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DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASIT ARIA

Marcelle Marcolino de Franca

As areas de distribuicdo geografica do plasmaodio e de parasitos intestinais se
sobrepfem tornando a coinfeccdo malaria-parasitoses intestinais comum nas
regibes tropicais do planeta. A resposta imune contra o plasmédio € caracterizada
por um perfil Thl e por producdo de anticorpos contra 0s estagios eritrociticos,
sendo os anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 relacionados com a imunidade protetora.
As infeccbes por helmintos induzem forte resposta Th2 e imunorreguladora que
podem inibir a resposta Thl da malaria, com possiveis consequéncias na clinica da
doenca. Dessa forma o objetivo do trabalho foi avaliar possiveis alteracbes nos
parametros epidemiolégicos e hematoldgicos, nos niveis de citocinas e na resposta
imune humoral contra os antigenos candidatos vacinais de Plasmodium vivax AMA-
1, MSP-1 e CVC nos individuos coinfectados com malaria e parasitoses intestinais e
nos individuos com apenas uma das infeccbes. O sangue dos 280 voluntarios
residentes na cidade de Porto Velho, Rondobnia, foi coletado para a realizacdo do
exame parasitoldgico, do hemograma completo e para obtencéo do plasma utilizado
na quantificacdo de anticorpos IgG total, das subclasses de IgG e dos niveis de 6
citocinas e 3 quimiocinas. Também foi coletada uma amostra de fezes para a
deteccdo de parasitos intestinais. Os quatro grupos formados Malaria (M),
Parasitoses Intestinais (Pl) , Coinfectado (CI) e Exposto (E) n&o apresentaram
diferencas quanto aos parametros epidemiologicos. A concentracdo de hemoglobina
assim como a frequéncia de individuos anémicos também néo foram diferentes entre
0s grupos M e CI. A populagéo total apresentou prevaléncia de resposta de IgG de
62,9%, 65,7% e 68,6% contra respectivamente AMA-1, MSP-1 e CVC. A frequéncia
de resposta de IgG total contra MSP-1 foi maior no grupo M que no grupo CI
enquanto a frequéncia de resposta e o indice de reatividade (IR) de IgG total e 0 IR
de 1gG1 anti-MSP-1 foram menores no grupo Pl quando comparados ao grupo E.
Com relacao aos anticorpos anti-AMA-1 observou-se que o IR de IgG1 foi menor e a
frequéncia de resposta e os IRs de IgG2 e IgG4 foram maiores entre Pl e E. O nivel
de IFN-y foi maior no grupo Cl que em M enquanto IFN-y, IL-4, IL-10, IL-8, MCP-1 e
MIP-18 foram maiores no grupo Pl quando comparado ao grupo E. IL-10
correlacionou-se significativamente com os IRs dos anticorpos contra as trés
proteinas estudadas. Dessa forma nossos dados sugerem que a coinfec¢cdo com
parasitoses intestinais parece nao estar interferindo na resposta imune humoral a
antigenos candidatos a uma vacina antimalarica.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Marcelle Marcolino de Franca

The geographic distribution of the Plasmodium and intestinal parasites are
overlapped over the world, therefore malaria co-infection with intestinal parasites are
common in tropical regions of the planet. The immune response against Plasmodium
is characterized by a Thl profile and also antibodies production against erythrocytic
stages, which IgG1 and 1gG3 cytophilic antibodies are related to protective immunity.
On the other hand, Helminth infections induce a strong immunoregulatory and Th2
response that can inhibit the inflammatory response against malaria, fetching
possible consequences for clinical disease. Thus the aim of our study was to
evaluate the occurrence of alterations in epidemiological and haematological
parameters, level of cytokines and the humoral immune response against three
Plasmodium vivax antigens (AMA-1, MSP-1 and CVC) in individuals co-infected with
malaria and intestinal parasites and in individuals with single infections. The blood of
280 volunteers living in the city of Porto Velho, Ronddnia, was collected for parasite
examination, automated blood cell count and to obtain the plasma used in the
guantification of antibodies and cytokine and chemokine levels. A stool sample was
also collected for detection of intestinal parasites was also collected. The four groups
formed Malaria (M) Intestinal Parasites (Pl), Coinfected ( CI) and Exposed (E)
showed no differences in the epidemiological parameters. The hemoglobin
concentrations, as well as the frequency of anemic patients, were not different
between groups M e CI. The total population showed a prevalence of IgG response
of 62.9%, 65.7% and 68.6% respectively against AMA-1, MSP-1 and CVC. The
frequency response of total IgG against MSP-1 was higher in group M than in group
ClI while the frequency response and reactivity index (RI) of total IgG and IgG1 anti
IR-MSP-1 were lower in Pl when compared with group E. Regarding to anti-AMA-1,
we observed that the IR 1gG1 was lower and the frequency response and the IRs of
IgG2 and IgG4 were higher between Pl and E. The level of IFN-y was higher in that
group M as CI IFN-y, IL-4, IL-10, IL-8, MCP-1 and MIP-13 were higher in group PI
compared to the group E. IL-10 was significantly correlated with the IRs of antibodies
against three proteins studied. Thus our data suggest that co-infection with intestinal
parasites presented low interference in the humoral immune response to malaria
vaccine candidates.
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INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais da malaria

A malaria € uma doenca parasitaria e vetorial causada por protozoarios do
género Plasmodium sp. Das mais de 100 espécies existentes de plasmodio (1),
apenas 5 sao descritas como capazes de infectar o homem: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, restrita ao oeste da
Africa e Plasmodium knowlesi, um plasmoédio de simio e presente na Asia,
recentemente descrito como capaz de infectar o ser humano (2). P. falciparum e P.
vivax causam 95% das infec¢des, onde a primeira espécie esta associada a uma
forma mais grave da doenca enquanto a segunda geralmente causa uma infeccao
considerada mais branda. Os vetores da malaria sdo fémeas de mosquitos do
género Anopheles. Aproximadamente 60 espécies de Anopheles s&o transmissoras
de malaria na natureza (1), sendo Anopheles gambiae e An. darlingi as principais
espécies vetores de malaria humana, na Africa e no Brasil, respectivamente (3,4).
Tendo sua ocorréncia localizada nas regifes tropicais e subtropicais do planeta a
malaria permanece como uma doenca estritamente ligada a pobreza, uma vez que
paises que apresentam menor renda per capita apresentam também uma maior taxa
de mortalidade por malaria.

