireta (IFA) e ELISA foram

desenvolvidos para deteccdo de anticorpos contra antigenos dos estagios
sanguineos. O teste de Imunofluorescéncia € usado por ser altamente especifico e o

ELISA por apresentar alta sensibilidade tanto contra antigeno nativo quanto antigeno
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recombinante. Embora, a imunofluorescéncia seja um método demorado e subjetivo
e util em levantamentos epidemioldgicos, na triagem de doadores de sangue em
potencial, e, ocasionalmente, pode fornecer evidéncias de infecc¢cdo recente em
pessoas ndo imunes (Tangpukdee et al., 2009).

O uso do ELISA na triagem de doadores em banco de sangue foi avaliado por
Oh e colaboradores (2008), que relataram baixa sensibilidade (53%), porém a
especificidade foi alta (94%, comparado a gota espessa), utilizando como controles
soros de individuos normais sadios. Tal parametro € um importante ponto para a
avaliagdo do uso e melhoria da padronizagcdo de protocolos de obtencdo de
reagentes e técnicas de diagndstico laboratorial. Neste estudo, a perda de doadores
devido a resultados falso-positivos foi de 5% entre todas as amostras testadas.

Varios estudos utilizaram o ELISA para descrever os marcadores sorolégicos
na malaria. Recentemente, Bousema e colaboradores (2010), avaliaram a resposta
de anticorpos contra P. falciparum e/ou P. vivax por meio de ELISA. As amostras
foram coletadas em papel filtro, foram reconstituidas em tampao fosfato, e foram
testadas na diluicdo 1:1.000 no reconhecimento da proteina recombinantes PIMSP-
119, como antigeno. Enquanto que para o reconhecimento da PfAMA, as amostras
foram testadas na diluicdo 1:2.000. Para antigenos de P. vivax, a dilui¢ao foi 1:1.000
nos testes com as duas proteinas recombinantes (PvMSP-119 € PvAMA-1).

Para estimar os niveis de anticorpos na malaria, a diluicdo seriada e o calculo
do indice de reatividade tém sido empregados. Na avaliagdo da resposta contra
PvAMA-1, Bouillet e colaboradores (2011) utilizaram o ELISA e as amostras foram
testadas em diluicdo seriada de 1:100 a 1:409.600. Em geral, nos trabalhos que
analisaram a aquisi¢ao natural de anticorpos IgG na malaria, em amostras coletadas
no Brasil, utilizaram para a avaliagdo qualitativa a diluicdo 1:100 e na analise
quantitativa os niveis foram estimados por diluigdo seriada ( Soares et al., 1997,
Soares et al.,, 1999, Cunha et al., 2002, Arruda et al., 2007) ou por indice de
reatividade (Barbedo et al., 2007).

Nos estudos propostos para analisar a aquisicdo de anticorpos que
reconhecem proteinas recombinantes de P. vivax, o ensaio mais utilizado é o ELISA,
utilizando as proteinas recombinantes como antigenos (MSP-19, AMA-1, DBP).
Porém, a analise dos dados gerados nesse ensaio pode variar conforme a diluigao

dos soros, o protocolo selecionado para estimar os niveis de anticorpos. Assim, a
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aplicacdo do ELISA para descrever aspectos epidemiolégicos € o método mais
utilizado, devido a praticidade e a possibilidade de obter antigenos recombinantes.
Entretanto, as possiveis variagdes decorrentes da analise dos dados ainda nao
foram suficientemente reavaliadas. Neste estudo, estamos propondo realizar
analises descritivas e comparagdes, visando validar a comparagao dos resultados
obtidos por meio desse ensaio imunoldgico, com aplicagdo tanto para pesquisa
basica quanto para agdes relacionadas a vigilancia epidemiolégica na malaria

humana.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral

Gerar protocolos de analise de dados relacionados a aquisi¢gao de anticorpos IgG na

malaria causada por Plasmodium vivax

1.4.2 Objetivos especificos

1. Comparar os valores de densidade otica obtidos no reconhecimento de antigeno
recombinante (HissMSP149) por soros de individuos infectados e expostos a malaria

causada por P. vivax.

2. Determinar valores de limiar de positividade e validar a sua aplicagao em ensaios

soroldgicos aplicados para pesquisa de anticorpos IgG anti-MSP1 1.

3. Comparar duas analises utilizadas para estimar os niveis de anticorpos 1gG; a
titulacéo por diluicdo seriada e o indice de reatividade.

4. Determinar os parametros de validagdo do ensaio para pesquisa de anticorpos
por ensaio imunoenzimatico (ELISA) em comparagdo com a pesquisa de

Plasmodium no exame da Gota espessa.

by

5. Validar analises complementares relacionadas a aplicagdo da sorologia para

identificar marcadores soroldgicos que indicam exposigao prévia a malaria
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO E AREA DE ESTUDO

O estudo é do tipo transversal. As amostras analisadas foram coletadas no
municipio de Goianésia do Para (03°50'33"S; 49°05'49"W), que esta localizado na
mesorregido do sudeste paraense, localizada a 274 Km da capital do Estado do
Para. A populagao estimada em 2013 foi de 36.500 habitantes, com base nos dados
do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). O clima é tropical semi-
umido, apresentando temperatura média de 26,4°C, com maxima de 32,0°C e
minima de 22,7°C. A umidade relativa do ar € elevada e o indice pluviométrico anual
estimado é de 2000 mm. Em 2009, o municipio de Goianésia do Para foi incluido

entre os cinco municipios com alto risco de transmissdo de malaria no Brasil.

2.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas durante as ag¢des de atendimento
médico, no ambito das atividades do projeto de pesquisa, Rede Paraense de Malaria
(CNPqg/Processo 555654/2009-5). A populagdo foi esclarecida sobre o trabalho,
durante apresentacao de palestras sobre a transmissdo da malaria. Foram coletadas
464 amostras de individuos adultos de ambos os sexos.

Para a realizagao da sorologia foram coletados 5 mL de sangue de cada
individuo em tubos a vacuo e sem anticoagulante, que ficou a temperatura ambiente
até a separagdo do soro. As amostras foram mantidas a -20°C até o momento da
pesquisa de anticorpos. A pesquisa de anticorpos foi realizada por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA).

No momento da coleta, foi preparada a lamina para a realizagdo da pesquisa
de parasitos pelo exame da gota espessa e, no momento do atendimento, foram
solicitados dados como, idade, sexo, numero de episddios prévios de malaria e
periodo de residéncia na area. Foram incluidos no estudo todos os individuos com
idade acima de um ano e que concordarem em participar, por manifestagcéo propria
ou do responsavel, e foram excluidos os que relataram apresentar outras doencas

infecciosas.
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2.3 DIAGNOSTICO PARASITOSCOPICO POR GOTA ESPESSA

O diagnéstico para pesquisa de Plasmodium foi realizado por técnicos
especializados da Universidade Federal do Para e do Instituto Evandro Chagas que
realizaram o exame parasitoscopico pela técnica da gota espessa. Uma amostra de
sangue foi obtida diretamente pela puncdo da polpa digital, apos assepsia, e
utilizando lanceta estéril. A primeira gota de sangue foi removida com algodao seco.
Comprimindo o dedo suavemente, foi obtida outra gota de sangue com aspecto
esférico sobre a pele seca.

