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RESUMO

A malaria é uma doenca de epidemiologia complexa, cuja transmissao
envolve aspectos do parasito e do hospedeiro, incluindo a participacéao de ligantes
especificos no processo de invasdo das hemacias pelo parasito. Neste estudo,
realizamos a deteccéo de anticorpos IgG que reconhecem a porcao C-terminal da
MSP1 (PvMSP149), como um marcador sorolégico de exposicdo a malaria, no
ambito de uma estratégia complementar para analisar aspectos da infeccao por
Plasmodium vivax, em individuos do grupo sanguineo Duffy negativo que residem
em areas endémicas de maldria. Para tanto, realizamos a genotipagem e a
deteccdo de anticorpos IgG que reconhecem a PvMSP149, com a finalidade de
identificar os genoétipos do grupo sanguineo Duffy e analisar a resposta de
anticorpos adquiridos naturalmente por individuos expostos a malaria. Foram
analisadas 257 amostras de individuos que residiam em areas de risco, no estado
do Pard, sendo 180 de individuos de Sao Luiz do Tapajés (ltaituba) e 77 Aveiro.
Os seis possiveis genétipos de Duffy foram identificados nas duas areas, porém
houve variagdo na distribuicdo dos genétipos. O gendtipo Duffy negativo
(FY*B®S/FY*BF®) em S&o Luiz do Tapajés e Aveiro foi encontrado em 20,0% e
7,8% das amostras, respectivamente. Entre os genétipos Duffy positivo, o0 mais
frequente em Sao Luiz do Tapajos foi o FY*A/FY*A (23,9%) e em Aveiro o
FY*B/FY*BE® (35,1%), enquanto que o gendtipo menos frequente em Sao Luiz do
Tapajés foi FY*A/FY*BES (9,4%) e em Aveiro o FY*A/FY*A (6,5%). O mais
frequente em Sao Luiz do Tapajés foi 0 menos frequente em Aveiro, mostrando
variacao no fenétipo Duffy positivo Fy(a+b-). Com o intuito de analisar a aquisicao
de marcador biolégico de exposicdo a malaria, avaliamos a resposta de
anticorpos em individuos com perfil genético para resisténcia natural a infeccéo
por P. vivax, observamos que nas duas areas ocorreram casos de individuos
Duffy negativo, os quais foram positivos para a pesquisa de anticorpos IgG anti-
MSP119. Em Sao Luiz do Tapajés foram identificados 4,4% (8/180) e em Aveiro
2,6% (2/77). Também analisamos o historico de exposicao prévia a malaria e os
niveis dos anticorpos, observamos varia¢do individual nos niveis séricos dos
anticorpos lgG. Com base nessas analises, podemos inferir que individuos Duffy
negativo foram previamente expostos a malaria, e a sorologia confirmou que os

individuos do gendtipo Duffy negativo podem ter sido infectados por P. vivax.
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1. INTRODUCAO
1.1 CONSIDERAGOES GERAIS

A maléria € uma infeccdo parasitaria, febril, aguda, que, em muitas
partes do mundo, continua sendo um grave problema de saude publica,
principalmente, por afetar milhbes de pessoas e com altas taxas de morbidade e
mortalidade (WHO, 2015).

A malaria € uma doenca causada por protozoarios intracelulares,
pertencentes ao filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia Plasmidiidae, e
género Plasmodium. Existem cerca de 120 espécies de Plasmodium que podem
infectar aves, répteis, roedores e primatas. Entre essas espécies, apenas cinco
podem infectar humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi (Escalante et al., 1998). O P.
falciparum € a espécie predominante no mundo, seguida pelo P. vivax (WHO,
2015).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que a malaria esteja
presente em mais de 100 paises e, aproximadamente, 3,2 bilhdes de pessoas
residem em areas consideradas de risco. A maior prevaléncia de casos ocorre na
Africa, América do Sul e Asia. A OMS estima que aproximadamente 207 milhdes
de casos clinicos da doenga ocorram ao ano. Entre os anos de 2000 e 2013, a
mortalidade foi reduzida em cerca de 45%, considerando todos os grupos etarios,
e, 51%, considerando as criangas com menos de cinco anos de idade. Em parte,
essa reducao foi atribuida ao acesso da populacdo de risco a medidas de
prevencdo, sendo a principal medida a disponibilidade dos exames de
diagnéstico, que permitiu a identificacdo e tratamento desses pacientes (WHO,
2013).

A malaria é uma doenca multifatorial, de evolugéo clinica dependente
de diversos fatores, tais como a genética do parasito € do hospedeiro, a
exposicdo prévia, a idade, o estado nutricional, além de fatores geograficos e
sécio-econdmicos. Em individuos ndo imunes, os primeiros sinais e sintomas sao
febre, dor de cabeca, dores musculares, calafrios, vomitos e letargia, presentes no
paroxismo malarico, sendo que os sintomas surgem entre 7 a 15 dias apos a



infeccdo, e estdo associados com os altos niveis de citocinas (Gazinelli et al.,
2014).

Atualmente, a OMS tem apresentado dados que mostram um efetivo
controle da malaria, indicando a possibilidade de eliminar a doenga em algumas
areas (WHO, 2013). Porém, a dificuldade em progredir na erradicagdo da
malaria € decorrente da falta ou da ma distribuicdo dos recursos financeiros,
causando o dificil acesso ao tratamento em tempo habil e falhas na adocao de
medidas preventivas. Tais situacdes justificam maiores investimentos e esforcos
no desenvolvimento de medidas profilaticas, dentre as quais podemos incluir o
desenvolvimento de uma vacina contra o P. vivax, principalmente, devido a
ocorréncia de notificacdes recentes de casos graves e letais causados por esta
espécie e que estdo associadas ao surgimento de cepas resistentes as drogas
anti-malaricas (Greenwood et al., 2008).

A mortalidade por P. vivax é considerada relativamente baixa quando
comparada a infeccao por P. falciparum, porém sua morbidade € significativa, uma
vez que a situacado epidemiolégica tem mostrado que o controle da transmisséao
do P. vivax tem se mostrado mais dificil. Além disso, tem sido descrito aumento
crescente no desenvolvimento de resisténcia do parasito a cloroquina,
favorecendo a manutencao da transmisséo e a morbidade por malaria (Suh, et al.,
2004).

1.2. SITUAGCAO EPIDEMIOLOGICA DA MALARIA CAUSADA POR P. VIVAX

Em escala global, fora do continente africano, em média 80 a 90% das
infeccdes sao causadas por P. vivax, com indices de transmissdo que variam de
baixo a moderado. A doenga causada por essa espécie tem ampla distribuicdo
geografica nas Américas, Oriente Médio, Asia e Oceania. Deve ser ressaltado
que, apesar de ser um dos principais problemas de saude publica nessas regides,
0s aspectos relacionados a biologia do parasito, a resposta imune do hospedeiro,
bem como os aspectos de natureza epidemioldgica ainda sdo pouco explorados
(Mendis et al., 2001).



Nas Américas, a malaria estd presente em 21 paises e territorios,
sendo que 20% do total dessa populagéo reside em areas consideradas de risco.
Observou-se também uma reducdo do numero de casos, de 1,18 milhdes no ano
de 2000 para 469 mil em 2012, sendo que 0s paises que reportaram 0s maiores
numeros de casos foram Brasil, Coldmbia e Venezuela (WHO,2012).

Figura 1: Distribuigdo geografica do Plasmodium vivax. Informagdes sobre fatores
relacionados a transmissao, como clima, densidade populacional, predominancia
de vetores, altitude, quimioprofilaxia e outros foram utilizados para estimar e

delimitar areas consideradas de risco. Fonte: Guerra et al., 2006

No Brasil, o principal vetor de transmissdo do Plasmodium é o
mosquito Anopheles darlingi. De acordo com o Ministério da Saude,
aproximadamente 60% do territério brasileiro apresenta condicoes consideradas
propicias para a transmissdao da doenca, com habitat favoravel para a
multiplicacdo e o desenvolvimento do vetor. Observa-se que no Brasil a
transmissdo da maléaria esta quase que totalmente restrita a Regido Amazénica,
onde sao registrados 99,9% de casos de malaria. Desse total de casos,
aproximadamente 84% sao infec¢des por P. vivax. A malaria ocorre nos estados
do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e
Tocantins, com a maior parte dos casos notificados nos estados do Pard,
Amazonas, Rondénia, Acre, Amapa e Roraima (Brasil, Ministério da Saude,
2015).
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A Amazbnia apresenta caracteristicas climaticas, ambientais,
ecoldgicas e socioecondmicas favoraveis a transmissdo da maldria, porém, essa
distribuicdo ndo se da de maneira homogénea, existindo areas isentas de malaria

e areas com risco alto, médio ou baixo (Oliveira-Filho et al., 2010).

Durante o ano de 2007, foram registrados 456.991 casos de malaria
na Amazoénia brasileira. Porém, os dados registrados em 2013, mostraram que
houve reducgéo significativa no nimero de casos, no entanto, neste mesmo ano,
foram registrados ainda cerca de 300 mil casos de malaria (Brasil, Ministério da
Saude, 2013).

No Brasil, observou-se uma reducado do numero de casos da doenca
nos anos de 2010, 2011 e 2012, sendo que estes numeros foram 278.165,
228.072 e 202.178, respectivamente. Nos anos de 2013 e 2014 os numeros
continuaram diminuindo, e foram registrados 177.791 e 142.624 casos,
respectivamente. Essa diminuicdo vem sendo mantida até o presente momento
(Brasil, Ministério da Saude, 2014).

Fatores associados a instabilidade de politicas publicas, mudancas
climaticas de escala local, global e biol6gica, assim como o surgimento de cepas
de parasitos e mosquitos refratarios a drogas, contribuem para o aumento no
namero de casos de malaria nos paises atingidos. Nessa conjuntura, é
indispensavel maior empenho para praticar medidas novas de controle e também
a adocao de estratégias adicionais como vacinas, novas drogas e inseticidas

eficazes.