A sintomatologia da malaria € caracterizada frequentemente por febres e
calafrios, que podem ser acompanhados por dores de cabeca, mialgia, fraqueza,
nauseas e vomitos. Também podem estar presentes outros sintomas clinicos tais
como esplenomegalia, anemia, trombocitopenia, hipoglicemia, disfuncéo renal ou
pulmonar e alteracdes neurologicas. O quadro clinico esta associado com alguns
fatores como a espécie de plasmédio infectante, o nivel de parasitemia e resposta

imune do paciente.

1.2 Ciclo biolégico do Plasmodium spp.

O ciclo biologico do plasmaédio é complexo e apresenta uma etapa assexuada
no hospedeiro vertebrado e outra sexuada no hospedeiro invertebrado. No

hospedeiro vertebrado desenvolve uma fase pré-eritrocitica e uma fase eritrocitica.
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Durante o repasto sanguineo, fémeas de anofelinos infectadas inoculam os
esporozoitas na pele. Acreditava-se que esses esporozoitas deixavam rapidamente
o local da inoculagéo, porém estudos com plasmaodio de roedor demonstraram que a
maioria dos esporozoitas permanece na derme no local da inoculacdo por horas,
ocorrendo uma lenta liberacdo de parte desses esporozoitas para a circulacéo
sanguinea (5), enquanto outra parte permanece na pele, provavelmente sendo
eliminado por fagocitos (6) ou cai na circulagéo linfatica chegando até os linfonodos,
onde sao degradados (5).

Uma vez na corrente sanguinea 0s esporozoitas alcancam rapidamente o
figado, primeiramente aderindo ao endotélio dos sinusdides hepéticos e
posteriormente cruzando a barreira sinusoidal, provavelmente através das células de
Kupffer. No parénquima hepatico, esses esporozoitas atravessam ativamente
numerosos hepatocitos, até encontrarem um determinado hepatécito final no qual
ocorre a formacdo do vacuolo parasitéfaro. Dentro do vacuolo parasitéfaro os
esporozoitas sofrem diversas transformacdes até formarem esquizontes hepaticos
repletos de merozoitas, em um processo chamado esquizogonia exo-eritrocitica.
Nessa fase pré-eritrocitica a infeccdo € assintomatica. Em um dado momento o0s
merozoitas sdo liberados do esquizonte hepéatico chegando até a corrente
sanguinea, onde encontram e infectam os eritrocitos, iniciando a fase eritrocitica da
infeccdo (7,8). Para P. vivax e P. ovale alguns esporozoitas podem ndo se
desenvolver e formam um estagio dormente, conhecido como hipnozoita (9), que
pode permanecer no figado por semanas até anos, e quando reativado provocar
recidivas de malaria.

A invasao dos merozoitas nos eritrocitos € um processo ativo e complexo que
envolve interacbes moleculares altamente especificas de proteinas ligantes no
complexo apical e na superficie do merozoita com receptores nas membranas das
hemacias. Ocorre um reconhecimento inicial e uma ligagdo reversivel do merozoita
com a membrana dos eritrocitos, mediado por uma classe de proteinas de superficie
de merozoita (MSP), principalmente por MSP-1, que interage com a proteina banda
3 na superficie do eritrécito (10); em seguida acontece uma reorientacdo do
merozoita com uma ligacdo irreversivel, promovida por uma proteina
transmembrana, o antigeno 1 de membrana apical (AMA-1) (11). Estas proteinas
(MSP e AMA-1) séo provavelmente muito importantes na invasao, ja que anticorpos

direcionados contra elas podem bloquear este processo (11,12). Posteriormente
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ocorre a invaginacdo do merozoita pela membrana do eritrécito e formacédo de um
novo vacuolo parasitéfaro, culminando na invasdo propriamente dita. Apds a
invasao, eritrocitos infectados por P. vivax, sofrem alteracbes em suas membranas
plasmaticas apresentando estruturas conhecidas como complexos cavéola-vesicula
(CVC) (13). Esses complexos sao caracterizados por invaginacdes (cavéolas) da
membrana do eritrécito associadas a diversas vesiculas que parecem estar
conectadas com a base das depressdes caveolares. O principal componente dos
complexos caveéola-vesicula € uma proteina de 95kDa predominantemente expressa
nestas estruturas pertencente a superfamilia PHIST (“Plasmodium helical
interspersed subtelomeric”) (14).

Dentro da hemécia o parasito se diferencia em trofozoita jovem, com forma de
anel, para em seguida tornar-se um trofozoita maduro, que passara por um processo
de reproducdo assexuada formando o0s esquizontes sanguineos, que contém
aproximadamente 20 merozoitas por esquizonte. Esses esquizontes heméticos sao
rompidos e 0os merozoitas sdo liberados na corrente sanguinea, infectando novos
eritrocitos, repetindo assim o ciclo eritrocitico (7,8). O rompimento das hemacias com
a liberacdo dos merozoitas acontece de maneira sincronizada em intervalos
regulares de 48 a 72 horas, dependendo da espécie plasmodial, coincidindo com o
aumento da temperatura corporal, febre e aparecimento outras manifestacoes
clinicas caracteristicas da malaria, ao fim de cada ciclo eritrocitico (1).