A face limpa da lamina foi colocada, entdo, em contato com a gota,
mas sem tocar a pele do paciente. Com o auxilio de outra Iamina, o sangue foi
espalhado, formando um reténgulo. A preparagao foi corada pelo Método de Walker,
utilizando-se o corante Giemsa. A leitura foi realizada em microscopio optico,
examinando a preparagao sob 6leo de imersdo com aumento de 1000X e foi
determinado o nimero de parasitos por mm? de sangue. Para tanto, foi utilizado o
método de avaliagdo quantitativa pela contagem de 100 campos microscépicos. O
volume de sangue estimado nesta area equivale a 0,2 microlitros de sangue. Para
calcular o numero de parasitos no volume de 1,0 microlitro, 0 numero encontrado na
leitura de 100 campos foi multiplicado por 5, calculando, assim, o numero de
parasitas por mm® de sangue, sendo expresso o resultado da parasitemia por

microlitro de sangue.

2.4 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE Hisg-MSP1; CONTENDO
ANTIGENO DE P. vivax

A proteina recombinante Hisg-MSP19 foi purificada de bactéria E.coli cepa
Bl121 transformada com o plasmideo pET14b-MSP149. As bactérias foram cultivadas
em 10 mL de meio LB-ampicilina, a 37°C sob agitagdo constante (250 rpm). Apoés
16-18 horas, a cultura saturada de bactérias foi adicionada a 100 mL de meio LB-
amp e incubada a 37°C sob agitagdo constante. Ao atingir uma DOgg entre 0,6 e
0,8 foi adicionado IPTG (Isopropil-b-D-Thiogalactopyranoside), na concentragcéao de
0,01 mM, e a cultura foi mantida a 30°C sob agitagdo constante (250 rpm) por 16
horas. As bactérias foram centrifugadas a 4500g por 15 minutos a 4°C. O sedimento
de bactérias foi re-resuspenso em 5 mL do tampéo de sonicagado (NaH,PO4 50 mM,
NaCl 120 mM, PMSF (Fluoreto de phenilmetilsulfonila) 1 mM, pH 7,0. As bactérias
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foram lisadas pela acdo desse tampao. Apos essa etapa, o lisado bacteriano foi
centrifugado a 12000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi incubado sob
agitacdo em gelo com resina de niquel (ni®-NTA-agarose, Amersham). Apds 1
hora, a resina foi aplicada em coluna para lavagem com o tampao de sonicagao,
seguida de tampao de lavagem (NaH,PO, 57 mM, NaCl 128 mM, glicerina 10%, pH
6,0). As proteinas que se ligarem a coluna foram eluidas com tamp&o de lavagem
contendo imidazol 0,5 M (Sigma) pH 6,0. O material eluido foi dialisado contra Tris-
HCI 20 mM, pH 8, e, mantido a -20°C (Cunha, 2002).

Na etapa seguinte, a proteina recombinante Hiss-MSP149 foi purificada por
cromatografia de troca ibnica em coluna Mono Q (Pharmacia), equilibrada com Tris-
HClI 20 mM, pH 8,0, acoplada a sistema de FPLC, “Fast Protein Liquid
Chromatography”. As proteinas foram eluidas por um gradiente linear de 0 a 1 M
NaCl neste mesmo tampao. As fragcdes coletadas foram analisadas em SDS-PAGE.
Apos a didlise contra PBS, a concentragcao de proteina foi determinada. A etapa de
purificacdo que utiliza o sistema FPLC, foi realizado no laboratério da Dra. Irene

Soares, na Universidade de Sao Paulo.

2.5 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA DETECCAO DE ANTICORPOS
IgG QUE RECONHECEM A PROTEINA RECOMBINANTE Hisg-MSP 149 DE P. vivax

Os anticorpos 1gG anti-MSP149 foram detectados por ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), conforme descrito por Cunha e colaboradores (2002),
utilizando como antigeno a proteina recombinante Hisg-MSP149 contendo os
peptideos 1616-1704 da MSP1 (Cepa Belém) de P. vivax.

A concentragao da proteina recombinante MSP1 g 1 ajustada para 2 ug/mL
em tampao carbonato 0,05 M pH 9,6. Em seguida, 50 uL por pogo foram
adicionados a placas de 96 pogos (Costar). Apos incubagdo durante a noite a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas com PBS-Tween 0,05% e
bloqueadas com PBS-leite 5% por 3 horas a 37°C. As amostras foram diluidas 1:100
e 1:1000 na solugdo de PBS-leite 5% e 50 uL de cada amostra foram adicionados
por pocgo, em duplicata. Apds incubacao durante a noite a temperatura ambiente, as
placas foram lavadas e adicionados 50 ulL/po¢o de uma solugdao contendo IgG de
cabra anti-lgG humano conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:10.000 em solugéo

PBS-leite 5%.
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Apods 2 horas, a reagao enzimatica foi revelada pela adigao de 1 mg/mL de o-
fenilenodiamina (OPD, Sigma) diluido em tamp&o fosfato-citrato pH 5,0 contendo
0,03% (v/v) de peroxido de hidrogénio. A reacdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de 25 uL de uma solugado contendo H,SO4 4N. A densidade 6ptica (DO) foi
determinada em um leitor de placas de ELISA (Bio TeK) usando comprimento de
onda de 490 nm (DO4g).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em tabelas de contingéncia e a analise
estatistica foi realizada no programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007) e Excel. Para
comparar os dados de densidade 6ptica (DO) foi utilizado o teste para determinara o
coeficiente de variagdo ou a comparg¢ao das medias. O calculo do valor de cut-off foi
obtido com base nas equagbdes do Biostat cutt-off e as frequéncias de positivos
foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado.

A analise de correlacdo dos valores obtidos nas duas diluicdes testadas foi
realizada pelo teste de Spearman. A comparacdo dos valores obtidos na
quantificacdo dos anticorpos foi realizada pelo teste de Kruskal-wallis; apdés
transformacao dos valores obtidos na diluigdo seriada para escala logaritimica. Os
parametros soroldgicos (sensibilidade, especificidade, replicabilidade e acuracia),
foram calculados com base no padrdo ouro, a gota espessa, aplicando o teste do
crivo. Para todas as analises foi estabelecido nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

2.7 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo é parte do projeto de pesquisa “Rede Paraense de
maléria”, submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Evandro Chagas (Anexo 1), conforme a resolugao 196/1996, do Conselho Nacional
de Saude, que trata das diretrizes e normas regulamentares da pesquisa envolvendo
seres humanos. Os individuos que concordaram em participar da pesquisa, no
momento da coleta receberam informag¢des sobre os objetivos do trabalho, riscos e
beneficios (Anexo Il). Em seguida, foi apresentado o termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo lll) que foi assinado por cada participante. As informagdes foram

coletadas em uma ficha epidemioldgica (Anexo IV).
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3. RESULTADOS

3.1. Aplicagao do ensaio imunoenzimatico (ELISA) na detecg¢ao de anticorpos
IgG para avaliar o reconhecimento de antigeno recombinante (PvMSP14) na

malaria humana

Com a finalidade de estabelecer analises comparativas relacionadas ao
ensaio laboratorial, incluindo a realizagdo da técnica e a analise dos valores de
densidade optica (DO) obtidos na leitura do ensaio de ELISA, a pesquisa de
anticorpos da classe IgG foi realizada em 544 amostras de soro. Dessas amostras,
80 soros foram coletados de individuos infectados por P. vivax, com diagnostico
clinico de malaria e exame parasitoscopico positivo, realizado pelo exame da gota
espessa, e 464 foram coletados de individuos expostos ao risco de adquirir malaria,
0s quais residiam em localidades do municipio de Goianésia do Para, area com
registro de transmissdo de malaria. No grupo exposto, 15 individuos apresentaram
gota espessa positiva. Essas amostras foram excluidas dessa analise, assim, esse
grupo foi constituido por 449 individuos n&o infectados com P. vivax. Para
estabelecer o valor do ponto de corte (cut-off), foram analisadas 50 amostras de
soros de individuos sadios.