1.3 CICLO DE VIDA DO PLASMODIUM.

O ciclo de vida do Plasmodium é considerado bastante complexo,
sendo caracterizado por uma fase sexuada (esporogonia), que ira se desenvolver
nas fémeas dos mosquitos Anopheles e duas etapas assexuadas no hospedeiro
secundario (pré-eritrocitica e eritrocitica) (Figura 2). Apds a picada da fémea do
mosquito, 0s esporozoitos sdo inoculados na pele durante o repasto sanguineo.
Alguns estudos demonstram que apo6s a picada do mosquito, 0s esporozoitos

permanecem na pele por um periodo que pode durar até seis horas. Durante esse
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periodo, cerca de 70% dos parasitos deixam a pele em um intervalo de uma hora
e atingem a corrente sanguinea, posteriormente, alcancam o figado. Os demais
invadem o sistema linfatico (30%), chegando aos linfonodos, onde sao
reconhecidos por células dendriticas e uma pequena porcao pode desenvolver-se
para a forma extraeritrocitica (Doolan et al., 2009).

Na corrente sanguinea, 0s esporozoitos seguem para 0s sinusodides
hepaticos, podendo atravessar esse compartimento. Ha evidéncias que os
esporozoitos invadem as células de Kupffer para posteriormente invadir os
hepatdcitos, formando um vacuolo parasitéforo e, criando, assim, uma barreira
entre o parasito e a célula do hospedeiro. No hepatécito, por esquizogonia, 0s
esporozoitos se reproduzem.

Ao alcancar o figado, inicia-se o estagio pré-eritrocitico do ciclo. No
hepatécito, o esporozoito perde seu complexo apical iniciando o processo de
diferenciacao, crescimento, e multiplicacdo do parasito por sucessivas divisées
mitéticas (Perlmann et al., 2002). Subsequentemente surge o esquizonte, cujo
citoplasma, ao término da esquizogonia, contem varios nucleos que dao origem

aos merozoitos.

No interior dos hepatocitos, foram identificadas estruturas denominadas
de merossomos, que abrigam diversos merozoitos, e que garantem a circulagao
destes pela corrente sanguinea. Existem evidéncias que indicam que estes
merossomos atuam de maneira a proteger a célula infectada da morte por
apoptose, inibindo a exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica das
células infectadas e também retendo os niveis intracelulares de calcio (Ca®*) no

plasma. A fosfatisilserina é um sinalizador para fagocitos, e por conta disso as
células infectadas estardo protegidas do sistema imune. (Sturm et al., 2006).

Apo6s o rompimento das células hepaticas, os merozoitos sédo liberados
na corrente sanguinea, dando inicio a fase eritrocitica do ciclo. O estagio
eritrocitario é responsavel pelas manifestagées clinicas, que podem resultar em
sindromes febris ciclicas (paroxismo malarico), variando entre 48 a 72 horas,
acompanhadas de mal estar, cefaléia, cansaco e mialgia. O inicio dos sinais
clinicos pode variar, dependendo da espécie, de 7 a 15 dias. No ciclo do P. vivax,
algumas formas podem se manter latentes no figado, sendo denominadas de
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hipnozoitos, os quais poderdo ser ativados posteriormente, voltando ao ciclo
hepatico, causando recidivas da doenca (Cowman et al., 2006).

Os merozoitos formados saem do vacuUolo parasitéforo, e apds a lise
celular sdo liberados na corrente sanguinea, estes apresentam vida curta,
estando susceptiveis a fagocitose, desta maneira, procuram evitar a contato com
os macréfagos. Como dito anteriormente, ao serem liberados, estdo envoltos pela
membrana da célula hospedeira, denominando-se merossomos, dessa maneira
sao protegidos do reconhecimento por células dendriticas. Sendo assim, buscam
invadir rapidamente os eritrdcitos, ligando-se a eles por moléculas de adeséo da
membrana de superficie e do complexo apical (Cowman et al., 2006)

No interior das hemacias, os parasitos passam por um novo ciclo de
reproducdo assexuada gerando esquizontes repletos de merozoitos. Apds a
ruptura das células estes merozoitos irdo invadir novos eritrécitos mantendo,
assim, o ciclo eritrocitico. No caso do P. vivax, os eritrocitos jovens (reticulécitos)
sao infectados, explicando a menor parasitemia observada na infeccao por essa
espécie (Mueller et al., 2009).

Durante o ciclo eritrocitico, dentro das hemacias, alguns parasitos se
desenvolvem em gametécitos masculino e feminino. Apds a ingestao pela fémea
do mosquito Anopheles, estes irdo se fundir e originar o zigoto, que por sua vez,
se transformara em um oocineto movel. O oocineto ja maduro migra até o epitélio
do intestino médio para entdo se diferenciar em oocisto. Por um periodo de
aproximadamente dez dias ird amadurecer, quando estiver atingido a maturidade

ird liberar os esporozoitos na circulacao.

Os esporozoitos circulantes invadem as glandulas salivares do mosquito
e a inoculacdo destes durante o repasto sanguineo no mamifero ird completar o

ciclo de vida do parasito (Cowman et al., 2006, Mueller et al.,2009).
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Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium. Adaptado de Cowman & Craab, 2006

1.4 ASPECTOS BIOLOGICOS RELACIONADOS A INVASAO DO ERITROCITO
PELO PLASMODIUM

Na malaria, a invasédo do eritrécito pelos merozoitos extracelulares é
um passo essencial, e a entrada rapida e eficiente para a célula hospedeira tem
sido importante para o sucesso evolutivo do agente etiolégico da malaria.
(Cowman e Crabb, 2006) (Figura 3)

A saida do interior dos hepatocitos na infeccao por P. falciparum
envolve um rapido aumento da presséao intracelular acompanhado de alteracées
celulares e bioquimicas que promovem o deslizamento do citoesqueleto na célula
parasitada, para que dessa forma ocorra a liberacdo e dispersao eficaz dos
merozoitos. A causa para a elevagao da pressao intracelular e a destruicdo do
citoesqueleto que precedem a ruptura da célula ainda nao é totalmente
esclarecida. Com relagdo a essa Ultima etapa, acredita-se que a presenca de
proteases esteja envolvida e que esse processo ocorre em duas etapas, de tal

modo que a destruicdo e a ruptura da membrana do vacuolo ocorram
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distintamente. Entre as proteases candidatas a participarem desse processo,
inclui membros como o antigeno repetido de serina (SERA), localizado no vacuolo
parasitéforo. A familia SERA é importante para os estagios de saida dos
esporozoitos do oocisto (estagio do ciclo que ocorre no hospedeiro invertebrado),
atuando como as proteases em geral. Em situagdo particular, essa familia
participa da lise das células do hospedeiro (Hodder et al., 2003).

Depois da liberagdo dos merozoitos estes irdo reconhecer, se ligar a
superficie do eritr6cito para que ocorra a etapa de invasdo, fenbmeno que
ocorrera de maneira rapida, provavelmente com duragcdo de minutos. A rapidez e
a eficacia de como essa etapa ocorre é explicada pela susceptibilidade dos
antigenos de superficie do parasito ao sistema imune, evitando que 0 mesmo seja
reconhecido. (Aly & Matuschewski, 2005).

O contato inicial entre 0 merozoito e o eritrocito € uma etapa crucial, na
qual o parasito deve reconhecer de maneira efetiva os eritrocitos mais viaveis
para serem parasitados. A etapa inicial deste reconhecimento e a posterior adeséo
primaria ocorrem relativamente com uma grande distancia, aparentemente com
baixa afinidade e de forma reversivel, sendo que nesta fase, a ligagcdo do
merozoito ocorre em qualquer ponto da superficie do parasito. Apés a adeséao,
ocorrera a reorientacdo, com objetivo de promover a justaposicao da extremidade
apical dos merozoitos com a membrana do eritrécito, permitindo uma maior
interacdo entre ambos, sendo que para entrar na célula, ha formacao de uma
juncdo entre a membrana do eritrécito e do parasito, com a diminuicdo do espaco
entre as membranas dos mesmos. A juncdo formada tem alta adesdo e
movimentos de orientacdo do lado apical para a extremidade posterior do
merozoito, com uma série de eventos que envolvem o complexo de movimentos
actina-miosina (Keeleyand e Soldati, 2004).

Um dos principais eventos que ocorrem, envolve a remoc¢ao do
revestimento que recobre a superficie dos merozoitos por acdo de enzimas
proteoliticas, como exemplo da serina protease, localizada nas organelas do
micronema apical do parasito. Grande parte da superficie de revestimento dos
merozoitos é composta de glicosilfosfatidilinositol (GPIl), que se encontra
ancorada a proteinas de membrana.

Atualmente sao nove ancoras de GPl associadas a proteinas
conhecidas, localizadas na superficie do merozoito de P. falciparum, todas com
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potencial para ligantes de eritrdcitos. Tais proteinas ancoradas por GPI nao estéao
necessariamente dispostas de maneira uniforme sobre a superficie do merozoito,
e algumas tem localizacao mais apical, com diferentes funcbes no processo de
invasao eritrocitaria. Além da ancora de GPI, algumas proteinas apresentam
similaridades incluindo dominios ricos em cisteina, com um potencial significativo
para a aderéncia (Sanders et al., 2005).

A

Mitocéndrig Microtubulo

Plastideo
Superficie de Revestimento

Anel Polar

Micronema

Ribossomos Roptria

Gréanulos Densos

Figura 3: A. Diagrama de um merozoito, apresentando em destaque as organelas
e estrururas celulares. B. Esquema do processo de invasdao do merozoito no

eritrocito (figura adaptada de Srinivasan et al., 2011).

Como citado anteriormente, o contato inicial do merozoito com a
superficie das hemécias € reversivel, de baixa afinidade e as Proteinas de
Superficies do Merozoito (MSPs) serdo mediadoras desse primeiro contato.
Algumas dessas MSPs (MSP 1, 2, 4, 5, 8 e 10) se manterdo ancoradas a
membrana pela cauda de GPI (glicosilfosfatidilinositol), no entanto outras
proteinas (MSP 3, 6, 7, e 9) sdo soluveis e estdo associadas apenas a superficie

do merozoito. (Gaur et al .,2004).Essas proteinas possuem além da ancora de
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GPI dominios que sao ricos em cisteina, do tipo EGF (Fator de Crescimento
Epidermal), que sdo de grande importancia para reacoes protéicas de interacao
necessarias para que a adesao ocorra. (Cowman e Crabb, 2006)

Na etapa seguinte, a invasdo do merozoito & hemacia consiste no
direcionamento do complexo apical para a membrana da célula do hospedeiro. Ha
indicios que o Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1) seja a proteina principal
presente nesta fase do ciclo, pois anticorpos anti-AMA-1 sdo capazes de bloquear
essa reorientacao do complexo apical, mas sem interferir na adesao inicial. Porém
0S mecanismos moleculares que promovem essa reorientacdo ainda nao estao
totalmente esclarecidos. (Mitchell et al., 2004).