Em um dado momento, uma pequena propor¢cdo dos merozoitas se diferencia
em gametocitos femininos (macrogametacitos) e masculinos (microgametdcitos) que
poderdo ser ingeridos durante o repasto sanguineo de fémeas de anofelinos, onde
ocorre a fase sexuada do ciclo do plasmédio. No intestino do mosquito suscetivel os
microgametocitos sofrem um processo de exflagelacdo e tornam-se o0s
microgametas que se fundem aos macrogametas, culminando na fertilizacdo e
formacdo do zigoto. O zigoto transforma-se em oocineto, uma forma modvel, que
penetra as células da parede do intestino do mosquito e se desenvolve até oocisto,
onde ocorre a esporogonia, com formacéo de diversos esporozoitas. Quando ocorre
a ruptura dos oocistos, 0s esporozoitas sdo liberados na hemocele e alcangcam as
glandulas salivares, tornando estes anofelinos capazes de infectar novos

hospedeiros vertebrados e recomecar o ciclo.
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Figura 2.1 Esquema representativo do ciclo biol6gic o de Plasmodium spp.
Adaptado de Centro para Controle de Doencas (CDC —  Atlanta), 2005

1.3 Distribuicdo da malaria no mundo

Mesmo sendo uma doenga muito antiga, existindo relatos de episodios febris
em manuscritos de antigas civilizagoes, e apesar dos esfor¢cos para o seu controle, a
malaria permanece como um dos mais graves problemas globais de saude publica.
Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, ou em inglés WHO) indicam
que 3,3 bilhdes de pessoas, quase metade da populacdo mundial, estdo sob risco
de contrair maléria, sendo a doenca prevalente em torno de 100 paises, ocorrendo
cerca de 250 milhdes de casos, resultando em aproximadamente 1 milhdo de
mortes. Em 2010, em todo o planeta foram estimados 219 milhdes de casos de
malaria, causando 660 mil mortes (15).

A maior parte dos casos de malaria (80%) e 90% das mortes causadas por
esta doenca acontecem no continente africano, principalmente na regiao
subsaariana, sendo gravidas e criangas menores de 5 anos os principais grupos de

risco. Estatisticas alarmantes indicam que a cada minuto uma crianca africana morre
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em virtude de malaria. Apenas 14 paises sao responsaveis por 80% das mortes
estimadas por malaria, sendo Republica Democratica do Congo e Nigéria os paises
com o maior numero de casos fatais dessa doenca.

Fora da Africa as regifes do sudeste da Asia e do leste do Mediterraneo detém
a maioria dos episédios de maléaria, correspondendo respectivamente a 13% e 5%
dos casos totais do planeta. Nas Américas, em 2010, foram registrados
aproximadamente 1,1 milhdes de casos estimados de malaria, ocorrendo em 21
paises, onde Brasil e Colébmbia foram juntos responsaveis por 68% dos casos. A
maioria dos paises americanos apresentou uma tendéncia de diminuicdo no numero
de casos de malaria (15).

P. falciparum e P. vivax sdo as principais espécies plasmodiais causadoras de
malaria no mundo. P. falciparum é a espécie mais prevalente na Africa e no mundo,
sendo responsavel pelas formas mais graves de malaria, como a maléaria cerebral.
Ja P. vivax apresenta maior dispersdo, sendo a espécie mais prevalente na Asia e
na Ameérica e geralmente associada com formas benignas da infeccdo (15);
entretanto diversos estudos recentes tém relatado quadros graves de malaria
causada por P. vivax com alterac¢des clinicas como insuficiéncia renal (16), anemia
profunda (17), complicacbes respiratérias e pulmonares (18,19), coma e outras
complicacBes neuroldgicas (20,21).



Figura 2.2 Areas de risco de transmissdo de maléaria em 2010. Fonte: WHO,
2011

1.4 Distribuicdo da maléria no Brasil

O histérico de maléaria no Brasil mostra que no século passado houve uma
grande variacdo no numero de casos de malaria por ano, principalmente em virtude
das alteracdes nos programas de controle e erradicacdo da malaria, mas também
por conta de outros fatores como movimentos migratérios e ocupagdo desordenada
da regido Amazoénica. Nesse periodo houve também mudancas nas frequéncias das
duas principais espécies plasmodiais presentes no pais: até o final da década de
1980 as prevaléncias de P. vivax e P. falciparum eram semelhantes, em torno de
50% dos casos para cada um dos plasmaodios e a partir da década de 1990 P. vivax
passou a ser a espécie mais prevalente, mantendo-se nessa posi¢do até os dias
atuais, sendo responsavel por cerca de 84% dos casos registrados de malaria em
todo o pais, enquanto os casos por P. falciparum correspondem aos outros 16%. Os
casos por P. malariae sado raramente observados (22).

Atualmente o Brasil € responsavel por mais da metade dos casos de malaria
nas Américas e em 2011 registrou 267.054 casos da doencga (23). Mais de 99% dos
casos de malaria no nosso pais ocorrem na Amazonia Legal, regido formada pelos

estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Ronddnia,
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Roraima e Tocantins, mas mesmo dentro desta regido ocorre uma grande variacao
do indice Parasitario Anual (nimero de casos de malaria a cada mil habitantes - IPA)
entre 0s municipios (22).
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Figura 2.3 Areas de transmissdo de malaria no Brasi | de acordo com o IPA em
2011. Fonte: Sivep — Malaria
1.5 Caracteristicas gerais da coinfeccdo de malaria com parasitoses

intestinais

Infecgcbes por multiplos parasitos sdo comuns na natureza. As taxas de
coinfeccdo dependem da distribuicdo espacial das condicdes ambientais que
permitem a transmissdo dos parasitos, mas também dependem das interagcfes
imunologicas e de outros fatores, gerados a partir da infeccdo pelos parasitos, que
possam alterar a susceptibilidade genética ou o comportamento do hospedeiro.