Inicialmente, as amostras de soro foram testadas em duas dilui¢gdes, 1/100 e
1/1000. Os dados obtidos foram analisados por comparacdes dos valores de DO,
que correspondem a absorvancia quantificada no comprimento de onda de 490
nandémetros (DO4g0). Posteriormente, com base nos valores de ponto de corte,
determinamos a frequéncia de soros positivos.

A analise da distribuicdo dos valores de DO mostrou que, nos dois grupos de
individuos, quando as amostras foram testadas na diluicado 1/100, os valores de DO
nao apresentaram distribuicdo normal (p<0,01). Na diluicdo 1/1000, os valores
apresentaram distribuigdo normal somente para o grupo infectado (p>0,05). Na
figura 1, podemos observar a analise descritiva dos valores de DO. A comparagao
das médias mostrou que houve diferenga nos valores obtidos na diluicdo 1/100 e
1/1000. Nos dois grupos essa diferenga foi significativa tanto na comparacgao entre
1/100 e 1/1000 (p<0,0001). (Tabela 1).
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A analise estatistica foi realizada pela determinagdo do coeficiente de
variagdo. Nos dois grupos, essa analise mostrou que 1/100 apresentou maior

variagdo em comparagao com 1/1000.

Grupo Infectados Grupa Exposto
Valor de D0 490

110 17100 1100 1/1000

Figura 1: Comparacédo da distribuicdo dos valores de densidade optica (DO) nos
grupos infectado e exposto. A analise descritiva dos valores de DO nos grupos
infectado (N=80) e Exposto (N=449) foi realizada com os dados obtidos na avaliagao
da resposta de anticorpos IgG adquirida naturalmente. A pesquisa de anticorpo foi
realizada por ELISA, utilizando como antigeno a proteina recombinante
PvHissMSP149. As amostras de soros foram testadas em duplicatas nas dilui¢cdes
1/100 e 1/1000.

Tabela 1: Comparacéao da distribuigdo dos valores de densidade optica nos grupos

infectado e exposto

Analise Infectado Exposto
Diluicdo da amostra 1/100 1/1000 1/100 1/1000
Tamanho das amostras 80 80 449 449
Médias 2,5552 1,5458 1,0723 0,3455
Desvios padroes 1,0044 1,1702 0,9443 0,553
Coeficiente de variagao 0,3931 0,757 0,8806 1,6007
Z= 4,3644 6,0834
p= < 0,0001 < 0,0001

A comparagcao foi realizada pela analise do coeficiente de variagéao
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A analise de correlacdo dos valores de DO obtidos nas diluicdes 1/100 e
1/1000 mostrou que, nos dois grupos, a correlacdo foi semelhante. Na primeira
comparagao, a maior diluicdo foi fixada como a variavel dependente. Essa analise
mostrou que houve uma correlagao positiva entre as diluigdes (Figura 2). A analise
estatistica dos dados do grupo infectado forneceu o valor de R?*= 0,6050, 1C95%
(0,67 — 0,85), p< 0,001 e para o grupo exposto o valor de R?>= 0,6317, 1C95% (0,76 —
0,83), p< 0,001. Portanto, podemos observar que mesmo apresentando uma boa
correlagao, houve diferenga significativa nos valores obtidos tanto na situacéo de
infeccdo patente quanto nos individuos ndo infectados.

Também realizamos a analise de correlacdo estabelecendo a diluicao 1/100
como a variavel dependente. Nesse caso, observamos que os valores no grupo
infectado tendem a assumir uma distribuicdo mais ajustada. Enquanto que no grupo
exposto, observamos uma maior dispersao dos valores de DO, sendo mais evidente

nos valores maiores que 1,0. (Figura 3).

Grupo Infectado Grupo Exposto

4 R?= 0,605 a - R%=0,6317
— 3 -
Qo =]
L= (=]
o 2 =]
) )
~ <
= =
o} o}
=} o

DO (1/100) ' DO (1/100)

Figura 2: Analise de correlagéo dos valores de DO obtidos nos grupos infectado
(N=80) e Exposto (N=449). A variavel dependente foi a maior diluicdo utilizada
para testar as amostra (1/1000). A pesquisa de anticorpo foi realizada por

ELISA. A leitura das placas foi realizada com filtro de 490nm.

22



Grupo Infectado Grupo Exposto

oD 1/100
1/100

OD 1/1000 1/1000

Figura 3: Analise de correlagdo dos valores de DO obtidos nos grupos infectado
(N=80) e exposto (N=449). A variavel dependente foi a menor diluicdo utilizada para
testar as amostras (1/100). A pesquisa de anticorpo foi realizada por ELISA. A leitura

das placas foi realizada com filtro de 490nm.

Considerando que nos dois grupos, quando as amostras foram testadas
na diluicdo 1/100, os valores de DO nao apresentaram distribuigdo normal, também
analisamos a correlagcdo pelo teste de Spearman, e observamos que os valores
apresentaram-se correlacionados. Essa analise confirmou a correlagao positiva tanto
no grupo infectado (R=0,8957, p<0,0001); quanto no exposto (R=0,925 e p<0,0001).

Com a finalidade de validar trés variagbes empregadas para estimar o valor
do ponto de corte a ser utilizado no teste, calculamos o valor de acordo com
variagdes na composicdo da amostra e na equacgao utilizada para o calculo. Para
isso, determinamos o ponto de corte com base nos valores de DO obtidos com trés
grupos de individuos; grupo de individuos sadios (N=52); um grupo misto com
individuos doentes e sadios (N=132, sendo 80 infectados + 52 sadios) e um grupo
maior com individuos doentes e sadios (N=544, sendo 80 infectados + 449 do grupo
exposto). No grupo de individuos sadios, utilizamos para o calculo uma férmula,
padronizada e amplamente empregada, baseada na média e desvio padrdo (Média
+ 3DP). Nos grupos que incluiram doentes e sadios, utilizamos as equagbes do
programa Biostat (Ayres et al., 2007). Os valores variaram de acordo com o calculo,
o grupo de amostras e a diluicdo do soro. Na diluicdo 1/100, os valores obtidos
foram 0,463, 0,965 e 2,164; e na diluicdo 1/1000, os valores foram 0,236, 0,177 e

0,510. (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores do ponto de corte obtido nas trés metodologias selecionadas para

determinar a positividade no ensaio de ELISA

Amostras Calculo utilizado Valor do ponto de corte
selecionadas sensibilidade e especificidade

Diluicdo da amostra | - 1/100 1/1000

Individuos sadios Média + 3DP 0,463 0,236

(OD > 0,350; 1/100
N=31; 1/1000 N=50)

Individuos infectados 1- Sensibilid 0,965 0,177
e sadios (N=132) ade Sen. 87,5% Sen. 85,0%
Esp. 92,3% Esp. =90,4%
Individuos infectados 1- Sensibilid 2,164 0,510
e expostos (N=544) ade Sen. 75,0% Sen. 71,3%

Esp. 84,7% Esp. 81,5%

DP - Desvio padrao, Sen - Sensibilidade, Esp — Especificidade.