Com a reorientacdo é estabelecido a formacdo de um complexo de
juncdo localizado entre as membranas do parasito e da superficie da hemacia.
Essa ligacao é irreversivel, com ligacOes protéicas de alta finidade, e logo ap6s a
sua formagdo ira se iniciar o processo de invasdo, onde as moléculas
responsaveis por esse processo estao localizadas nas roptrias e nos micronemas
dos merozoitos (Figura 3 A).

Muitas familias de proteinas estdo presentes nesse processo de
invasdo do eritrécito, dentre elas pode-se citar: proteinas de superficie dos
merozoitos (MSP), as proteinas ligantes do tipo “Duffy” e as proteinas ligantes de
reticuldcitos. (Gaur et al.,2004; revisto por Cowman e Crabb, 2006). A primeira
familia estd composta pela Proteina Ligante de Duffy (DPB) e proteinas
homélogas a esta, representadas pela MAEBL e pelos antigenos ligantes de
eritrécitos (EBA-175, EBA 140, e EBA -81), que irdo se ligar aos residuos de acido
sidlico de glicoforinas (revisto por Gaur et al., 2004). A segunda familia esta
incluida a Proteina Ligante de Reticulécito (RBP) de Pvivax e suas homélogas
nas demais espécies. Alguns trabalhos apontam que AMA-1 juntamente com as
proteinas RONs 2, 4, 5, localizados na juncédo também seriam importantes para a
invasao dos eritrdcitos (revisto por Gaur et al., 2004; Galinski et al., 1992).

1.4.1 PROTEINA 1 DA SUPERFICIE DE MEROZOITOS (MSP1)
Diversos estagios do ciclo do parasito vém sendo estudados como

possiveis alvos em potencial para o desenvolvimento de vacinas. Uma das

candidatas mais importantes para o desenvolvimento de uma vacina contra as
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formas eritrocitarias de P. falciparum e P. vivax é a Proteina 1 de superficie do
merozoito (MSP1), presente em todas as espécies de Plasmodium, pois seus
determinantes conservados sao importantes na aquisicdo de imunidade (Good,
2005).

Durante o processo de esquizogonia a MSP1 é sintetizada, como um
precursor de 195 kDa, e se associa as proteinas MSP6 e MSP7, em um complexo
que sera ancorado a membrana pela ancora de GPI. Quando os merozitos sédo
liberados, as proteinas desse complexo passardao por um processamento primario
pela acdo da protease Sub 1, a inibicdo dessa enzima impedird que ocorra a
invasdo dos merozoitos nas hemacias. A primeira clivagem quebra a MSP1 em
quatro fragmentos, um N-terminal de 83 kDa (MSP1g3, dois fragmentos internos
de 30 e 38 kDa MSP13y e MSP135) e um fragmento C terminal de 42 kDa. No
momento da invasao do eritrécito, ocorre um segundo processamento, que é por
meio da protease Sub 2, quando a MSP14, é clivada, gerando um fragmento de
33 kDa soluvel (MSP133) e outro de 19kDa (MSP1g).

O fragmento C-terminal de 19 kDa apresenta dois dominios do tipo
EGF, que permanece ancorado a membrana no momento da invasao, sinalizando
que esta deve exercer um papel importante nessa fase. Existem evidéncias que
apenas o fragmento de 19 kDa permanece ancorado a membrana pela fracdo
glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo carreado para dentro dos eritrocitos
(Blackman et al.,1991).

A comparagdo estrutural da MSP-1 entre diferentes espécies de
Plasmodium revela que esta proteina apresenta regides conservadas, semi-
conservadas e variaveis. As regides conservadas apresentam poucas mutacoes
pontuais e, portanto, poucas modificagdes de aminoacidos, sugerindo que esta
parte da molécula tem importantes propriedades funcionais ou estruturais (Del
Portillo et al ., 1991).A partir da determinacao da estrutura primaria do gene que
codifica a P“MSP1, diversas proteinas recombinantes, baseadas nas sequéncias
que codificam as regides N ou C terminais da molécula, foram expressas em
diferentes vetores de expressao (Cunha et al., 2001).

A funcdo exata da MSP1 ainda ndo é totalmente conhecida, mas
evidencias apontam para o seu envolvimento no processo de invasao dos
eritrocitos, uma vez que anticorpos anti-MSP1+9 presentes no soro humano sao
capazes de inibir a invasdo. Os anticorpos que blogueiam o processamento
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secundario da MSP1 também sao capazes de impedir que ocorra a invasao, e
uma vez que a MSP19 permanece intacta e persiste por todo o ciclo intracelular,
sugere-se que esta proteina exerca alguma fungdo nesta fase de
desenvolvimento do parasito (Dluzewski et al ., 2008).

1.4.2 PROTEINA LIGANTE DE DUFFY (DBL)

As proteinas ligantes de Duffy presentes no P. vivax estdo localizadas
nos micronemas e sdo de extrema importancia para que ocorra invasao dos
eritrécitos por essa espécie de Plasmodium, Na década de 70, a importancia
dessas proteinas foi observada, quando ocorreu a identificacdo de que
individuos refratarios a infeccdo nao possuiam o receptor sanguineo Duffy.
(Miller et al., 1975; Miller et al., 1976).Por conta desse fator, justificava-se a baixa
incidéncia de malaria no Oeste da Africa, devido a elevada presenca do fenétipo
Duffy negativo na populacéao desta regiao.

As proteinas do micronema, incluindo a proteina ligante de Duffy (DBP)
tem uma importante funcdo na invasao dos reticuldcitos durante o estagio
assexuado do ciclo sanguineo na infecgao pelo P. vivax. Miller e colaboradores
em experimentos realizados “in-vitro”, conseguiram confirmar que, merozoitos de
P. vivax e P. knowlesi nao invadiam eritrécitos em individuos Duffy negativos,
posteriormente, Barnwell e colaboradores obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados por Miller (Miller et al, 1979;Barnwell et al,. 1989)

A proteina ligante de Duffy (DBP) é um membro da familia das
proteinas ligantes do grupo sanguineo Duffy (DBL) presente na superficie dos
eritrécitos, expressa nos micronemas e na superficie dos merozoitos de P. vivax,
e esta associada diretamente a fase de formacao da jungcédo durante o processo
de invasao eritrocitica. (Horuk et al.,, 1993) Por conta dessa importancia na
interacdo com receptores cognatos, a DBP pode ser considerada um importante
candidato a compor uma preparacao de vacina antimalarica.

A proteina ligante de Duffy é caracterizada por uma regido rica em
cisteina, préxima ao dominio N-terminal, uma regido intermediaria de baixa
complexidade, seguida de outra regido rica em cisteina, uma porcao
transmembrana e uma porgcao C-terminal intracitoplasmatica. A porcao central
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quando comparada a outros dominios da DBP apresenta uma regido
hipervariavel, e de polimorfismos que ocorrem com frequéncia em um
determinado padrao (Horuk et al., 1993).

O ligante funcional da PvDBP esta localizado na regiao Il, que contém
cerca de 330 aminoéacidos. O sitio de ligacao ao eritrécito estda situado na
posicao do aminoacido 170, na area entre as cisteinas 5 e 8 do dominio da DBL.
Essa regidao é altamente polimoérfica, e pode sugerir uma selecdo positiva do
parasito, decorrente da pressado exercida pelo sistema imune do hospedeiro
(Cole-Tobian et al., 2003 ).

Os anticorpos adquiridos naturalmente anti-DBP sao predominantes em
moradores de areas onde a maldria é endémica, porém estes individuos
expostos mostram diferencas significantes qualitativa e quantitativamente para a
resposta imune sorolégica anti-DBP. Geralmente a reposta sorolégica para DBP
e para a atividade da DBP ligante de eritrécito aumenta de acordo com a idade,
sugerindo que existe um efeito de reforco que potencializa a resposta devido a
exposicao repetida através de infeccao recorrente. Os anticorpos na resposta a
primeira infecgdo por P. vivax reconhecem epitopos conformacionais e nédo €
amplamente protetora, enquanto que uma imunidade mais efetiva sé € obtida
apos episodios repetidos de exposicao (Ceravolo et al.,2005, Grimberg et al.,
2007).

Exposicdes repetidas em individuos residentes na Papua Nova Guiné,
onde a malaria causada por P. vivax € endémica, parece favorecer a resposta de
anticorpos, sendo observado correlagéo entre a producao de anticorpos que sao
reativos a epitopos lineares na regido ligante da DBP e as exposicdes repetidas
a malaria.Esta proteina se liga ao antigeno Duffy, receptor para quimiocinas
(DARC) que esta presente na superficie dos eritrcitos, através da regido Il da
DBP (DBP-RIl), que corresponde a regido N-terminal conservada, rica em
cisteina. (King et al. ,2008).

O receptor DARC é uma proteina transmenbrana com 7a —hélices, que
funciona como receptor de varias quimiocinas e a ligacao entre a regiao Il da
DBP ocorre na regido extracelular N-terminal de 35 aminoacidos deste receptor.
A ligacao da proteina DBP ao antigeno Duffy € de extrema importancia para o
estabelecimento da infeccdo pelo Pvivax, a invasao dos eritrocitos pelos

merozoitos do Pvivax € um evento essencial para que ocorra o ciclo completo
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do parasito, e € um processo com multiplos estagios que depende de uma
cascata de interagcdes moleculares especificas (Gaur et al., 2004).

Durante o processo de invasdo a PvDBP é secretada a partir dos
micronemas e se liga ao seu receptor cognato na superficie dos reticulécitos, no
caso o receptor DARC, a partir dai ocorrera uma agao coordenada de eventos
multiplos para a fixacdo do parasito na célula do hospedeiro, reorientagdo para
que a extremidade apical seja colocada adjacente a superficie da membrana no
eritrécito, ocorrendo a penetracao ativa na célula do hospedeiro. Para que este
processo ocorra um evento central é o estabelecimento de uma estrutura
denominada anteriormente de juncéao, responsavel por formar uma ligacao forte
entre as membranas no parasito e do hospedeiro, sendo que para P. vivax, a
formagéo desta juncao irreversivel é mediada pela Pv DBP(Aikawa et al., 1978).

1.4.3 PROTEINA LIGANTE DE RETICULOCITOS (RBP)

O P. vivax infecta preferencialmente os reticuldcitos e ndo eritrocitos
maduros, uma vez que o receptor para Duffy estd presente tanto em hemacias
maduras quanto jovens, foi sugerido que deve ocorrer um processo de selecao
nas células do hospedeiro em uma etapa anterior a da formacdo da juncao
merozoito-eritrécito, por conta desse fato, o parasito ndo invade células
consideradas nao alvo (Galinski et al., 1992).