Os parasitos intestinais estdo entre os patdgenos mais frequentemente
encontrados em seres humanos, constituindo agravo importante a saude. Dentre os
helmintos, os mais prevalentes sdo os nematelmintos Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Ancylostoma duodenale e Necator americanus. Dentre 0s protozoarios
destacam-se Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. A Organizacdo Mundial de
Saude estima que existam, em todo o mundo, cerca de 1 milhdo de individuos
infectados por A. lumbricoides, sendo apenas pouco menor o contingente infestado
por T. trichiura e pelos ancilostomideos. Estima-se, também, que 200 e 500 milhdes
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de individuos, respectivamente, alberguem G. lamblia e E. histolytica. As parasitoses
intestinais, helmintoses e protozooses, caracterizam-se por serem doengas muito
comuns em todo o planeta, sendo endémicas nas regifes tropicais e paises em
desenvolvimento, constituindo um grande problema de saude publica (24). Estas
areas endémicas apresentam caracteristicas geograficas, climaticas e
socioeconémicas que favorecem a existéncia e manutencao de diversas espécies de
parasitos intestinais.

Dessa forma, protozoarios do género Plasmodium sp., agentes etioldgicos da
malaria, e muitas espécies de parasitos intestinais (protozoarios e helmintos)
compartiiham da mesma area de distribuicdo geografica, podendo assim ambos 0s
tipos de parasitos coinfectar uma mesma populagcdo de hospedeiros. Parasitos que
coinfectam um mesmo hospedeiro podem interagir uns com 0s outros positivamente
(facilitacdo) ou negativamente (competicdo) através de diferentes mecanismos como
competicao por fonte de recursos, interacées mediadas por via imune e interferéncia
direta (25). Os dados de coinfeccdo existentes na literatura sdo focados na
coinfeccdo malaria-helminto, ndo se tendo amplo conhecimento a respeito das

coinfeccdes de plasmodio com protozoarios intestinais.

1.6 Alteracdes hematoldgicas na malaria

Em virtude do plasmédio, na maior parte do seu complexo ciclo de vida, ser um
parasito sanguineo, € compreensivel que as infec¢cdes malaricas induzam alteracdes
hematolégicas. As principais anormalidades hematoldgicas associadas a malaria
sdo anemia e plaguetopenia (ou trombocitopenia) (26). Também existem relatos de
outras reacdes hematologicas em virtude da malaria como leucocitose, linfocitose,
neutropenia, monocitose (27), leucopenia, neutrofilia (28), eosinofilia (29),
eosinopenia (30) e aumento no numero de bastbes (31). Alguns estudos tém
demonstrado resultados contrastantes no que diz respeito as modificacbes nos
parametros hematoldgicos indicando que nem sempre uma mesma alteracdo
hematoldgica esta presente em todos os individuos com malaria.

A anemia € uma das causas mais comuns de morbidade e mortalidade nas
infeccdes malaricas principalmente nas mulheres gravidas e criangas. A anemia na
malaria parece ser resultado de um processo multifatorial envolvendo o aumento na

remocao dos eritrécitos infectados e ndo infectados e da diminui¢cdo da producédo de
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eritrécitos na medula éssea (32). P. falciparum apresenta maior capacidade de
induzir quadros graves de anemia que P. vivax, entretanto P. vivax também é capaz
de causar anemia grave (33).

A plaguetopenia, caracterizada por diminuicdo no numero de plaquetas abaixo
de 150.000 células/mm3, € uma alteracdo hematologica bastante comum nos
individuos com maléaria, principalmente no inicio da infeccdo. A patogénese da
plaguetopenia por malaria € complexa e deve estar associada a eventos como
disturbios de coagulacdo, esplenomegalia e destruicAo das plaquetas por
macrofagos, alteracbes na medula Ossea, destruicdo de plaquetas mediada por
anticorpos, estresse oxidativo e agregacdo plaquetaria (34). Apesar de a
plaguetopenia ser bastante comum na maléria, episdédios hemorragicos sao
raramente observados e estdo associados com trombocitopenia grave ou

coagulacéo intravascular disseminada (35-37).

1.7 Imunidade na malaria

A resposta imune desencadeada na maléria é complexa e ainda ndo esta
completamente esclarecida, mas sabe-se que € espécie e estagio especifica, e
tendo em vista o complexo ciclo biolégico do plasmodio no qual o parasito apresenta
estagios de vida antigenicamente distintos, essa resposta envolve uma gama de
mecanismos imunoldgicos que agem contra as diferentes formas do plasmaédio (38).

E bem estabelecido na literatura que individuos que residem em regifes
endémicas adquirem imunidade para malaria através da exposicdo natural ao
plasmoédio. Este fendbmeno € conhecido como imunidade naturalmente adquirida,
caracterizada por ser um estado nado estéril de protecdo imune contra os parasitos,
mantendo baixos 0s niveis de parasitemia, e contra as manifestacdes clinicas,
tornando-as praticamente ausente. Imunidade naturalmente adquirida € resultado de
uma continua exposi¢ao a sucessivas infeccoes (39).

O sistema imune humano pode atuar contra praticamente qualquer estagio do
ciclo de vida do parasito, desde a entrada do esporozoita até o processo de
fertilizacdo dos gametas no intestino do anofelino (40), porém o fendmeno de
imunidade naturalmente adquirida parece ter como alvo primario o estagio

sanguineo da infeccao (39).



1.8 Resposta imune na fase eritrocitica da infeccao

A invasdo das hemacias pelo plasmédio € um processo chave no
estabelecimento da infeccdo maléarica, no qual estdo envolvidas diversas proteinas
na superficie do merozoita, como as MSP-1 a 9 e AMA-1 (41). Dessa forma tais
proteinas devem ser um importante alvo da resposta imune protetora.

A resposta imune contra 0s estagios assexuados sanguineos esta associada
com a resposta mediada por anticorpos. Estudos de transferéncia adotiva de soros
de individuos que apresentavam imunidade naturalmente adquirida contra malaria
para individuos que nunca tiveram contato com o plasmdédio demonstraram que
aqueles que receberam 0 soro apresentaram protecdo contra a maléria clinica ou
diminuicdo na gravidade e carga parasitaria da doenca (42,43). Estudos como esses
demonstraram que os anticorpos desempenham um papel importante na aquisicéo
de imunidade contra a malaria clinica.