3.2. Anadlise comparativa dos valores do ponto de corte para determinar a
percentagem de soros positivos nos grupos infectado e exposto
ApOs estabelecer os valores do ponto de corte, analisamos a positividade e
comparamos as frequéncias de soro que reconheceram a proteina recombinante
(Tabela 3 e Tabela 4). Essas comparagdes mostraram que, aplicando qualquer um
dos valores obtidos para o ponto de corte, houve diferenga significativa na
frequéncia de positivos entre o grupo infectado e o exposto (p<0,0001). Essa
diferenga foi observada nas duas diluigdes testadas. Portanto, quando as amostras
foram testadas nas diluigdes 1/100 ou 1/1000, o resultado alcangado foi semelhante.
Também realizamos comparagao por grupo, considerando os positivos de acordo
com o ponto de corte selecionado. Nesse caso, observamos que as porcentagens
variaram de acordo com os trés valores, que determinaram o limiar de positividade.
No grupo infectado, houve diferenga significativa apenas nas frequéncias
determinadas na diluigdo na diluicdo 1/100 (p=0,0008), 1/1000 (p=0,0798). Enquanto
gue no grupo exposto, a diferenga foi significativa nas duas dilui¢des (p<0,0001).
Os resultados obtidos confirmaram a alta imunogenicidade desse antigeno
das formas assexuadas de P. vivax. Tanto na diluicdo 1/100 quanto na 1/1000,
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observamos diferenga significativa na frequéncia de positivos no grupo infectado e

exposto. No grupo infectado, a porcentagem de positivos detectados na diluicdo

1/100 variou de 73,75% a 95,0%, de acordo com o ponto de corte utilizado. Na

diluicdo 1/1000 variou de 70,0% a 83,75%. No grupo exposto, a porcentagem de
positivos variou de 14,48% a 62,81%, na diluicdo 1/100. Na diluicdo 1/1000 variou

de 17,59% a 34,74%.

Tabela 3: Frequéncias de amostras positivas na diluicdo 1:100

Valor do ponto
de corte (cut-off)

% positivos (n/N) na Diluicdo 1:100

Intervalo de Confianga (1Cgs)

Grupo Infectado

Grupo Exposto

95,0% (76/80)

62,81% (282/449)

0,463 ICos: 88,8 - 97,5 ICos: 57,9 - 66,6
86,25% (69/80) 42,32% (190/449)

0,965 ICos: 80,0 - 91,3 ICos: 37,6 - 45,9
73,75% (59/80) 14,48% (65/449)

2,164 ICos: 67,5 - 80,0 ICos: 10,9 - 17,4

Grupo infectado x Grupo exposto: (cut-off= 0,463 (XZ = 32,170, p<0,0001); cut-off= 0,965 (XZ = 52,448,
p<0,0001); cut-off= 2,164 (X2 = 132,934, p<0,0001). Grupo infectado cut-off= 0,463 x 0,965 x 2,164 (X2 =
14,314, p=0,0008). Grupo exposto cut-off= 0,463 x 0,965 x 2,164 (X2 = 218,579, p<0,0001).

Tabela 4: Frequéncias de amostras positivas na diluicdo 1:1000

Valor do ponto
de corte (cut-off)

% positivos (n/N) na Diluicdo 1:1000

Intervalo de Confianga (ICgs)

Grupo Infectado

Grupo Exposto

0,236 81,25% (65/80) 34,74% (156/449)
ICqs: 75,0 - 83,8 ICgs: 31,0 - 38,3

0,177 83,75% (67/80) 42,32% (189/449)
ICos: 77,5 - 91,3 ICqs: 37,9 - 45,7

0,510 70,0% (56/80) 17,59% (79/449)
ICgs: 60,0 - 73,8 ICqs: 14,0 - 18,55

Grupo infectado x Grupo exposto: (cut-off= 0,236 (XZ = 60,377, p<0,0001); cut-off= 0,177 (XZ = 47,180,
p<0,0001); cut-off= 0,510 (X2 = 98,110, p<0,0001). Grupo infectado cut-off= 0,236 x 0,177 x 0,510 (X2 =
5,057, p=0,0798). Grupo exposto cut-off= 0,236 x 0,177 x 0,510 (X2 = 65,803, p<0,0001).
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3.3. Comparacao da anadlise aplicada para estimar a concentracao de
anticorpos IgG adquiridos por infecgao ou exposig¢ao natural ao P. vivax

Nesta analise, foram consideradas positivas no ELISA as amostras que
apresentaram densidade optica (DO490) maior que o valor do ponto de corte (cut-off),
estabelecido pela média das DO dos soros dos individuos sem histdria clinica de
malaria, acrescida de trés desvios padrdes. A concentragao foi estimada por diluicao
seriada para determinacgéao do titulo (o inverso da maior diluigdo positiva). Os valores
dos titulos foram analisados apos transformacao para escala logaritimica (Log10). O
indice de reatividade (IR) para estimar a concentragdo foi determinado pela raz&o
entre o valor da DO da amostra testada na diluicado 1/100 e o valor da DO do ponto
de corte (cut off = 0.463). Na Figura 4, podemos observar que a média do indice de
reatividade foi maior que a média da estimativa de concentracdo estabelecida por
diluicdo seriada (Tabela 5). Porém, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (H=2,0369; p=0,1535).

Estimativa da concentragdo Miveis sércos de oG
de anticorpos [Lag e IR]

10

8

E |
g
B

Tindacdo Seriada indice de Reatividade

1

Figura 4: Comparacgéo da analise aplicada para estimar os niveis de anticorpos IgG
séricos anti-MSP149. Foram analisadas 190 amostras do grupo exposto, positivas
para a pesquisa de anticorpos IgG. A concentracao foi analisada pelo método semi-
quantitativo para estimar a concentragao de anticorpos IgG especificos por diluicao
seriada do soro (titulagdo) e pela determinagcdo do valor do indice de reatividade
(IR); obtido pela razdo DO amostra/DO cut-off.
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Tabela 5: Analise estatistica para comparar os valores obtidos na determinacéo da

concentracgao sérica dos anticorpos IgG anti-MSP 119 de Plasmodium vivax

Método para estimar os
niveis séricos de IgG Média Desvio padrao Min. - Max
Diluicao seriada 3,044 0,729 2,0-5,612
Indice de Reatividade 3,709 2,041 1,0 - 7,305

Comparacéo pelo teste de Kruskal-wallis; H=2,0369; p=0,1535

3.4. Anadlise dos dados obtidos na deteccao de anticorpos IgG por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e o diagnéstico padrao ouro pelo exame da gota
espessa para a pesquisa de Plasmodium sp

Nesta analise, as amostras positivas na sorologia foram determinadas com os
valores do ponto de corte de 0,463 e 0,236, para as diluigdes da amostra de 1/100 e
1/1000, respectivamente. Inicialmente, comparamos os resultados positivos e
negativos, em cada grupo, para determinar a concordancia e o valor obtido no teste
Kappa, e, com base nesse valor, definir a conclusao da replicabilidade do ensaio. Na
tabela 6, podemos observar que no grupo infectado a replicabilidade do ensaio foi
fraca, porém no grupo exposto a replicabilidade foi boa.

Com a finalidade de comparar a resposta de anticorpo e a pesquisa do
parasito, foram analisados os resultados no ensaio sorolégico e na gota espessa
(Tabela 7). As amostras positivas e negativas na pesquisa de Plasmodium pela gota
espessa foram comparadas com a sorologia, realizada com as duas dilui¢des.

Na diluicado de 1/100 e 1/1000, observamos que 238 e 158 amostras foram
positivas na sorologia e negativas na pesquisa do parasito, respectivamente. Esta
comparagao mostrou que, nas duas dilui¢gdes, a replicabilidade foi fraca, quando
comparamos O ensaio para pesquisa de anticorpos IgG e o método padrdo ouro

para pesquisa do parasito. Também realizamos a comparagao da sorologia pelo
teste do crivo/curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Na figura 5,

observamos que o ponto que representa a diluicdo 1/1000 esta mais préxima do eixo
y, indicando que nessa condicdo o0 ensaio apresenta a melhor combinacdo de

especificidade e sensibilidade.
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Tabela 6: Comparagéo dos resultados da sorologia para avaliar a replicabilidade do
ensaio nos grupos infectados e expostos

Resultado da sorologia GRUPOS Total
Infectado Exposto
Positivo 1/100 e Positivo 1/1000 65 157 222
Positivo 1/100 e Negativo 1/1000 11 126 137
Negativo 1/100 e Positivo 1/1000 0 1 1
Negativo 1/100 e Negativo 1/1000 4 165 169
Total 80 449

Total de amostras da analise 529 (80 + 449). Comparagdo no Grupo Infectado:
Concordancia = 0,8625; Kappa=0,3714; Conclusdao da replicabilidade: Fraca.
Comparacao no Grupo Exposto: Concordancia = 0,7124; Kappa=0,4637; Conclusao

da replicabilidade: Boa.