Duas proteinas de alto peso molecular foram identificadas em P. vivax,
a PvRBP-1 e a PvRBP-2, e associadas somente aos reticulécitos, indicando que
estas proteinas sado responsaveis pela selecdo e invasdo apenas desse tipo
celular. (Galinski et al., 1992). Ao entrar na corrente sanguinea, esses
merozoitos tém contato com iniUmeros outros tipos celulares, invadindo somente
as jovens, isso é possivel pelo fato dessa primeira juncao formada ser reversivel,
permitindo, assim, selecionar a célula de interesse, no caso os reticuldcitos.

A PvRBP-1 e PvRBP-2 sado proteinas de membrana de
aproximadamente 330 kDa, cada uma possui um amplo dominio extracelular ,
um unico dominio transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica.
(Galinski et al., 1996).
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Apés o sequenciamento da cepa Salvador |, ficou evidente que Pv RBP
€ composta por diversos representantes, e constitui uma familia com outras
proteinas ligadoras de reticulocitos. De acordo com Carlton e colaboradores
(2008), foram identificados genes rbp adicionais no genoma do P. vivax,
incluindo multiplos genes rbp2, que podem fornecer ao P vivax grande
diversidade de mecanismos para invasao celular. Esses resultados mostram que
o P vivax ndao possui um mecanismo simples de invasao celular, e,

possivelmente, também possui vias alternativas.

1.5 INFECCOES POR PLASMODIUM VIVAX ASSOCIADAS AO GENOTIPO
DUFFY

O sistema sanguineo Duffy apresenta quatro alelos principais: FY*A,
FY*B,FYBFS e FY*X, identificados pela nomenclatura atual (Olsson et al., 1998).
Também tem sido identificado o alelo nulo por FY(FY*B-33)e o FY*X por
FY*b™°). Esses alelos expressam, respectivos, os antigenos Fy* Fy°, e Fy e uma
menor quantidade de Fy°(Fyb™®). A apresentacdo desses antigenos pode ser
em homozigoze (Fy?Fy?, Fy°Fy®,) ou heterozigoze (Fy®Fy, Fy°Fy, Fy®Fy> FyFy ou
diferentes combinagdes de Fyb™®). Os antigenos desse sistema sdo constituidos
por glicoproteinas transmembranas que atuam como receptores para quimiocinas.
Portanto, trata-se de uma proteina expressa também em diversos tecidos nao
eritréides tais como: células de Purkinje do cerebelo, placenta, péancreas,
intestino, bacgo, coracao, pulmao, rim e tecidos musculares(Peiper et al., 1995).

Os antigenos Fya e Fyb séo codificados por duas formas alélicas do
gene FY. Os alelos FYA e FYB diferem entre si por uma substituicado de base no
nucleotideo 125. No alelo FYA, a base é guanina (G) e no alelo FYB a base é
adenina (A). Assim, o resultado é a producdo de um cédon para glicina no
aminoacido 42 no alelo FYA, e um codon para acido aspartico no alelo FYB. Essa
substituicdo de um aminoacido da proteina é suficiente para definir os dois
antigenos. O resultado dessa variacao leva a identificacao dos fenétipos Fy(a+b-),
Fy(a-b+) e Fy(a+b+) (Figura 4) (lwamoto et al, 1995, Tournamille et al.,1995).
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O segundo polimorfismo, ocasionado a partir da transicdo de
nucleotideos T—C, decorrente de uma mutag¢do pontual na regido promotora do
gene FYB, o GATA-box, comumente observado em populacdes de origem negra e
que, em decorréncia dessa mutacdo, apresentou a interrupcdo no fator de
transcricao eritréide GATA-1, causando a auséncia de expressdo do antigeno Fy°
apenas na superficie do eritrécito, sem alterar sua expressao nos demais tecidos
e, consequentemente, esses individuos podem vir a desenvolver anti-Fy®, mas

nao Fy° (Figura 5) (lwamoto et al, 1995).

Glicina

- I ——

Acido Aspartico

Figura 4: Esquema com a indicagdo do polimorfismo do gene FY entre os alelos
F*YA e FY*B, com a substituicdo de base F*YA- Guanina(G) para FY*B Adenina
(A). A substituicao resulta no cédon para glicina no aminoacido 42 no alelo F*YA e

um codon para acido aspartico no alelo FY*B (Adaptado de lwamoto et al, 1995).
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Figura 5: Esquema com a representacao do polimorfismo da regido promotora 5’
e da regiao do éxon 1, 3 ’: A presenca de timina na regidao promotora ocorre nos
individuos Duffy positivo, com a expressao do alelo FY*A ou FY*B. Quando o
nucleotideo apresenta citosina, o genétipo € Duffy negativo, quando nao ha a
expressao dos alelos FY*A e FY*B (Adaptado de lwamoto et al, 1995).

A proteina do grupo sanguineo Duffy ndo é essencial para estrutura e
funcdo normal das hemacias, pois mesmo em individuos com fendtipo Duffy
negativo as hemacias apresentam viabilidade e funcbes compativeis com a
normalidade (Tournamille et al .,1995).
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O fenétipo Fy (a-b-) é muito comum em populacdes africanas, no
entanto, em um estudo com individuos residentes no Brasil observou uma alta
frequéncia da mutagdo (12,5%) - 33T > C em individuos com ancestrais
caucasianos, demonstrando que, na populacdo brasileira ndo €& observado
distincao clara entre ragas (Castilho et al., 2004, Cavasini et al., 2007 b).

Em estudos realizados objetivando criar um modelo com padrdes
globais de distribuicdo dos alelos Duffy, juntamente com seus respectivos
genotipos Duffy negativo, observou-se que o aspecto principal é a presenca do
alelo silencioso FY*BF® em toda a Africa Subsaariana, enquanto que os alelos
FY*A ou FY*B na mesma regido apresentam frequéncia que varia entre 0 a 5%.
Frequéncias desses alelos encontradas principalmente em regides do oeste,
leste, e centro do continente africano, mostram que a populacao local é resistente

a maléria causada por P. vivax.

Recentemente, houve avancos significativos no entendimento, na
analise estrutural e funcional dos antigenos de grupos sanguineos, expressos
tanto nas hemacias quanto nos tecidos nao eritréides. A descoberta do soro anti-
Fy? ocorreu em 1950, com a detecgédo de uma aglutinina no soro de um paciente
hemofilico e politransfundido ainda ndo reconhecida como antigeno de grupo
sanguineo. Esse anticorpo foi chamado anti-Fy? em homenagem ao paciente em
questao, Sr. Duffy, e reagia com 64,9% das 205 amostras de sangue testadas de
individuos nao aparentados na populagéo inglesa.

No ano seguinte, foi identificado o anti-Fy®, anticorpo que reconhece o
antigeno Fy°. (Ikin et al., 1951). Em 1955, Sanger e colaboradores observaram
que o fendtipo Fy(a-b-) era o mais comum em afro-americanos e que,
provavelmente, representava um produto de um alelo silencioso, FY.

Nas Américas, observa-se uma maior heterogeneidade na distribuigcéo
dos trés alelos, sendo que somente em algumas regides é possivel observar uma
frequéncia de distribuicdo maior desse alelo, fora dessas regides de alta
predominancia. O FY*A permanece com uma baixa incidéncia fora do continente
Africano. O alelo FY*B é prevalente em algumas regiées como norte, nordeste, e
sul da Africa, enquanto o alelo silencioso FY*A foi pouco encontrado, confirmando
a baixa frequéncia de distribuicdo devido a sua raridade (Howes et al ., 2011).
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A baixa frequéncia de casos de malaria associada ao P, vivax na Africa,
quando comparada ao resto do mundo é consequéncia da falta de expressao do
antigeno Duffy nos eritrocitos da populagcao africana, sendo predominante o alelo
nulo em homozigoze. Embora no continente africano o P vivax seja
significativamente menos frequente que o P falciparum, ha regides consideradas
endémicas, tais como o Sudao, Etibpia e Somalia, cuja populagdo é
predominantemente Duffy positiva (Howes et al ., 2011, Kempinska-podhorodecka
etal., 2012).

Diversos estudos voltados para investigar a susceptibilidade a malaria
causada por P. vivax associado ao gendtipo Duffy tem sido desenvolvidos, com
base no conhecimento de que o P. vivax utiliza o antigeno Duffy da superficie do
eritrocito para realizar o processo de invasao celular. Entretanto, estudos mais
recentes mostram que o P. vivax é capaz de invadir a hemacias de individuos
Duffy negativos. Essa descricdo é recente e sugere que a invasao pode ocorrer
através de outros receptores, sugerindo que o parasito esteja utilizando rotas
alternativas para infectar o reticulécito (Ryan et al., 2006, Cavasini et al., 2007-a,
Ménard et al., 2010, Carvalho et al 2012).

1.6 AQUISICAO DE ANTICORPOS ANTI-MSP1,3 NA MALARIA POR P. VIVAX

Em regides endémicas de malaria, a aquisicdo de anticorpos depende
principalmente de fatores como a idade e o tempo de exposicao ao parasito. Em
criangas com idades até seis meses a probabilidade de infecgdo é menor devido a
presenga de anticorpos herdados passivamente da mé&e durante o processo
gestacional, porém, apés o término dessa imunidade passiva, as criangas passam
a ser uns dos mais frageis alvos da malaria por seu sistema imune ainda nao ser
suficientemente desenvolvido, bem como por ainda ndo ter sido muito exposta a
maléria (Valero et al., 1998; Sachdeva et al.,2004).

Varios estudos mostraram que a interacdo merozoito-eritrocito pode
ser blogueada in vitro por anticorpos adquiridos naturalmente por individuos
expostos em area endémica. Também tem sido observado que, roedores e
primatas se tornam parcialmente protegidos apds receberem doses de MSP11g
recombinante espécie-especifica, os anticorpos produzidos contra este fragmento
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sao capazes de induzir algum grau de protecao nos animais imunizados (Valero et
al., 1998, Sachdeva et al., 2004).