Além do esporozoita, 0 merozoita é o Unico estagio no hospedeiro humano no
qual o parasito da malaria é extracelular, sendo um alvo visivel aos anticorpos que
podem atuar matando o merozoita ou inibindo sua adesdo, entrada ou
desenvolvimento no interior dos eritrécitos. Os anticorpos direcionados aos
merozoitas podem atuar de diversas formas: (a) ligando-se as proteinas da
superficie do merozoita responséaveis pela interacdo entre o parasito e a superficie
do eritrocito, assim bloqueando a invasao dos merozoitas nestas células sanguineas
(44); (b) ativando vias do sistema complemento que medeiam a lise da membrana
do merozoita (45); (c) opsonizando os merozoitas facilitando o seu reconhecimento
e ingestédo pelos macrofagos (46); (d) mediando o processo de citotoxidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) que causa a morte e remocao do parasito (47).
Anticorpos contra as formas eritrocitarias também podem mediar o processo de
inibicdo celular dependente de anticorpo (ADCI), levando a inibicdo do crescimento
do parasito (48). Alguns trabalhos tém sugerido que os niveis de anticorpos contra
epitopos de proteinas de invasdao como MSP-1, MSP-2 e AMA-1 poderiam ser
marcadores de protecdo contra malaria clinica (49-52), entretanto outros trabalhos
nao corroboram essas evidéncias (53-55).

Estudos de ADCI in vitro demonstraram que embora os niveis de anticorpos
imunoglobulina (Ig)G total anti-P. falciparum fossem semelhantes, apenas o0s

anticorpos 1gG dos individuos que apresentavam protecdo clinica de malaria
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cooperaram eficientemente com os mondcitos sanguineos. Ja os anticorpos dos
individuos néo protegidos ndo foram capazes de realizar essa fung¢éo evidenciando
qgue a eficiéncia da resposta ndo esta relacionada somente com a quantidade de
anticorpos IgG, mas sim com as subclasses destes anticorpos (56).

Diferentes subclasses de anticorpos IgG podem exercer papéis distintos na
resposta imune contra o plasmédio. Trabalhos demonstram que anticorpos
protetores parecem atuar em conjunto com alguns tipos celulares efetores, como
monaocitos, sugerindo sua caracteristica citofilica (57). Dessa forma, os anticorpos
citofilicos sdo os principais componentes de uma resposta imune humoral eficiente
onde ocorre a eliminagdo do parasito. As subclasses citofilicas IgG1 e 1gG3 contra
antigenos de P. falciparum predominam nos individuos que apresentam imunidade
clinica contra a malaria enquanto nos individuos que desenvolveram episédios da
doenca ocorre uma alteracdo no perfil das subclasses, com predominio da
subclasse ndo citofilica IgG2 (56).

IgG1 e IgG3 podem se ligar aos antigenos de superficie do eritrocito e auxiliar
na fagocitose por meio dos receptores FcyRI e FcyRIl, podendo também auxiliar nos
processos de ADCI e ADCC (56,58). Mediadores soluveis, provavelmente o fator de
necrose tumoral (TNF)-a e oéxido nitrico, liberados pelas células efetoras séo
possivelmente as substancias que geram o efeito neutralizante na inibicdo do
crescimento do parasito no ADCI e agem bloqueando a divisdo celular do parasito
no estagio intraeritrocitico (59). Em areas endémicas, o predominio de anticorpos
citofilicos estd associado com baixa parasitemia e ao baixo risco de ataque clinico
de malaria (60).

Anticorpos néo citofilicos IgG2 e IgG4 podem competir pelos mesmos dominios
ou dominios préoximos com anticorpos citofilicos, prejudicando as respostas efetoras
eficientes de IgGl e 1gG3, causando um certo grau de desequilibrio, sendo
responsaveis pela geracdo de um estado de resisténcia ou susceptibilidade a
malaria (56,61).

Estudos em modelos animais também mostraram que a predominancia de
anticorpos citofilicos esté relacionada com protecdo. Em camundongos, anticorpos
citofilicos 1gG2a estdo associados com a protecdo contra infec¢cdes causadas por
Plasmodium sp. (62—64). J& em camundongos imunizados com MSP-1,9 observou-
se que IgGl e I1gG2 poderiam conferir protecdo contra a infeccdo letal com
Plasmodium yoelii YM (65).
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Entretanto nem todos os estudos associam a presenca de anticorpos citofilicos
com protecdo, pois isto pode ser influenciado por fatores como a cepa e /ou
antigenos do parasito utilizados e caracteristicas genéticas da populacéo estudada.
Anticorpos 1gG3 direcionados contra os antigenos RESA (antigeno de superficie de
eritrocito infectado pelo trofozoita jovem) e MSP-1 de P. falciparum ndo estavam
correlacionados com protecdo em Madagascar e Papua Nova Guiné (66), da mesma
forma que foram encontrados niveis mais altos de IgG1l contra esses mesmos
antigenos em individuos nao protegidos quando comparados a individuos protegidos
em Madagascar (67). Com relacdo a IgG2, um estudo demonstrou associacao entre
altos niveis dessa subclasse com baixo risco de infeccdo por P. falciparum em
criangcas com menos de 6 meses de idade (68).

Mesmo com o papel primordial dos anticorpos na imunidade antiparasitaria
contra as formas eritrociticas, ndo se pode desprezar a resposta imune mediada por
células nem os mediadores secretados por elas ja que esses também participam do
processo imune. Estudos realizados em humanos demonstraram que voluntarios
nao imunes e sem histéria prévia de malaria quando inoculados repetidamente com
doses ultrabaixas de eritrocitos infectados por P. falciparum desenvolveram
imunidade protetora frente o desafio com doses infectantes do parasito, e nestes
individuos n&o foram observados a presenca de parasitos no sangue e tdo pouco
sintomatologia da doenca. Estes individuos sadios apresentaram resposta
proliferativa de célula T, tanto cluster of differentiation CD8+ quanto CD4+ e resposta
de citocinas com liberacdo de interferon (IFN-y), mas néao de interleucina IL-4 e IL-
10, além da inducdo de altas concentragbes da atividade da enzima Oxido nitrico
sintase nas células mononucleares do sangue periférico. Esse mesmo padrao néo
foi observado em individuos naturalmente infectados com P. falciparum (69).