Tabela 7: Comparagao dos resultados da sorologia e da gota espessa para avaliar a

replicabilidade do ensaio nos grupos infectados e expostos

Resultados SOROLOGIA Total
Gota espessa e ELISA 1/100 1000
Positivo GE e Positivo ELISA 75 65 140
Positivo GE e Negativo ELISA 4 15 19
Negativo GE e Positivo ELISA 283 158 441
Negativo GE e Negativo ELISA 166 291 457
Total 529 529

GE — Gota espessa. ELISA — Ensaio imunoenzimatico. Total de amostras da analise
529 (80 + 449). Comparacdo GE x ELISA 1/100 - Sensibilidade: 95,0%,
Especificidade: 36,97%, Concordancia: 0,4575; Kappa: 0,1314; Conclusdo da
replicabilidade: FRACA. Comparagcdo Comparacao GE x ELISA 1/1000 -
Sensibilidade: 81,01%, Especificidade: 64,81%, Concordancia: 0,6730; Kappa:
0,2656; Conclusao da replicabilidade: FRACA.
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Tabela 8: Resultado da pesquisa de antigeno (GE) e anticorpo (ELISA)

Grupo infectado Total Grupo exposto Tota

Testes Positivo | Negativo Positivo | Negativo I
Gota espessa 80 0 80 15 449 464
Sorologia 1:100 76 4 80 294 170 464
Sorologia 1:1000 | 65 15 80 167 297 464

Total = 80 + 464 = 544. No grupo exposto, foram incluidas 15 amostras que

apresentaram GE positiva.

3.5. Aplicagcao dos marcadores sorolégicos para monitorar a exposi¢ao a
malaria.

A descricdo de aspectos epidemioldgicos e imunoldgicos relacionados a
resposta imune humoral na malaria tem por finalidade identificar marcadores de
exposicao, no contexto da epidemiologia da transmissdo da malaria. Para tanto,
analisamos a frequéncia de soros positivos e trés variaveis que podem indicar
exposicao a malaria; a idade, o numero de episddios prévios de malaria e o tempo

de residéncia na area endémica de malaria.

A frequéncia de soros que apresentaram anticorpos IgG especificos contra a
HissMSP19 foi analisada por faixa etaria. Na tabela 9, observamos que nas cinco

faixas analisadas a frequéncia de positivos variou entre 33,35% e 39,1%. Os valores
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percentuais foram semelhantes, ndo havendo diferenga significativa nos diferentes
grupos etarios (X’ 1,038: p= 0,9039). Nesta analise foram incluidos 464
participantes, com idade entre 3 e 74 anos; a média da idade de todos os

participantes foi 32,2 anos (Desvio padrao = 17,3 anos).

O numero de episédio pode influenciar na aquisicdo e manutencdo dos
anticorpos. Nessa analise, foram agrupados os individuos que relataram nunca
terem tido malaria e os que relataram um, dois, trés e quatro ou mais episddios
(Tabela 10). No grupo que relatou nunca ter tido malaria, a porcentagem de soros
positivos foi 17,2%. No grupo que relatou exposi¢ao prévia a malaria, a porcentagem
de individuos que apresentaram soros positivos variou de 40,4% a 41,3%, sendo
que a menor porcentagem foi observada no grupo que relatou ter tido um episddio
de malaria e a maior porcentagem de positivos foi observada no grupo que relatou

ter tido quatro ou mais episodios.

A comparagdo entre todos os grupos mostrou diferenga estatistica
significativa entre o grupo que relatou nunca ter sido exposto a malaria e os demais
grupos, os quais relataram de um a quatro episodios prévios de malaria (X°= 19,275;
p=0,0007).

Outra variavel analisada foi a informacdo acerca do tempo que cada
participante residia na localidade, onde as amostras foram coletadas. Essas
informagdes foram agrupadas em periodos que variaram de menos de um ano a
mais de cinco anos (Tabela 11). O grupo que relatou residir ha mais de cinco anos
na area apresentou a maior frequéncia de soros positivos (91,7%), enquanto que no
grupo de individuos que relatou residir a menos de um ano apresentou a menor
frequéncia (32,4%). Nos demais grupos, a frequéncia de soros positivos foi
semelhante, sendo 46,2% (1-2 anos) e 38,3% (3 - 4 anos).

A comparagdo entre todos os grupos mostrou que houve diferenga
estatisticamente significativa, os grupos que relataram residirem ha menos de cinco
anos apresentaram porcentagem menor que o grupo dos que residiam ha mais de

cinco anos apresentaram (X°= 102,950; p < 0,0001).
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Tabela 9: Porcentagem de soros que apresentaram anticorpos IgG que

reconheceram a proteina recombinante HisgMSP1 9 distribuida por faixa etaria

Idade (anos) % de soros positivos*® IC 95%
<15 35,1 (40/114) 24,6 -43,0
16 - 25 33,3 (21/63) 19,1-41,3
26 - 35 33,7 (32/95) 20,0-37,9
36 - 45 37,7 (29/77) 27,3 -46,8
> 46 39,1 (45/115) 21,3-47,0

* Diluigéo do soro: 1:1000. Qui-Quadrado = 1,038; p=0,9039

Tabela 10: Porcentagem de soros que apresentaram anticorpos 1gG que
reconheceram a proteina recombinante HissMSP149 distribuida de acordo com o

numero de episddios de malaria

No de Episodios % de soros positivos* IC 95%
0 17,2 (17/99) 10,1-21,2
1 40,7 (22/54) 29,6 - 48,2
2 40,4 (19/47) 31,9-447
3 41,0 (16/39) 30,8-51,3
>4 41,3 (92/223) 35,9 -46,6

* Diluigéo do soro: 1:1000; Qui-Quadrado = 19,275; p=0,0007

Tabela 11: Porcentagem de soros que apresentaram anticorpos 1gG que

reconheceram a proteina recombinante HissMSP149 distribuida de acordo com o

tempo de residéncia nas localidades do municipio de Goianésia do Para

Tempo de % de soros positivos™ IC 95%
residéncia em
anos (anos)
<1 32,4 (11/34) 20,6 -41,2
- 46,2 (43/93) 36,6 - 52,7
3-4 38,3 (51/133) 30,1-45,1
>5 91,7 (132/144) 87,5-93,8

* Diluigao do soro:

1:1000; Qui-Quadrado = 102,950; p<0,0001
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4. DISCUSSAO

Neste estudo analisamos os dados obtidos no ensaio imunoenzimatico
(ELISA), utilizado na pesquisa qualitativa e quantitativa de anticorpos, para avaliar o
reconhecimento da proteina recombinante HissMSP149, contendo a porgao
C-terminal da MSP1 de P. vivax, por soros de individuos que residem em area
endémica de malaria. A area de estudo foi 0 municipio de Goianésia do Para, Para,
e foram analisadas amostras de individuos infectados e nao infectados, com base no
resultado da pesquisa de Plasmodium, pelo exame da gota espessa.