O ciclo do Plasmodium tem diversas formas evolutivas, e em cada fase
do ciclo ocorre a expressdao de um conjunto de moléculas que sao importantes
para o estabelecimento da infeccdo. Essas moléculas apresentam propriedades
antigénicas, portanto, influenciam na resposta imune. Varios estudos foram
desenvolvidos visando a identificacdo dessas proteinas e dos genes que as
codificam, bem como a andlise do seu perfil imunogénico. Entre as principais
proteinas encontram-se a proteina circunsporozoita (CS), a proteina 1 de
superficie do merozoita (MSP1) e a proteina ligante de Duffy (Miller et al, 1975,
1976, Galinski ef al, 1992, 1996, Souza-Neiras, et al, 2007,Sorti-Melo et al., 2009)

A resposta imune contra o estagio eritrocitico é de fundamental
importancia para a aquisicdo de imunidade protetora contra a malaria, pois as
formas sanguineas do parasito desencadeiam os eventos responsaveis pelas
manifestacdes clinicas da doenca. Estas formas parasitarias sdo particularmente
imunogénicas e ativam clones de linfécitos B, sendo a MSP1 um dos principais
alvos imunogénicos (Hafalla et al., 2011).

Estudos soroepidemiolégicos mostraram que individuos infectados com
P. vivax produzem anticorpos contra a regiao C-terminal da proteina 1 da
superficie de merozoita (PvMSP15). Na regido Amazdnica a resposta imune
naturalmente adquirida contra esta espécie foi bem caracterizada, observou-se
que a PvMSP1:9 é imunogénica para a maioria dos individuos expostos ao P.
vivax. Devido a importancia epidemiolégica da malaria causada por essa espécie,
os estudos que visam analisar a aquisicdo de anticorpos podem contribuir para
identificacdo de marcadores sorolégicos, contribuindo com estudos que envolvem
aspectos relacionados a epidemiologia e a resposta imune do hospedeiro (Soares
et al., 1997; Cunha et al., 2001 et al., Nina, 2004).

Diversos estudos tém mostrado que esta proteina € reconhecida por
anticorpos IgG, confirmando seu alto potencial imunogénico, e grande capacidade
de induzir resposta imune em humanos(Soares et al., 1997; Cunha 2001 et al,,
Nina, 2004). Em 2001, Cunha e colaboradores analisaram a resposta de
anticorpos 1gG contra seis proteinas recombinantes contendo a MSP149e

observaram que, a proteina expressa em fusdo com apenas seis residuos de
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histidina e contendo 89 aminoacidos para a regidao C-terminal da proteina 1 da
superficie do merozoito (Hise-MSP119) foi a mais reconhecida por soros de
individuos expostos a malaria.

Outro estudo analisou amostras de individuos residentes na ilha de
Cotijuba, estado do Para, mostrando que a resposta de anticorpos correlacionava
com o tempo decorrido do ultimo episédio de malaria; sendo que das 104
amostras analisadas, 41 pacientes relataram ter tido pelo menos um episédio de
malaria ha mais de seis meses, 32 pacientes informaram que nunca
apresentaram episodio da doenca e 31 individuos tinham tido malaria a menos de
seis meses. Os resultados mostraram que o grupo de individuos exposto mais
recentemente apresentou maior frequéncia de positivos com anticorpos IgG
capazes de reconhecer a MSP1 de P. vivax (Soares et al., 1999).

O papel das diferentes subclasses de IgG especificos, ainda continua
relativamente pouco elucidado, alguns estudos tem mostrado que anticorpos das
subclasses 1gG1 elgG3 estdo predominantemente presentes na resposta para
este antigeno. (Soares et al., 1997). Em individuos que residiam na Coréia,
identificou-se que, aproximadamente em média, 90% destes infectados por P.
vivax apresentaram anticorpos especificos para MSP119 (Lim et al., 2000).

Diversos estudos tém observado que a MSP11i9 de P.vivax é
imunogénica quando comparada a outras proteinas (Cunha et al., 2001). Além
disso, a deteccdao de anticorpos anti-MSP1:9 tem sido proposta como um
marcador de exposicao a malaria (Cunha et al., 2014). A exposicao continua aos
antigenos do parasito contribui para a aquisicao de anticorpos especificos. A
deteccdo e a analise dos niveis desses anticorpos em estudos
soroepidemioldgicos podem fornecer informacdes sobre a intensidade da
transmissao (Corran et al., 2007).

Neste estudo, realizaremos a detecgéao de anticorpos IgG que reconhecem
a porcao C-terminal da MSP1, como um marcador sorolégico de exposicao a
malaria, no &mbito de uma estratégia complementar para analisar aspectos da
infeccdo por P.vivax em individuos de grupo sanguineo Duffy negativo, que

residem em area endémica de maléaria.
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2. OBJETIVOS

2.1

2.2

OBJETIVO GERAL

Avaliar a aquisicdo de anticorpos e analisar aspectos do hospedeiro
relacionados a invasao das formas sanguineas na maldria causada por

Plasmodium vivax

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar a proteina recombinante contendo a porgcao C-terminal da
Proteina 1 da Superficie de Merozoitos de P. vivax (HissMSP1g).

Avaliar a aquisicao natural de anticorpos da classe IgG que reconhecem a
proteina recombinante derivada da Proteina 1 da Superficie de Merozoitos
de P. vivax (PvMSP1).

Comparar o reconhecimento da porcao C-terminal da MSP1 (PvMSP1g)
por anticorpos IgG em individuos com diferentes genétipos do sistema
sanguineo Dulffy.

Estimar a concentracdo dos anticorpos IgG anti-PvSMP1 19 nos individuos
com IgG positivo e que apresentam o genétipo do sistema sanguineo Duffy

negativo.

Gerar informacdes acerca da resposta imune e exposicdo a malaria diante
do potencial de restricdo da ligacdo do P vivax nos reticulécitos do
hospedeiro.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 DESCRICAO DAS AREAS DE ESTUDO

As areas selecionadas para esse estudo estdo localizadas na
mesorregidao do sudoeste do estado do Pard, onde residiam individuos expostos
ao risco de adquirir malaria. Foram incluidas no estudo duas localidades, ambas
sao localidades ribeirinhas, localizadas em areas onde ocorre registro de casos
de malaria. A localidade de Sao Luiz do Tapajés, na microrregiao de ltaituba, com
coordenadas geograficas: 04° 16’ 24” S e 55° 59' 09" W. Essa localidade esta
situada no municipio de ltaituba (area territorial 62.040,95km?2). A outra localidade
é Sao Raimundo Nonato, no municipio de Aveiro (&rea territorial 17.074,051 km?),
com coordenadas geograficas: 03° 36' 20" S e 55° 19' 54"W. Essas regides sao
caracterizadas pelo clima tropical (quente e Umido), a estacdao chuvosa tem
duracao de dezembro a marco, e o periodo seco, estende-se de abril a novembro,
sendo que, nesse intervalo de tempo, registra-se o maior numero de casos de

malaria.

As duas areas de estudo caracterizam-se por estarem localizadas na
area de abrangéncia da BR-163. A localidade de Sao Luiz do Tapajés situa-se a
margem do rio Tapajés, afastada cerca de 60 km da BR 163(Cuiaba-Santarém),
sendo que a maior parte da sua populacdo € descendente de indios nativos e
negros residentes, sofrendo pouca influéncia do processo de migracdo. A
localidade de Aveiro também esta na area de abrangéncia da BR 163, o acesso
para a rodovia € pela PA-435. A maioria da populacdo também descende de
indios nativos e negros. Nas duas areas de estudo, no ano da coleta das
amostras, Sao Luiz do Tapajés (2007) e Aveiro (2008), foram registrados casos de
maléria por P. vivax. No total foram analisadas 257 amostras, sendo 180 de

residentes de S&o Luiz do Tapajos e 77 de Aveiro.

As areas de estudo sdo regides onde a transmissdo de malaria é
variavel, sendo que o maior numero de casos é causado por P. vivax. Nessas
localidades, as condi¢cées sanitarias sdo deficientes, com pouco saneamento
basico. Apesar de ter ocorrido uma redugcdo no numero de casos de malaria no
decorrer dos ultimos anos no estado do Para, o municipio de ltaituba ainda
registra um numero consideravel de casos de malaria. Em 2013, foram notificados
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10.981 casos e com isso ltaituba detém 40% dos casos registrados no estado do

Para.
3.2. OBTENQAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue analisadas nesse estudo foram obtidas de
individuos que residiam em duas areas de transmissao de malaria; a localidade
ribeirinha de Sao Luiz do Tapajés e Sao Raimundo Nonato. As amostras foram
coletadas em 2007 e 2008. O soro foi separado e as aliquotas mantidas a -

20°C até o momento da realizagdo dos ensaios soroldgicos.

No momento da coleta, a populacao foi esclarecida sobre o trabalho, os
que concordaram em participar assinaram o termo de Consentimento Livre e
esclarecido, conforme as normas de ética em pesquisa com seres humanos. Para
todos os participantes foi realizada a pesquisa de Plasmodium pelo exame da
gota espessa, conforme estabelecido pelo Ministério da Saude (Brasil, Ministério
da Saude, 2009). Todos os participantes foram atendidos por médicos do
laboratério de genética humana e médica da Universidade Federal do Para
(UFPA), em conjunto com os técnicos da secretaria municipal de salude de cada
municipio. Para esta etapa do trabalho foi utilizada a infra-estrutura do posto de

saude local. Todos os que procuraram o servico foram atendidos.

3.3PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE HISs-MSP149 DE P. VIVAX.

Apos a transformagéo de bactérias Escherichia coli (cepa Bl21) com
DNA plasmidal, a expressao e purificagdo foram realizadas, conforme descrito
por Cunha (2000). A proteina recombinante His-MSP1g foi purificada de E.coli
cepa BI21 transformadas com o plasmidio pET14b-MSP1:9. As bactérias
contendo o plasmideo recombinante foram cultivadas em LB-ampicilina, a 37°C
sob agitacdo. A expressdao foi induzida com IPTG (Isopropythio-B3-D-
galactosideo). Apos o cultivo, o sedimento de bactérias foi resuspenso e
sonicado. O sobrenadante foi incubado sob agitacdo em gelo com resina de
niquel (ni®*-NTA-agarose, Quiagen). Apés 1 hora, a resina foi aplicada em
coluna para lavagem com o tampao de sonicacdo, seguida de tampao de
lavagem (NaH.PO457 mM, NaCl128 mM, glicerina 10%, pH 6,0).
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As proteinas que se ligarem a coluna foram eluidas com tampao de
lavagem contendo imidazol. As fra¢des coletadas foram analisadas em SDS-
PAGE e coradas por azul de Coomassie. Fragdes contendo as proteinas
recombinantes em alto grau de pureza foram dialisadas contra PBS e a
concentracao foi determinada pelo método de Bradford.