Entre os linfécitos T, as células T CD4+ parecem ser as mais importantes no
desenvolvimento de imunidade contra o estdgio sanguineo da infeccdo. Essas
células podem se diferenciar em células T helper 1 (Thl) ou Th2 de acordo com o
tipo de citocinas secretadas por elas, sendo a manutencéo do equilibrio entre estas
duas populag¢des fundamental para a resolucao da infecgao.

Na fase inicial dos estagios eritrociticos a resposta do hospedeiro € geralmente
acompanhada pela producéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-183, IL-6 e TNF-
a, juntamente com uma resposta destacada de IFN-y (70-74), caracterizando um

perfil de resposta Thl. Estas citocinas pré-inflamatérias, com exce¢do do TNF-a
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(75), parecem atuar juntamente com reativos de nitrogénio e metabdlitos de oxigénio
na eliminacdo do parasito e controle da parasitemia (8). Modelos animais de malaria
em roedor demonstraram que IFN-y, células T CD4+ e células B sdo necessérias no
desenvolvimento de imunidade protetora (76,77). Em um estagio mais tardio da
infeccdo as células T CD4+ mudam seu perfil de resposta Thl para um perfil com
secrecdo de citocinas do tipo Th2, que providenciam auxilio para as células B na
producéo de anticorpos (76).

Um estudo de infeccdo natural em humanos indicou que a fase eritrocitica da
malaria induziu uma populacdo de células com caracteristicas de células T
regulatérias (78). A inducdo destas células T regulatorias foi precedida por um
aumento nos niveis de fator de crescimento tumoral (TGF)-B e correlacionada com a
diminuicdo da producdo de citocinas inflamatérias e com aumento na taxa de
crescimento do parasito. Assim foi sugerido que tal fenébmeno seja utilizado como
estratégia de sobrevivéncia do parasito. Da mesma forma, a infeccdo de
camundongos BALB/C deletados de células T CD4+CD25+ (perfil regulatorio) com
uma amostra letal de P. yoelii protegeu estes camundongos da morte pela infeccao,
através do controle da parasitemia. Esse estudo indica que a inducao de células T
regulatérias contribui para a supressao imune e permite o crescimento do parasito
(79).

Uma resposta imune inadequada pode resultar em altos niveis de parasitemia
e malaria grave com complicagbes como anemia, acidose metabdlica e malaria
cerebral (80). O desenvolvimento da patologia na malaria estad associado com um
desequilibrio nos niveis das citocinas envolvidas na regulacdo da resposta
inflamatoria (81) com consequente desequilibrio nos niveis das citocinas efetoras.
Mesmo que as respostas pro-inflamatdrias estejam associadas com imunidade
protetora contra malaria na fase eritrocitica da infec¢éo, superproducéo de IFN-y e
TNF-a predispde o individuo a desenvolver quadros de exacerbagdo da doenca e
patologia grave de malaria (80,81). TNF-a e IL-1 sédo pirébgenos enddgenos,
produzidos por macrofagos ao entrarem em contato com metabolitos do plasmadio,
que atuam no centro de regulacdo do hipotalamo, provocando aumento da
temperatura corporal, caracterizando a febre observada na ruptura das hemacias
infectadas (82). Assim, a resposta regulatoria que parece suprimir a resposta imune
e permitir o crescimento do parasito pode também contribuir para o controle da

resposta inflamatéria e prevenir a malaria grave. Além disso, citocinas anti-
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inflamatorias como IL-10 e TGF- e a proporcao de IL-10/TNF-a podem ter um efeito

protetor contra a patologia da malaria, como sugerido por diversos estudos (83,84).

1.9 A coinfeccgéo e a resposta imune

Estudos de coinfeccdo malaria-helminto estdo direcionados para o0s
mecanismos de interacdo entre 0s parasitos por via imunomediada, isto em virtude
dos conhecidos efeitos imunomoduladores causados pelos helmintos (85,86). As
infec¢des helminticas polarizam a resposta do hospedeiro para um perfil imune Th2
caracterizado por altos niveis de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, eosinofilia, altas
concentracfes no soro de IgE (87,88) e de anticorpos nao-citofilicos 1gG2, 1gG4 e
IgM (89). Apesar desta forte resposta Th2, helmintos adultos frequentemente
sobrevivem por anos em hospedeiros imunocompetentes, possivelmente através da
inducdo de mecanismos imunorregulatorios. Estes mecanismos incluem a inducao
de células T regulatérias e modulacdo de células do sistema imune inato, como
macrofagos e células dendriticas, o que resulta em ambiente anti-inflamatério
caracterizado por niveis aumentados de IL-10 e TGF-B (90). Esta rede regulatoria no
hospedeiro pode ser caracterizada como hiporresponsividade imunologica, a qual
protege a eliminacdo dos helmintos, mas ao mesmo tempo protege o hospedeiro
contra a patologia em virtude de uma possivel inflamacdo excessiva (88,91). Esta
hiporresponsividade ndo é direcionada somente contra antigenos dos helmintos,
mas parece se estender para antigenos de terceiros. Diversos estudos
demonstraram associacdo negativa entre infeccbes helminticas crbnicas e
reatividade alérgica a alérgenos comuns (92,93). Tratamento com anti-helmintico em
criancas na Venezuela e no Gab&o resultou no aumento da atividade atopica a
acaros de poeira doméstica (94,95). Estudos examinando os efeitos das infec¢des
helminticas na vacinacdo demonstraram que a resposta imune a vacina pode ser
modificada. Por exemplo, infec¢cdo crénica com esquistossomo ou com Onchocerca
volvulus modulou a reatividade imune na vacinacdo com tétano ou com BCG,
resultando em menor resposta anti-vacina (96,97). Infec¢coes com helmintos também
alteram a resposta aos virus: pacientes coinfectados com Schistosoma mansoni e
virus da hepatite C (HCV) apresentaram reducdo na resposta de células T
especificas contra HCV comparados aos pacientes infectados somente com o virus

(98). Em modelo animal, camundongos coinfectados com o0 nematdodeo murino
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Litomosoides sigmodontis e Leishmania major possuiam a maior parte da resposta
imune contra Leishmania inalteradas, mas o aparecimento de lesdes foi mais tardio,
indicando que a progressao da doenca foi influenciada pela presenca da infeccao
helmintica concomitante (99).