Inicialmente, realizamos analise comparativas dos valores obtidos na leitura
da densidade Ooptica (DO), com a finalidade de avaliar as possibilidades
apresentadas na literatura, para determinar o valor do ponto de corte (cut-off), e,
assim, classificar os individuos em resultado positivo ou negativo, na pesquisa de
anticorpos IgG anti-MSP149. Os valores obtidos foram utilizados para determinar as
frequéncias de soros positivos, e, em seguida, realizar as comparagdes entre 0s
grupos de individuos (infectados e expostos) e comparagées no mesmo grupo, com
base no resultado qualitativo do ensaio de ELISA. Também analisamos as duas
formas descritas na literatura, aplicadas para estimar a concentragao dos anticorpos,
fornecendo resultados quantitativos.

Posteriormente, utilizamos os dados dessa fase inicial, para selecionar o valor
do ponto de corte e a diluigho da amostra, e realizamos um estudo de
soroepidemiologia, com a finalidade de avaliar o grau de exposi¢cdo a malaria,
utilizando os anticorpos IgG como biomarcador para monitorar a intensidade da
transmissdao da malaria, em areas endémicas, como proposto por Cunha e
colaboradores (2014).

Os resultados obtidos na primeira parte desse estudo, quando analisamos os
procedimentos relacionados ao protocolo do ensaio de ELISA (diluicdo da amostra)
e a analise dos dados de DO, mostraram que houve variacdo entre os valores do
ponto de corte. Na diluicdo 1/100 o valor minimo foi 0,463 e o maximo foi 2,164. Na
diluicdo 1/1000 o valor minimo foi 0,177 e o maximo 0,510. Até o presente momento,
nao encontramos na literatura dados relacionadas a esse tipo de comparacéo,
baseada em diferentes valores de ponto de corte, obtido com grupos selecionados.
Tais grupos foram compostos com amostras de individuos sadios ou sadios e

doentes. Outra possibilidade para definir o ponto de corte € por um mix-model.
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Nesse caso, considera-se a concentragdo dos anticorpos por faixa etaria (Vyse et
al., 2006, Rota et al., 2008). Essa analise é mais complexa e n&o foi incluida nessa
etapa do estudo. Dever ser enfatizado que, essa analise é relevante uma vez
existem diferentes formas de calcular esses valores. Além disso, parte dos estudos
de sorologia em malaria, analisam as amostras diluidas 1/100, incluindo quase a
totalidade dos estudos realizados no Brasil, enquanto que nos estudos realizados na
Europa e Asia, utilizam tanto 1/100 e quanto 1/1000 (Bosuema et al., 2010, Dacuma
et al, 2012).

A frequéncia de individuos infectados que apresentaram IgG anti-MSP14g foi
similar para ambas as diluigdes, apesar de se observar frequéncia um pouco maior
quando as amostras sao diluidas 1/100, esta diferenga nao foi significativa. Porém a
proporg¢ao de individuos expostos, quando as amostras foram testadas na diluigao
1/1000 foi significativamente menor comparado a propor¢ao de positivos detectados
na diluicdo 1/100, sendo a positividade calculada com o valor do ponto de corte
utilizado mais frequentemente nos estudos sorolégicos na malaria humana
(média+3DP). A percentagem de positivos no grupo infectado com qualquer ponto
de corte aplicado variou menos que no grupo exposto. Uma explicagdo pode ser
devido a alta concentracido de anticorpos nos individuos infectados.

Considerando qualquer valor de cut-off e ambas as diluicbes, observamos
que no grupo infectado a frequéncia de positivos variou 70,0% a 95,0%, enquanto
que no grupo exposto variou de 14,48% a 62,81%. Esta foi a primeira analise
realizada com amostras coletadas nessa area do Estado do Para e os resultados
estdo de acordo com os obtidos em outros estudos realizados. No estado do Para,
com amostras de soro de individuos expostos naturalmente a malaria, observou-se
que entre os individuos que residiam em uma area insular pertencente ao municipio
de Belém, a llha de Cotijuba, onde houve varios ciclos de focos de transmiss&o de
malaria, a positividade variou de 22,1% (Nina, 2002) a 42,3% (Soares et al., 1999a).
Em amostras de individuos residentes em localidades dos municipios de Trairdo e
Itaituba, a porcentagem de positivos foi 64,42% e 20,22%, respectivamente (Leite,
2007).

Varios estudos que avaliaram a aquisigdo de anticorpos IgG especificos
contra a regido C-terminal da MSP1 (MSP149), em areas de transmiss&o de malaria

na Amazoénia brasileira, mostraram que a porcentagem de positivos em individuos
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com infecgdo patente ou expostos variou entre 20% e 95% nos diferentes estudos
(Soares et al., 1997, 1999a, 1999b; Cunha, 2002, Rodrigues et al., 2003: Ladeia-
Andrade et al., 2007, Barbedo et al., 2009). Estudo realizado com amostras
coletadas em Belém, Para, mostrou que em individuos infectados e com variagao na
intensidade de exposi¢cdo a malaria, apresentaram nives de anticorpos IgG1 e IgG3
anti-PvMSP149, sendo que a subclasse IgG1 foi predominante em individuos que
relatam maior exposicéo a malaria (Soares et al., 1997, Moraes et al., 2005).

A utilizacdo de teste sorolégico (ELISA) para a deteccdo de anticorpos
especificos contra a proteina recombinante PvMSP19de P.vivax tem sido proposta,
considerando que esse teste apresenta alta especificidade e sensibilidade para
detecgdo de anticorpos em individuos infectados, assintomaticos ou com infecgéo
sub-patente (Lim ef al., 2002; Rodrigues et al., 2003). Portanto, esse teste tem
potencial para ser aplicado em estudos imunoepidemiologicos e para determinar a
carga de parasito que pode circular em uma determinada area, em especial nas
areas de baixa endemicidade (Lim et al., 2002; Rodrigues et al., 2003).

Na ultima década, estudos imunoepidemiolégicos tém utilizado a pesquisa de
anticorpos como marcador sorologico para estimar a intensidade de transmissao da
malaria (Drakeley et al., 2005; Corran et al.,2007; Bousema et al., 2010; Cook et al.,
2011; Olotu et al., 2012). Porém, esta aplicacdo tem sido mais avaliada para areas
onde o P. falciparum é a espécie mais prevalente. Recentemente, foi realizado a
primeiro estudo no Brasil, aplicando essa estratégia e confirmando que para o P.
vivax, os anticorpos IgG também sao biomarcadores de exposi¢ao a malaria (Cunha
et al., 2014). Diante dessa possibilidade, €& relevante dar continuidade a
caracterizagao da aquisigdo de anticorpos, uma vez que muito pouco tem sido
avaliado no contexto da transmissao do P. vivax.

Nessa linha de pesquisa, muitos estudos foram conduzidos na América do
Sul, sendo que a maioria foi realizada no Brasil. Um numero menor foi realizado em
outras éreas, localizadas na Africa e na Asia. Nesses estudos, observou-se
consideravel heterogeneidade na resposta de IgG anti-PvMSP-149, € também para
outras proteinas. As possiveis causas dessa heterogeneidade incluem a variagdes
na intensidade da transmissdo, fluxo das populagdes devido migracbes e a
diversidade metodoldgica entre os estudos, incluindo o uso de diferentes dilui¢gdes.

No Brasil, a maioria dos estudos analisou soro de individuos infectados e as
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amostras foram testadas na diluicdo 1/100, em outros paises, em geral, as amostras
foram testadas mais diluidas (1/1000). (Soares et al., 1999; Cunha et al., 2002;
Rodrigues et al., 2003; Drakeley et al., 2005; Bousema et al., 2010; Mourao et al.,
2012; Cutts et al., 2014).