3.4ENSAIO  IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS IgG.

A deteccdo de anticorpos IgG anti-MSP149 foi realizada por ELISA,
conforme descrito por Soares et al, 1997 e Cunha, 2001. O antigeno utilizado foi a
proteina recombinante HissMSP149 produzida em bactéria. A concentracao das
proteinas foi ajustada para 4ug/ml em tampao carbonato 0,05 M pH 9,6. As
amostras foram testadas na diluicdo 1:100. Para a revelagdo foram utilizados
solucdo contendo IgG de cabra, anti-lgG humano conjugado a peroxidase, em
solucao PBS-leite desnatado, respectivamente.

A reagcao enzimatica foi revelada pela adicdo de 1 mg/ml de orto-
fenilenodiamina (OPD, Sigma), diluido em tampao fosfato-citrato pH 5,0 contendo
0,03% (v/v) de perdxido de hidrogénio A reacdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de 50 pL de solugcdo contendo H,SO, 4N. A Densidade Optica foi
determinada em um leitor de placas de ELISA usando comprimento de onda de
490 nm (DOa4g).A absorbancia discriminante entre os resultados positivos e
negativos (“cut off’/ponto de corte) foi estabelecida pela média das absorbancias
produzidas por amostras de soros de individuos sem histéria clinica de malaria,
residentes em Belém, Para, acrescida de trés desvios padrdes. Esses individuos
foram selecionados entre doadores de sangue do centro de hemoterapia do
estado do Para (Hemopa).

3.5 GENOTIPAGEM DO SISTEMA SANQUINEO DUFFY

A genotipagem do grupo sanguineo Duffy foi realizada por meio de
biologia molecular com etapas de extracdo e amplificacdo do DNA por Reacédo em

Cadeia da Polimerase (PCR). Essa etapa do trabalho foi realizada pelo grupo do
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professor Dr. Jodo Farias Guerreiro do Laboratério de Genética Humana e Médica
da Universidade Federal do Para, que ira forneceu os dados da genotipagem,
conforme colaboracao estabelecida, para realizar esse estudo na UFPA.

As amostras foram genotipadas utilizando primers especificos para a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme a técnica descrita por Olsson e
colaboradores (1998). A amplificacdo foi realizada para cada individuo. Os
primers discriminaram os alelos FY*A e FY*B em quatro combinacgdes diferentes
de pares. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese, em gel de
agarose 1,5%. Os fragmentos de 711 pares de base representam a amplificacao
dos alelos do sistema Duffy.

3.6ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi parte do projeto de pesquisa “Estudos Moleculares e
Imunoepidemioldgicos visando estratégias de controle de Malaria em Municipios
localizados na area de abrangéncia da Rodovia BR-163: ltaituba, Jacareacanga e Novo
Progresso - Estado do Para submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (Anexo ), de acordo com o Conselho
Nacional de Saude/Ministério da 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 informacdes sobre os objetivos do trabalho, riscos e beneficios
(Anexo IlI).Em seguida, foi apresentado o termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo lll), que foi assinando por cada participante. As informac¢des foram coletadas
em uma ficha epidemioldgica (Anexo V).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por comparacao das frequéncias de
amostras positivas na andlise sorologica, de acordo com os dados da
genotipagem do sistema sanguineo Duffy. As frequéncias foram obtidas por
contagem diretas. Os testes foram executados no programa Bioestat versao 5.0.
O nivel de significancia foi 0.05.
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4. RESULTADOS

Neste estudo realizamos andlise molecular e sorolégica com a
finalidade de avaliar aspectos relacionados ao grupo sanguineo Duffy, que
participa da interacédo parasito/hospedeiro na infeccado por P. vivax, bem como a
resposta de anticorpos adquiridos contra antigeno da fase sanguinea desse
parasito. Para tanto, analisamos 257 amostras de individuos que residem em area
de transmissdo de maldria, sendo que 180 amostras foram coletadas de
individuos que residiam no municipio de Sao Luiz do Tapajés e 77 de individuos
de Aveiro. As amostras de Sao Luiz do Tapajés foram coletadas no ano de 2007 e
as de Aveiro no ano de 2008. Essas areas foram selecionadas para este estudo
com base no indice que estima o risco de malaria na area, o IPA (Incidéncia
Parasitaria Anual). No ano da coleta dessas amostras, o perfil de registro de

casos de malaria nessas areas caracterizava area de alto risco.

Inicialmente, analisamos os dados da genotipagem do sistema
sanguineo Duffy. Na tabela 1, podemos observar que os seis possiveis genétipos
de Duffy foram identificados tanto nas amostras de individuos de Sao Luiz do
Tapajés quanto em individuos de Aveiro, porém houve variagdo na distribuicao
desses genobtipos nessas areas. No grupo de individuos com gendétipos que nao
expressam o antigeno Duffy (FY*BFS/FY*BF®), a frequéncia observada em S&o

Luiz do Tapajos e Aveiro foi 20,0% e 7,8%, respectivamente.

No grupo de individuos com genétipos que expressam o antigeno
Duffy, o gendétipo mais frequente em S&o Luiz do Tapajés foi o FY*A/FY*A
(23,9%) e em Aveiro foi FY*B/FY*BES (35,1%), enquanto que o genétipo menos
frequente em Sao Luiz do Tapajés foi FY*A/FY*BES (9,4%) e em Aveiro foi
FY*A/FY*A (6,5%). O mais frequente em Sao Luiz do Tapajés foi o menos
frequente em Aveiro, mostrando variagao no fenétipo Duffy positivo Fy(a+b-).

A frequéncia dos demais genétipos variou nas duas areas. Em Sao
Luiz do Tapajos variou de 12,2% a 20,0%, e em Aveiro variou de 9,1% a 25,9 %.
A comparacao mostrou que houve diferenca significativa, sendo que em Sao Luiz

do Tapajos observamos mais individuos com gendétipo Duffy negativo.
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Tabela 1: Genotipagem do grupo sanguineo Duffy em individuos que residiam
em Sao Luiz dos Tapajés (ltaituba) e Sdo Raimundo Nonato (Aveiro), no
estado do Para.

Genotipos de | Fendtipos Frequéncia dos genétipos do grupo
Duffy de Duffy sanguineo Duffy % (n/N)
Sao Luiz do Tapajos N (%) |  Aveiro N (%)
FY*B=S/FY*B=° | Fy(a-b-) 36 (20,0%) 6 (7,8%)
FY*AFY*B=> | Fy(a+b-) 17 (9,4%) 7(9,1%)
FY*BIFY*B=°> | Fy(a-b+) 22 (12,2%) 27 (35,1%)
FY*A/FY*B Fy(a+b+) 26 (14,5%) 12(15,6%)
FY*A/FY*A Fy(a+b-) 43 (23,9 %) 5 (6,5%)
FY*B/FY*B Fy(a-b+) 36 (20,0%) 20 (25,9%)
Total 180 (100%) 77 (100%)

Valor do Qui-Quadrado: 29,353; p<0,0001

Com o intuito de analisar a aquisicdo de marcador bioldégico de
exposicao a malaria, avaliamos a resposta de anticorpos em individuos com perfil
genético com resisténcia natural a infeccao por P. vivax, observamos que nas
duas areas houve casos de individuos Duffy negativos, os quais foram positivos
para a pesquisa de anticorpos IgG anti-MSP19. Entretanto, em Sao Luiz do
Tapajos a porcentagem desses individuos foi maior que em Aveiro. Em Sao Luiz
do Tapajés a frequéncia de Duffy negativos com anticorpos IgG foi 4,4% e em
Aveiro foi 2,6% (Tabela 2). Com base nessa analise, podemos inferir que
individuos Duffy negativos foram previamente expostos a infec¢ao por P. vivax.

No grupo Duffy positivo, observamos que em Aveiro 32,5%
apresentaram resposta de anticorpos IgG. Enquanto que em Sao Luiz do Tapajos
apenas 16,1% do grupo Duffy positivo também foi positivo na sorologia, para
deteccdo de anticorpos anti-PvMSP149. Esse resultado confirma que tanto no
grupo Duffy negativo quanto no positivo, a populacdo de Sao Luiz do Tapajos
apresentou um perfil diferente da populagéao de Aveiro.
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Tabela 2: Frequéncia de individuos com genoétipo Duffy negativo e positivo com
anticorpos IgG que reconhecem o antigeno recombinante de P. vivax

Grupos de amostras % IgG positivos (n/N)/Localidade
Sao Luiz do Tapajés Aveiro
Individuos Duffy negativos com IgG 4.4% (8/180) 2,6% (2/77)
Individuos Duffy positivos com IgG 16,1% (29/180) 32,5% (25/77)
Total de individuos 20,5% (37/180) 35,1% (27/77)

No grupo de individuos que apresentaram anticorpos, realizamos uma
andlise mais detalhada visando determinar o numero de individuos com IgG anti-
MSP149 em cada um dos gendtipos identificados. Nas duas areas de estudo,
identificamos individuos positivos para IgG em todos os gendétipos (Duffy positivo
e negativo). Em Sao Luiz do tapajos, identificamos 8 individuos Duffy negativo
com lgG anti-MSP19 entre os 37 positivos na sorologia. Os outros 29 individuos
(29/37) com IgG anti-MSP149 estavam distribuidos nos demais gendétipos. Em
Aveiro, identificamos 2 individuos Duffy negativo com IgG anti-MSP19 entre os 8
positivos na sorologia. Os outros 6 (6/8) individuos com IgG anti-MSP1 9 estavam

distribuidos nos demais genotipos (Figura 6).

A B

AVEIRO Negativos
S&o Luiz do Tapajos Negativos
Anticorpos IgG anti-PvMSP1,9

Anticorpos 1gG anti-PvMSP14 | Positivos

50
45
w 40
2
S35
=l
= 30
£
@ 25
=
o 20

i 10
E 15
H E
=10
s BB EEN]
o
0

& & & @ 'S & & &
e @ «f‘a & & «-t‘b & % 8 e v e
¢ & o o SRR g
d‘b@ <L y & <t <t ;(-(% Q{‘g & ‘({% & Q_(Q«t

Nimero de individuos
=
G

wn

Gendti d ti Dy
Gendtipos do antigeno Duffy endtipos do antigeno Duffy

Figura 6: Analise descritiva da distribuicdo dos individuos com IgG anti-MSP1+g
em cada um dos genétipos identificados. A genotipagem foi realizada no total de
180 amostras em Sao Luiz do Tapajos e 77 em Aveiro. Os anticorpos IgG foram
detectados por ensaio imunoenzimatico (ELISA) com os soros diluidos 1:100.
Foram excluidas trés amostras de Sao Luiz do Tapajés, as quais foram

analisadas apenas na sorologia.
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Na analise descritiva dos resultados da genotipagem e sorologia das
amostras coletadas em Sao Luiz do Tapajés, podemos observar que o numero de
individuos com IgG observado no grupo Duffy negativo foi semelhante aqueles de
dois grupos com Duffy positivo heterozigoto (FY*B/FY*BES, FY*A/FY*B) e um
homozigoto (FY*A/FY*A). Enquanto que em Aveiro o niumero de individuos com
IgG observado no grupo Duffy negativo foi menor que aqueles observados nos
dois grupos com Duffy positivo heterozigoto (FY*B/FY*BES, FY*A/FY*B) e em um
homozigoto (FY*B/FY*B).