Dessa forma, a resposta imune fortemente regulatoria desencadeada pela
infecc@o helmintica poderia prejudicar a resposta imune Thl eficaz contra a infec¢édo
por plasmédio, o que tornaria 0 hospedeiro mais suscetivel a desenvolver altos
niveis de parasitemia e sintomas de malaria. Por outro lado, esta resposta
regulatoria também poderia ter um efeito benéfico ao hospedeiro por diminuir os
efeitos nocivos de uma possivel reacdo inflamatoria exagerada causada por
citocinas do perfil Thl, assim ajudando a controlar a imunopatologia resultante da
infeccdo por plasmaédio; neste caso poderia diminuir a probabilidade de desenvolver
quadros de malaria grave. Além da influéncia do perfil regulatério das infeccoes
helminticas na malaria, o forte perfil Th2 pode se contrapor ao Thl, pela classica
dicotomia Th1xTh2, podendo também induzir maior producdo de anticorpos nao
citofilicos como 1gG4 no lugar dos anticorpos citofilicos, prejudicando a resposta
eficiente na diminuicdo da carga parasitaria. Entretanto o real papel desempenhado
por helmintos no curso da maléria ainda ndo est4 esclarecido.

Estudos tém investigado as interacdes existentes entre o plasmédio e
helmintos durante uma coinfec¢do e demonstrado resultados conflitantes. E sugerido
que ocorra tanto a presenca de sinergismo quanto de antagonismo nas infeccoes
simultaneas por nematdédeos e protozoarios (100). Assim, algumas pesquisas
realizadas com modelos animais indicaram a existéncia de efeito facilitador de
Schistosoma sobre a infec¢do por Plasmodium sp. (101), enquanto outras sugeriram
um efeito supressor (102). Alguns estudos epidemioldgicos reportaram um efeito
protetor da infeccdo helmintica sobre a densidade parasitaria na infeccdo por P.
falciparum ou sobre as manifestacfes clinicas da doenca (103), enquanto outros
demonstraram um risco aumentado de infec¢cdo por Plasmodium sp. ou malaria
naqueles individuos coinfectados com helmintos (104). Estes resultados
contraditorios podem ser atribuidos as diferentes espécies de helmintos e fenétipos
estudados (clinico ou parasitologico) e as diferentes populacdes expostas a niveis
distintos de transmissao das infeccoes.

Analisando especificamente a interagdo de Ascaris com Plasmodium sp.

observaram-se resultados inconclusivos. Um dos primeiros estudos de coinfeccao
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realizado em populagdes extremamente malnutridas mostrou que a infec¢ao por A.
lumbricoides leva a supressédo da malaria (105). Outro trabalho no Zaire demonstrou
uma associacao positiva entre a infeccdo com A. lumbricoides e P. falciparum (106).

InfeccBes parasitarias concomitantes podem induzir modifica¢cdes na resposta
imune especifica a antigenos de cada patdégeno, produzindo assim modificacdes nas
manifestacdes clinicas das doencas causadas por eles. Schistosoma e Plasmodium
sp. induzem em alguma fase da infeccdo uma resposta Th2-like e recentemente foi
descrito em individuos do Quénia, Uganda e Sudao a presenca de anticorpos 1gG3
que reagiam cruzadamente para antigenos de plasmodio e esquistossomo,
demonstrando uma forte correlagdo na resposta desta subclasse de anticorpo para
as duas infecgcdes, sugerindo que uma reatividade cruzada de anticorpos contra
esquistossomo e plasmodio pode conferir uma protecdo a malaria nos individuos
infectados com este helminto (107). Um fendmeno similar pode estar envolvido na
coinfeccao de A. lumbricoides e P. falciparum, como sugerido pela demonstracéo da
reatividade de anticorpos aos antigenos de esquistossomo em pacientes com A.
lumbricoides (108).

Outros trabalhos mostram mudancas na resposta de anticorpos aos antigenos
plasmodiais em individuos coinfectados com helmintos. Os niveis de anticorpos
citofilicos antimalaricos direcionados contra extrato total de P. falciparum diminuiam
proporcionalmente com aumento da infeccdo por esquistossomo (109). No Senegal,
0s niveis de anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 especificos para MSP-3 de P.
falciparum, candidato a uma vacina antimaléarica, estavam diminuidos, enquanto 0s
de 1gG4 nao-citofilico especifico para MSP-3 encontravam-se aumentados em
portadores de helmintos e Plasmodium sp. (110). Individuos com malaria e
portadores de Schistosoma haematobium apresentaram menor nivel de anticorpos
IgG1 especificos aos antigenos MSP-1 e GLURP de P. falciparum quando
comparados aos individuos ndo infectados por este helminto (111).