Estudos epidemioldgicos longitudinais também sdo necessarios para melhor
esclarecer a manutengao dessa resposta de anticorpos. Algumas situagbes podem
contribuir para a maior longevidade da resposta, incluindo infec¢gées assintomaticas,
que tem sido registrada em diferentes areas da regido Amazonica brasileira (Alves et
al., 2002).

Na area selecionada para esse estudo ha registro de casos de malaria por
trés espécies de Plasmodium (P. vivax, P. falciparum e P. malarie) (Brasil, 2013).
Entretanto, as amostras foram positivas na gota espessa somente para a pesquisa
de P. vivax. Os dados do Ministério da Saude mostram que esta espécie de
Plasmodium é a mais prevalente no Brasil, sendo responsavel por mais de 70% dos
casos (WHO, 2012; Oliveira-Ferreira et al., 2010).

Com base nos dados do sistema de vigilancia epidemiolégica da malaria do
Ministério da Saude (Sivep/malaria), durante o periodo de coleta das amostras,
houve diminuigdo no numero de casos de malaria registrados no municipio de
Goianésia do Para. Em 2010, foi registrado o maior numero de casos do periodo
(7.787 casos de malaria) e, apds 2 anos, em 2012, houve expressiva redugao (1.647
casos) (Costa et al., 2013). A incidéncia parasitaria Anual (IPA) em 2010 e 2012 foi
255,8 e 53,1, respectivamente.

No grupo exposto, os resultados obtidos na sorologia confirmam que houve
exposicao prévia a malaria na populagdo em estudo. Foram detectados individuos
que apresentaram anticorpos IgG especificos contra a regido C-terminal da MSP14g
do P. vivax, alcangando niveis de positividade observada entre individuos
infectados, que pode varia entre 60% e 97% (Barbedo et al., 2007). A porcentagem
de soros que reconheceram a proteina recombinante foi 95,0% e 62,85%, nos
grupos infectado e exposto, respectivamente. Nesse caso, utilizamos o ponto de
corte calculado e aplicado na grande maioria dos estudos de soroepidemiologia,
realizados no Brasil, pelos grupos de pesquisa que atuam em malaria causada por
P. vivax (Soares et al., 1997, Barbedo et al., 2007).
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Outro aspecto analisado nesse estudo foi a metodologia proposta para
determinar os niveis dos anticorpos especificos. Para tanto, foram tituladas 190
amostras positivas, pertencentes ao grupo exposto. Observamos que tanto a
estimativa realizada pela diluicdo seriada (titulagcdo) quanto na determinagédo pelo
indice de reatividade (IR= DO amostra/DO ponto de corte), apresentaram niveis de
IgG semelhantes. Deve ser considerado, que o grau de investimento em reagentes e
tempo para realizar a titulagdo seriada é alto. Enquanto que no calculo do IR, os
custos sdo mais baixos e podera fornecer resultado quantitativo preciso, os quais
constituem uma informacédo valiosa, em especial para a realizacdo de estudos
imunoepidemioldgicos longitudinais.

Para comparar quanto a eficiéncia e a concordancia com os casos positivos
detectados pela pesquisa do parasito (exame da gota espessa), foram avaliados os
valores de sensibilidade e especificidade do ensaio sorologico. No analise com
amostras diluidas 1/100 e 1/1000, a sensibilidade do ELISA foi 92,47% e 78,49%,
respectivamente. Porém na diluicdo 1/1000, observamos maior valor no teste Kappa,
para analisar a concordancia com a gota espessa. Com base na curva ROC
(Receiver Operating Characteristic); o teste com as amostras diluida /1/1000
apresentou melhor desempenho, indicando que nessa diluicdo ndo havera ou
havera menos chance de obter resultados falso-positivos. Essa comparacao ainda
precisa ser melhor analisada, uma vez que esse foi comparado a detecgdo de
anticorpo com a pesquisa de antigeno, e os relatos na literatura ainda sao muito
restritos.

Na avaliagcao para analisar a influéncia da exposicéo prévia, com a finalidade
de estimar o potencial dos anticorpos como biomarcadores de exposigao,
observamos que em relagdo a idade, a percentagem de positivos foi similar em
todas as faixas analisadas. Esse resultado mostra que os individuos adultos podem
esta mais expostos ou terem um passado com exposi¢gdes mais frequentes. As
repetidas infeccbes por Plasmodium contribuem como reforco para a imunidade
humoral (Rosa-Aguierre, 2013). Entretanto, pouco tem sido explorado para
investigar se os adultos apresentam maior positividade por terem tido mais episodios
no passado ou por exercerem atividades que favorecem a exposicdo recente a

malaria.
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Nos individuos adultos a exposigao por periodos mais longos pode contribuir
para melhorar a resposta imune, adquirindo protecao que favorece o controle da
densidade parasitaria ou a diminuigdo na intensidade dos sintomas clinicos.
Atualmente, esta aquisicdo esta melhor avaliada para a malaria mais grave, causada
por P. falciparum, mas existem relatos também para malaria causada por P. vivax
(Alves et al., 2002; Ladeia-Andrade et al., 2009). Estudo realizado com amostras de
individuos do arquipélago de Vanuatu mostrou que a frequéncia de soros positivos
aumentou com a idade; mas nao avaliou aspectos clinicos relacionados a protecéao
(Cook et al., 2010). Outro estudo realizado na Turquia, mostrou que 85,4% das
amostras foram positivas para a pesquisa de anticorpos anti-PvMSP 19 das classes
IgM, IgG e IgA, e a subclasse IgG1 foi a primeira a aumentar (83,3%), encontrando-
se em niveis elevados em qualquer faixa etaria (Zeyrek et al, 2008).

Outro aspecto analisado foi a exposi¢ao prévia a malaria, verificamos que a
percentagem de positivos entre os individuos que relataram terem tido pelo menos
um episodio de malaria variou de 40,4% a 41,3%, e no grupo que relatou nunca ter
tido malaria a positividade foi significativamente menor (17,2%). Esse aumento na
frequéncia de positivos apos exposicdo tem sido observado em outros estudos
(Barbedo et al., 2007; Mouréo et al., 2012).

A porcentagem de individuos positivos que relataram nunca ter tido malaria foi
similar a observada com amostras coletadas nos municipios de trairdo e Itaituba, no
estado do Para, onde a positividade foi em torno de 20% (Leite, 2007). A baixa
porcentagem de positivos, que n&o relataram exposi¢cdo prévia também esta de
acordo com um estudo realizado na ilha de Cotijuba, Belém, que detectou 6,2% de
positivos entre os individuos sem historico de malaria (Soares et al., 1999a).

Varios estudos tém relatado casos de malaria assintomatica ou sub-patente,
que sao detectados na sorologia e confirmados por PCR (Curado et al., 2006;
Suarez-Multi et al., 2007; Silva-Nunes & Ferreira, 2007; Starzengruber et al., 2014).
Os portadores assintomaticos podem permanecer como um reservatorio de
parasitos, sendo a provavel fonte de infecgéo (Alves et al, 2002; Starzengruber et al.,
2014). Para esclarecer se ha ocorréncia de portadores, estudos futuros devem dar
continuidade, e uma estratégia poderia ser a utilizagdo dos métodos moleculares e

soroldgicos, para avaliar se podem ser casos de portadores assintomaticos ou
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possivel reatividade cruzada na pesquisa de anticorpos. Entretanto, a condicdo de
reatividade cruzada com a MSP149ainda n&o foi descrita na literatura.