Com a finalidade de realizar uma andlise com a informacao
epidemiologica relacionada ao histérico de exposicdo prévia a malaria,
comparamos 0Ss grupos que relataram nunca ter tido episédio de malaria com o
grupo que relatou pelos menos uma exposi¢do. Na tabela 3, podemos observar
que com essas informagdes, foram identificados quatro individuos Duffy negativo
com anticorpos IgG e que relataram nunca terem tido malaria, sendo dois em Sao
Luiz do Tapajés e dois em Aveiro. Também identificamos sete individuos Duffy
negativo com anticorpos, mas que relataram episédio prévio de malaria, sendo

seis em Sao Luiz do Tapajés e um em Aveiro.

Essa mesma andlise foi aplicada para os individuos com os demais
genoétipos, e também identificamos casos de individuos que nao relatam
exposicao a malaria, mas apresentaram anticorpos IgG anti-MSP 19 em quaisquer
um dos outros cinco gendtipos descritos.

Entre os 32 individuos que apresentaram genétipo Duffy negativo, e
que residiam em Sao Luiz do Tapajés, no grupo ndo exposto, sem histdria clinica
de malaria foram identificados nove individuos IgG positivo. Entre esses
individuos, somente dois individuos apresentaram o gendétipo Duffy negativo
(FY*BES/FY*BE®). Em Aveiro, para o grupo néo exposto foram identificados quatro
individuos 1gG positivo, sendo que dois apresentavam o gendtipo Duffy negativo.
Com base nessa analise, podemos observar que tanto na localidade de Sao Luiz
do Tapajoés quanto em Aveiro, detectamos casos de individuos Duffy negativo,
que apresentaram sorologia positiva.

Com a finalidade de melhor caracterizar a aquisicdo de anticorpos,

realizamos uma analise dos niveis séricos de anticorpos IgG, nos 10 individuos
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Duffy negativo (Tabela 4). Os titulos de anticorpos variaram de 1:400 a 1:6400,
sendo que trés individuos relataram nunca terem tido maldria. Os valores de
densidade 6ptica e o indice de reatividade também apresentaram ampla variacgao.
No exame da gota espessa nao foi detectado parasito no sangue periférico. A
maioria eram individuos adultos, sendo que a idade variou de 10 a 77 anos.

Com base nessa analise, podemos inferir que houve caso de
exposicao anterior, levando a aquisicdo natural de anticorpos I1gG que
reconheceram a porcao C-terminal da PvMSP1 (Proteina 1 da Superficie dos
Merozoitos), que é parte de uma das proteinas mais imunogénicas presentes nas

formas sanguineas de P. vivax.



Tabela 3: Exposicao a maléria e aquisicao de anticorpos IgG anti-MSP1 4 distribuidos de acordo com

0 gendtipo do antigeno Duffy

Aquisicao de anticorpos IgG anti-MSP1,9/ Exposicao a malaria
Gendtipos de Séao Luiz do Tapajés Aveiro
Duffy Nunca teve Exposicao prévia a Nunca teve Exposicao prévia a
malaria (N=103) maléria (N=77) maléria (N=30) maléaria (N=47)
IgGPos | IgGNeg | IgGPos | IgGNeg | IgGPos | IgGNeg | IgGPos | IgGNeg
FY*B=S/FY*B=® 2 21 6 7 2 2 1 1
FY*A/FY*B=° 0 9 2 6 0 3 2 2
FY*B/FY*B=° 2 9 5 6 2 10 6 9
FY*A/FY*B 2 15 4 5 0 4 6 2
FY*A/FY*A 2 22 6 13 0 1 1 3
FY*B/FY*B 1 18 3 14 0 6 5 9
Total 9 94 26 51 4 26 21 26

37



Tabela 4: Determinagao dos niveis de anticorpos IgG em individuos Duffy negativos que residem em area de
transmissao de malaria e histérico da exposicao prévia ao parasito

Analise molecular e marcadores de exposicao a malaria

Amostra(co Grupo sanguineo Resposta de Anticorpos Exposicao prévia a Pesquisa de
digo) Duffy IgG maléria Plasmodium
Gendtipo Fendtipo | DOugp IR Titulo Episodios Idade | Gota Espessa
(anos)

7SLT FY*B=/FY*B™° | Negativo | 0,592 | 2,99 | 1:3200 | Nunca teve 55 Negativo
26SLT FY*B=S/FY*B=° | Negativo | 0,710 | 3,58 | 1:6400 2 77 Negativo
41SLT FY*B=S/FY*B™° | Negativo | 0,275 | 1,39 | 1:800 | Nunca teve 46 Negativo
46SLT FY*B=S/FY*B=° | Negativo | 0,938 | 4,74 | 1:6400 2 67 Negativo
53SLT FY*B®5/FY*B° | Negativo | 0,339 | 1,71 | 1:3200 1 26 Negativo
65SLT FY*B=S/FY*B™° | Negativo | 0,404 | 2,04 | 1:1600 1 21 Negativo
160SLT FY*B=S/FY*B=° | Negativo | 0,272 | 1,37 | 1:3200 1 35 Negativo
188SLT FY*B=S/FY*B° | Negativo | 0,268 | 1,35 | 1:1600 2 57 Negativo
37AV FY*B=°/FY*B=° | Negativo | 0,762 | 1,78 | 1:400 | Nunca teve 63 Negativo
58AV FY*B=S/FY*B™° | Negativo | 1,880 | 4,38 | 1:3200 3 10 Negativo

IR: Indice de reatividade (Valor da DO da amostra/valor de cut-off)
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5. DISCUSSAO

Neste estudo analisamos a distribuicdo dos gendétipos que codificam
o antigeno do grupo sanguineo Duffy, com énfase na analise da resposta de
anticorpos IgG adquiridos por exposi¢cdo natural a maléaria em individuos do
grupo sanguineo Duffy negativo. As duas areas selecionadas para o estudo
estdo localizadas no estado do Para, e foram classificados como area de risco
para a transmissdao de malaria. Com base na Incidéncia Parasitaria Anual
(IPA), os municipios onde estdo as localidades de Sao Luiz do Tapajos,
municipio de Itaituba, e, Sdo Raimundo Nonato, municipio de Aveiro, foram
classificadas no ano da coleta das amostras como areas de alto risco para

malaria.

Na década de 70, foram realizados os primeiros estudos
relacionados a identificacdo de um ligante na superficie das hemacias, que
favorecia a infecdo dessas hemacias pelo P. vivax. Tais estudos também
mostraram que em populagdes Africanas a auséncia desse ligante conferia
uma protecao natural contra a malaria causada por P. vivax (Miller et al, 1975,
1976). Desde entdo, foi muito bem estudado véarios aspectos relacionados a
esse ligante, incluindo os aspectos genéticos, moleculares, bioquimicos e
imunolégicos. No entanto, apenas recentemente, foi mostrado que individuos
Duffy negativos podem ser infectados por essa espécie de Plasmodium (Ryan
et al, 2006).

Inicialmente, realizamos a anadlise dos dados da genotipagem, e
observamos que todos os genétipos estavam presentes nas duas populacoes,
sendo que o genodtipo mais frequente em Sao Luiz do Tapajos foi o FY*A/FY*A
(23,9%) e em Aveiro foi FY*B/FY*BE® (35,1%). Porém, ndo analisamos a
associacdo de malaria clinica com esses gendtipos, pois todos os individuos
apresentaram resultado negativo para a pesquisa de Plasmodium ssp. Deve
ser ressaltado que essa nao era a proposta do estudo. Tais populacdes foram
selecionadas com base no historico de exposicao, sendo que em Sao Luiz do
Tapajos 55,74% (102/183) dos individuos relataram nunca terem tido malaria.
Enquanto em Aveiro 38,96% (30/77), informaram nunca terem tido malaria.
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A proposta do nosso estudo foi analisar a aquisicdo de anticorpos
em individuos Duffy negativos, uma vez que tem sido consistente a ocorréncia
de infeccao nesse grupo. Varios estudos tém analisado a distribuicdo dos
gendtipos de Duffy e malaria. Em 2010, Menard e colaboradores realizaram a
genotipagem de 661 amostras coletadas de criangas em idade escolar e de
diferentes origens, sendo 382 Asiaticas e 327 Africanas. Observou-se que 476
amostras eram geno6tipo Duffy negativo (72%) e 185 eram Duffy positiva. Entre
as amostras analisadas de individuos Duffy negativo, 42 apresentaram
resultado de PCR positivo para malaria causada por P. vivax (8,8%). Desses
32 eram monoinfeccdo. Nesse mesmo estudo, também foram analisadas
outras 183 amostras de pacientes infectados, 153 era monoinfec¢do por P.
vivax e 30 apresentavam infecgdo mista por P.vivax e P.falciparum. Entre
esses 183 pacientes que tiveram malaria clinica, 17 apresentavam o genétipo
Duffy negativo.

No Brasil, o primeiro relato de individuos Duffy negativo infectados
por P. vivax foi o trabalho de Cavasini e colaboradores (2007), no qual
identificaram dois individuos Duffy negativo homozigoto (Fy*B-33) infectados. A
infeccdao foi confirmada por diagnéstico molecular e pela identificacdo das
variantes do P. vivax, realizada pela andlise do gene da proteina circum-
esporozoitada (CS). Também verificaram que os dois individuos apresentavam
anticorpos IgG especifico contra uma proteina recombinante de P. vivax
(Pv200L).