Em relagcado ao tempo de residéncia na area, nos grupos que relataram residir
entre um e quatro anos, a percentagem de positivos foi similar, variando entre 32,4%
e 46,2%. Porém, no grupo que residia ha mais de cinco anos a frequéncia de
positivos foi significativamente maior (91,7%). Os resultados mostraram que o tempo
de residéncia nesta area de transmissao influenciou a aquisicdo de anticorpos
especificos IgG contra PvMSP144, indicando que esses individuos podem pertencer
ao grupo de maior risco, incluindo a atividade ocupacional.

Estudo realizado no Estado de Rondo6nia, area endémica de malaria, analisou
a aquisicao de anticorpo anti-PvMSP1 em relagdo ao tempo de residéncia, em
individuos que residiam de 15 a 29 anos ou mais de 30 anos naquela regido. Esses
individuos apresentaram 30 vezes mais chance de adquirir anticorpos anti-PvMSP1
da regido N-terminal quando comparado a regido C-terminal, mostrando pela
primeira vez que a resposta de anticorpos contra a regido N-terminal da PvMSP1
dependia do tempo de residéncia na area endémica, mas a resposta para a regiao
C-terminal ndo dependia dessa longa exposi¢do (Nogueira et al., 2006). Assim,
podemos inferir que esta diferenga pode ser devida a outros fatores epidemiolégicos
ou imunoldgicos, que podem influenciar a aquisicdo de anticorpos especificos que
reconhecem a porgao C-terminal da MSP1. Estudos futuros sdo necessarios para
identificar tais fatores.

Neste estudo podemos concluir que as analises soroldgicas confirmaram a
alta imunogenicidade da porgédo C-terminal da Proteina 1 da Superficie do Merozoito
de P. vivax (PvMSP19). Também observamos que ha necessidade de padronizar as
andlises dos dados obtidos no ensaio imunezimatico (ELISA), visando a sua
aplicagao em estudos que propde a detecgao dos anticorpos como um biomarcador

para monitorar a intensidade de transmissao da malaria.
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5. CONCLUSOES

1. As analises dos dados obtidos por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizado para
pesquisa de anticorpos IgG, que reconhecem a porgao C-terminal da Proteina 1 da
Superficie do Merozoito de P. vivax (PvMSP14), forneceram informagdes
consistentes que mostram a necessidade de padronizar tanto o procedimento
técnico (diluicdo da amostra) quanto a analise qualitativa e quantitativa (valor do

ponto de corte e determinagao dos niveis séricos de anticorpos).

2. No ambito da validagao desse ensaio para estudos que avaliam o potencial dos
anticorpos IgG como biomarcador de exposi¢do, a comparagdo da pesquisa de
anticorpos por ELISA com a pesquisa de parasito pelo exame da gota espessa
confirmou a aplicagdo da sorologia para a deteccdo de anticorpos, sendo que a
positividade foi maior durante a infec¢ao patente.

3. No estudo imuno-epidemiolégico, analisamos a aquisigdo natural de anticorpos
anti-MSP19 de P. vivax e, considerando a exposi¢ao prévia e o tempo de residéncia
na area, os resultados confirmam a aplicagdo da sorologia para monitorar a
exposicdo continua ao parasito, em especial nos estudos relacionados a

epidemiologia da transmissédo da malaria.
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ANEXO Il

CARTA DE INFORMAGAO AO PACIENTE

1. Titulo do Subprojeto: Avaliagdo dos aspectos da resposta de anticorpos
adquirida contra antigenos da fase sanguinea.

2. Instituicao onde sera desenvolvido o Subprojeto: Universidade Federal do
Para (UFPA)

3. Objetivo: Realizar estudos sobre a transmissdo da malaria, no municipio de
Goianésia do Para.

4. Procedimentos: Serao coletados 10-15 mL de sangue venoso em tubo a vacuo.
Todo o material utilizado na coleta é descartavel e vocé ndo sera submetido a
qualquer risco.

5. Beneficios: A realizagdo desse estudo ira contribuir para aumentar o
conhecimento sobre o que ocorre no organismo de uma pessoa, quando ela foi
exposta ao parasito que causa a malaria.

6. Etica: Sua participacédo neste estudo sera sigilosa e, portanto, seu nome nao
sera utilizado em nenhuma etapa da divulgacdo dos resultados desta pesquisa.
Vocé podera desistir de participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento. Além disso, vocé sera esclarecido sobre qualquer
duvida quanto aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa e o tratamento da sua doenga. Também sera apresentada uma
carta de esclarecimento sobre o estudo e os procedimentos envolvidos, que sera
lida para vocé, e caso concorde em participar, vocé deve assinar para confirmar sua

participacéo e o entendimento dessa pesquisa em malaria.
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A malaria é uma doenga transmitida pela picada do mosquito e seus
principais sintomas sao calafrio, febre e suor. A finalidade desse estudo é avaliar o
que ocorre no organismo de um individuo com malaria, contribuindo para o
conhecimento sobre essa doenca. A realizagcdo deste estudo precisa da participagao
de pessoas que residem em area onde ocorre malaria. Vocé sera esclarecido sobre
qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa e o tratamento da sua doenca. Todo o material
utilizado na coleta é descartavel. Serao coletados 10-15 mL de sangue, e durante
este procedimento, vocé nao sera submetido a nenhum risco. A sua participagao
sera sigilosa, o seu nome ndo sera mostrado. Vocé podera desistir de
participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento. Se desejar obter mais informagdes ou esclarecer qualquer duvida, pode
entrar em contato com a responsavel, professora Maristela Gomes da Cunha, na
Universidade Federal do Para ou pelo telefone (91) 3201-7565.

Apos a leitura e explicagbes, entendi, ndo tenho duvidas e concordei
voluntariamente em participar desse estudo.
NOME:
DATA:
RG:
ASSINATURA:
Confirmo ter explicado a natureza e objetivos deste estudo ao paciente acima,
NOME:
RG:
DATA:
ASSINATURA
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ANEXO IV

FICHA EPIDEMIOLOGICA
TIUIO O PrOJEIO: ... s
N2 da amostra:..........ccoeeeueeieeeeeeeee e Data:......ccoeeeeeeeeeee e
Resultado do exame - parasitemia € eSPECIE: .........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee e
N\ 1 01 PSSR
Sexo:( )F ( )M Idade.................. Local de Nascimento............c..........
o o =T =Y oo PSP
Quanto tempo mora neste enderego (MESES)? .......uuuriiiiiiiiiiiiiiiieee e
Quanto tempo mora na area endémica (MESES)? .....uueieeiiiiiieeeeeeiee e
Viajou nos Ultimos 30 dias (I0Cal)7.......oooeeeeriieiee e
Local de provavel iNfECGAO...........ooo i
Usa alguma protecéo individual? () Sim ( ) Néo

Se sim, quais (1-mosquiteiro, 2-repelente, 3-quimioprofilaxia, 4-outros)?...........
Quantas malarias ja teve?........cccccccvennnenn. Qual (quais) espécie (S)?......cuvveeee.
Tempo da ultima malaria (meses):........ccccccuvvveeeeeen. Espécie (S): ..ooovvviiiiiiiie
Foi hospitalizado durante alguma malaria?..........ccccooiiiiiiiiiiii e
Doencgas tropicais: ( )Leishmaniose ( )Doenga de Chagas ( )Toxoplasmose
Ja fez transfusao de sangue ( )Sim ( )Nao Quantas? .................
Esta tomando medicamento? ...

Historia clinica atual (1-febre, 2-cefaléia, 3-calafrios, 4-nauseas, 5-mialgia, 6-

(OULMOS)...eeietieiee ettt Inicio dos sintomas..............ccccvvvivvnnnnn
Temperatura corporal: ...........cccccnnnnn. Tipo sanguineo (ABO/Rh)...........ccc........
Se mulher, esta gravida? ( )Sim ( ) Nao
(O 17T V2= Yot L= PP
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