Posteriormente, outro estudo também mostrou a ocorréncia de um
caso de infeccao por P. vivax, quando analisou 678 amostras de individuos
residentes em Anajas, no estado do Para, uma area de alta endemicidade para
malaria. Foram identificados por diagnéstico molecular, dois individuos
infectados entre os 29 individuos Duffy negativo (Carvalho et al., 2012). Nesse
estudo a frequéncia de individuos Duffy negativo foi 4,3% (29/678). Enquanto
que em no estudo que analisou amostras da Asia e da Africa a percentagem de
individuos Duffy negativo foi, consideravelmente, mais alta 72,0% (476/661).
(Menard et al., 2010). Também foi realizada a analise por genotipagem de 205
amostras de pacientes da Etidpia, e avaliada a associacdo com malaria,
observou-se que entre 74 pacientes infectados por P.vivax, com resultado de
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PCR e microscopia positiva, 41 eram do gendtipo Duffy negativo (Woldearegai
et al., 2013).

No nosso estudo também foram encontrados individuos Duffy
negativo com resultados de sorologia positivo, sendo que em Sao Luiz do
tapajés encontramos 8 pacientes, com uma frequéncia de 4,4%, e em Aveiro,
encontramos também 2 pacientes com IgG positivo e gendtipo Duffy negativo
(2,6%), 0 que nos permite confirmar que houve exposicao prévia aos antigeno

do parasito.

Em 2010, Maestre e colaboradores realizaram uma avaliacdo
detalhada da aquisicdo de anticorpos, utilizando antigenos de P. vivax e de P.
falciparum; a PvCSP, PvMSP1, PvDBP e PfCSP e PIMSP1. Foram analisadas
amostras de 233 doadores de sangue de regides endémicas de malaria,
localizadas na Colémbia. Nesse estudo, considerando todos os gendtipos, foi
observado 60% dos individuos apresentavam anticorpos IgG contra pelo
menos um desses cinco antigenos. A frequéncia de individuos Duffy negativo
foi de 26%, sendo que a maioria apresentou IgG anti-PvCSP (33%), seguido de
anti-PvMSP1 (8%) e nenhum reconheceu a Pv-DBP. Quanto aos antigenos de
P. falciparum o reconhecimento da Pf-CSP e PfMSP foi semelhante (10%).

No nosso estudo analisamos apenas a resposta contra PvMSP1, €
observamos nas duas areas, que a percentagem de individuos Duffy negativo e
sorologia positiva foi menor que a observada na Colémbia. Essa diferenca
pode ser explicada em parte pela endemicidade, mas outros aspectos ainda

precisam de mais estudos no sentido de explicar essa diferenca.

Nas duas localidades incluidas no nosso estudo, a frequéncia de
individuos Duffy negativo foi 20% e 7,8%, em Sao Luiz do Tapajos e Aveiro,
respectivamente. A comparagdo mostrou diferenga significativa na distribuicéo
dos gendtipos. Essa diferenca pode explicar em parte a situacao
epidemiologica de Sdo Luiz de Tapajos, onde historicamente ha relatos de
baixo registro de ocorréncia de malaria, mesmo estando em uma area de alto
risco, 0 municipio de ltaituba. A comparacao com outros estudos realizados no
Brasil e em outros Paises mostrou que essa variagao por ocorrer, pois tem sido

observado que a distribuicdo do genétipo Duffy negativo pode variar de 4,3% a
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72,0%, como observado em estudos anteriores (Carvalho et al., 2012, Maestre,
2010, Menard et al., 2010).

Também tem sido observado que em determinadas areas nao foi
encontrado individuos com genétipo Duffy negativo, mas encontraram
genotipos Duffy positivos homozigoto para FY*A como predominante (52%).
Esse também foi 0 gendtipo que observamos como o mais frequente em Sao
Luiz do Tapajos (Chittoria et al., 2012).

Nesse mesmo estudo foi observado que o gendétipo FY*B/FY*B
estava associado a maior susceptibilidade a malaria, sendo que a frequéncia
desse gendtipo foi 21,2%. Também no nosso estudo esse foi o gendtipo que
apresentou a maior frequéncia (25,9%) depois do genétipo FY*B/FY*BES. Essa
analise mostra que o fenédtipo Fy (a-b+) ocorreu com mais frequéncia na
localidade do municipio de Aveiro, onde, ha mais relato de casos de malaria,
com base nos indices epidemiolégicos.

No estudo de Chittoria e colaboradores (2012) o FY*A/FY*A estava
fortemente associado ao baixo risco de malaria caudada por P. vivax, em
comparagéo ao genotipo FY*B/FY*B, desta maneira os autores mostraram que
hd uma associacdo negativa entre a malaria e o genotipo FY*A/FY*A,
associando este genoétipo a um fator de resisténcia ao parasito, e o genétipo
FY*B/FY*B com associac¢ao positiva com a malaria por P. vivax, favorecendo a

susceptibilidade a infeccao.

No nosso estudo, observamos que Sao Luiz do Tapajos, onde a
populacdo foi predominantemente FY*A/FY*A, a maioria dos individuos
apresentaram sorologia negativa para anticorpos IgG. Com base nessa
comparacao, podemos inferir que essa populacao poderia apresentar um perfil
de resisténcia a malaria associado ao genoétipo FY*A/FY*A. Porém, essa

andlise ainda é preliminar e sdo necessarios mais estudos complementares.

Com base nesses resultados, apresentamos evidéncias por
sorologia, as quais indicam que individuos Duffy negativo podem ser infectados
com P.vivax, assim, pode-se supor que o parasito poderia utilizar outros

receptores que ndo Duffy, ou outros receptores de grupos sanguineos para o
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processo de invasdo dos eritrocitos. Essa possibilidade pode ser corroborada
com os resultados observados no estudo realizado com amostras da Colémbia
(Maestre et al., 2010), que também mostraram o reconhecimento da MSP1 por

anticorpos IgG em individuos que residem em érea endémica.

Portanto, os dois estudos mostram a relevancia de expandir as
analises que envolvem a associagcdo entre o grupo sanguineo Duffy, a
aquisicao de anticorpos, a exposicdo prévia ao parasito e a infecgdo por
P.vivax, visando colaborar para a compreensdo dos mecanismos relacionados
ao processo de invasao eritrocitica, a caracterizacdo do perfil de
susceptibilidade, bem como com a compressao de aspectos da epidemiologia
da transmissao da malaria causada por P.vivax, a espécie de Plasmodium mais

relevante no Brasil e na América do sul.
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6. CONCLUSOES

1. A obtencdo de proteina recombinante contendo a porcdo C-terminal da
Proteina 1 da Superficie de Merozoitos de P. vivax(PvMSP14g) possibilitou
realizar andlises relacionadas a resposta imune, a exposi¢cao ao P. vivax e 0s

genotipos do sistema sanguineo Duffy.

2. A genotipagem do antigeno Duffy em individuos que residem em duas areas
de transmissdao de malaria, localizadas no estado do Para, mostrou que em
ambas foram identificados individuos do genétipo Duffy negativo, sendo que
em Sao Luiz do Tapajés esse fendtipo foi mais frequente que em Aveiro.

3. No grupo Duffy negativo, foram identificados individuos que apresentaram
resposta de anticorpos IgG que reconheceram o antigeno recombinante
derivado da MSP1 de P. vivax (PvMSP1 ).

4. A comparagdao dos grupos que apresentam o antigeno sanguineo Duffy
mostrou que a resposta de anticorpo anti-PvMSP1:9 pode ocorrer em
individuos Duffy positivo homozigotos ou heterozigotos.

5. A analise com base no relato de exposi¢cdao a malaria mostrou que tanto os
individuos Duffy negativo quanto os Duffy positivo podem apresentar anticorpos

com ou sem relato de episddio prévio de malaria.

6. A determinacdo da concentracdo sérica dos anticorpos mostrou que houve
variacdo nos niveis de IgG entre individuos Duffy negativo, indicando que a
resposta ao antigeno de P. vivax foi especifica e com variacao individual.
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ANEXO Il

CARTA DE INFORMACAO AO PACIENTE

1. Titulo do Subprojeto: Deteccdo de anticorpos que reconhecem antigeno
recombinante de Plasmodium vivax e genotipagem do sistema sanguineo duffy

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

3. Objetivo: Realizar estudos sobre a aquisicdo de anticorpos na malaria

causada por P. vivax.

4. Procedimentos: Serdo coletados 10-15 mL de sangue venoso em tubo a
vacuo. Todo o material utilizado na coleta é descartavel e vocé nao sera

submetido a qualquer risco.

5. Beneficios: A realizagcdo 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 participacdo 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 doenca. 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 participacdo e o

entendimento dessa pesquisa em malaria.
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ANEXO il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A malaria é uma doenca 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 realizacdo deste estudo precisa da
participacao 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. Serdo coletados
10-15 mL de sangue, e durante este procedimento, vocé ndo sera submetido a
nenhum risco. A sua participacao sera sigilosa, o seu home nao sera
mostrado. Vocé podera desistir de participar a qualquer momento, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento. Se desejar obter mais
informacdes 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.

Ap6s 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

AU ] o X e (o o] o] [=] (o LA SPTTTR

Quanto tempo mora neste enderego (MESES)? .....uueiiieieiiiriiiieeee e
Quanto tempo mora na area endémica (MESES)? ....uevveeieeiiuiiiieeeeeeiireeeee e
Viajou nos UIIMOos 30 dias (I0CAI)7.......ouiieeiiieiiie e
Local de proVAVEl INfECGAD.......ccuueeieiiee e
Usa alguma protecao individual? () Sim () Nao

Se sim, quais (1-mosquiteiro, 2-repelente, 3-quimioprofilaxia, 4-outros)?...........
Quantas malarias jateve?.......ccccccvveeeeennns Qual (quais) espécie (S)?......cceuueen.
Tempo da ultima malaria (meses):......ccccceeeeeeveeennn. Espécie (S): ..covvereeriiiiiieenn.
Foi hospitalizado durante alguma malaria?.........ccoooeiiiiiiiiiii e
Doencas tropicais:( )Leishmaniose ( )Doenca de Chagas ( )Toxoplasmose
Ja fez transfusao de sangue ( )Sim ( )Nao Quantas?......ccccc.....
Esta tomando medicamento? .........eeiiiiiiiii e

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

(OULIOS)eeeiieeeeeeeeeeeee e Inicio dos sintomas..........ccccceeveeeenneee.
Temperatura corporal: ............oeeviinne Tipo sanguineo (ABO/Rh):.......ccccceeeenns
Se mulher, esta gravida? () Sim ( ) Nao

(@] 011 =T V7= Voo L= ST SUSSSRRRRR