A resposta imune contra protozoarios intestinais ndo € tdo destacadamente
imunorregulatéria como a resposta induzida por helmintos, entretanto infeccbes
cronicas por protozoarios foram sugeridas como possivelmente associadas ao perfil
de resposta imune reguladora do tipo 1 (112). Por exemplo, a resposta imune contra
G. lamblia, um dos protozoarios intestinais mais prevalentes, envolve tanto a
resposta celular quanto a humoral. Estudos relatam que os anticorpos contra giardia

atuam ativando a via classica do sistema complemento que leva a lise do parasito
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(113), limitando a invasdo dos tecidos pelos trofozoitas de giardia. Entretanto a
defesa mais substancial esta na imunidade de mucosa e acdo de anticorpos IgA
(114). A producéao de IL-6 por linfécitos T estava aumentada nos individuos com G.
lamblia comparado aos que ndo abrigavam esse protozoario. Também ocorreu
aumento nos niveis de IL-10 produzido por células da imunidade inata nos
individuos infectados com altas cargas de G. lamblia, tornando possivel a ideia de
que altas cargas de G. lamblia induzam resposta reguladora inata; ambas as
estimulacdes para secrecédo das duas citocinas foram realizadas com antigenos néo
pertencentes a giardia (115). Dessa forma é razoavel pensar que as infeccdes por
parasitos intestinais também possa influenciar em outras infeccdes no mesmo
hospedeiro.

Os enteroparasitos podem causar aos seus portadores danos como obstrucéo
intestinal (A. lumbricoides), desnutricdo (A. lumbricoides e T. trichiura), quadros de
diarréia (G. lamblia e E. histolytica) e anemia (ancilostomideos) (24). Os
ancilostomideos causam anemia, entretanto esta alteracdo hematologica também foi
associada com infeccao de moderada a alta intensidade de T. trichiura (116). O
impacto das infeccbes por A. lumbricoides sobre a anemia ainda ndo esti
esclarecido. Como a anemia € uma caracteristica hematologica também fortemente
associada a malaria, diversos trabalhos avaliaram o impacto da coinfec¢cdo maléria-
helminto sobre a anemia nos individuos portadores dos dois tipos de parasitos, e
alguns destes trabalhos encontraram resultados contrastantes. Em um trabalho
realizado em criangas nigerianas, a frequéncia de anemia nas criangas coinfectadas
com P. falciparum e A. lumbricoides néo foi diferente da frequéncia de individuos
anémicos portadores somente de P. falciparum, indicando que neste caso a malaria
€ a principal causa de anemia (117). No Zimbabue, a prevaléncia de anemia no
grupo de criancas coinfectadas com P. falciparum e helmintos foi maior que no
grupo de criancas com somente uma infec¢ao (118). Estudo realizado no estado do
Amazonas demonstrou que a concentracdo de hemoglobina durante o ataque de
malaria encontrava-se aumentada nas crian¢gas que além da malaria por P. vivax
também estavam infectadas com helmintos intestinais quando comparado as
criangas que estavam somente com P. vivax, sugerindo que a infeccao helmintica
concomitante estava protegendo as criancas de desenvolver anemia (119). As

respostas imunorreguladora e Th2 induzidas pelas infec¢cées helminticas podem
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atenuar o perfil Thl da malaria, levando a diminuicdo da gravidade da anemia
malarica, através da secrec¢do de citocinas como IL-10 e TGF-f3.

A eosinofilia, nimero de eosindfilos maior que 450 células/mm?® é uma
alteracdo hematologica bastante comum nas infec¢cdes helminticas. Geralmente as
infeccdes por protozoarios como Plasmodium spp., G. lambia e E. histolytica ndo
causam eosinofilia (120). Os eosindfilos sdo estimulados por citocinas especificas
como GM-CSF, IL-3 e IL-5. Linfécitos T ativados por infeccbes parasitarias
produzem IL-5, estimulo predominante para eosinofilia que assim como IL-4 levam
ao aumento de producdo de IgE (121) para a resolucdo da infeccado helmintica.
Mesmo que a eosinofilia ndo seja uma caracteristica marcante na malaria, um
estudo demonstrou que individuos com infeccbes assintomaticas por P. falciparum
apresentavam aumento na frequéncia de eosinofilos e que durante a fase aguda da
malaria o numero de eosindfilos diminuia, mas ocorria elevacdo nos niveis
plasmaticos de proteina eosinofilica catibnica e proteina X eosinofilica, marcadores
de funcdo de eosinodfilos. Dessa forma, o menor nimero de eosindfilos durante a
fase aguda da malaria seria devido ao sequestro destas células nos tecidos e nao
em virtude de menor producdo de eosinofilos na medula 6ssea. Assim é possivel
gue os eosindfilos ou seus granulos protéicos possam participar na resposta contra
a maléria (122). Assim, nas coinfec¢cdes de malaria com parasitoses intestinais as
alteracdes nos numeros de eosindfilos poderiam ter alguma implicacdo na resposta

imune direcionada contra ambos os parasitos.

1.10 O desenvolvimento de vacina antimalarica

Tradicionalmente, as vacinas sao derivadas de organismos atenuados ou de
preparacdes antigénicas. Essas vacinas previnem um grande namero de infeccbes
por microrganismos que sao facilmente cultivados in vitro. As caracteristicas basicas
de determinados virus e bactérias como forma Unica, numero de genes
relativamente pequeno e limitadas alterac6es morfolégicas e bioquimicas, facilitam o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora. Esses fatos fazem com que
conceitos gerados pela imunizacdo contra infeccdes virais e bacterianas nao
possam ser aplicados a muitas doencas parasitarias (123).

A dificuldade prética de uma vacinagcdo contra a malaria com parasitos

atenuados ou com preparacdes antigénicas €, principalmente, devido a necessidade
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de cultura dos parasitos, em larga escala e livres de contaminacdo com
componentes celulares do hospedeiro. Além de apresentar um custo relativamente
alto, as preparacdes antigénicas séo de dificil reprodutibilidade. Consequentemente,
o desenvolvimento de uma vacina antimalarica necessita de modernas técnicas
como a sintese quimica ou a tecnologia de DNA recombinante para a producédo de
antigenos (123).

A estratégia para o desenvolvimento de uma vacina vem focalizando,
principalmente, a determinacdo de antigenos-alvo, essenciais para o0
desenvolvimento e sobrevivéncia do parasito. Sendo assim, os trés principais tipos
de vacinas que podem ser desenvolvidos sdo contra os estdgios preé-eritrocitico,
eritrocitico assexuado e eritrocitico sexuado.

As vacinas contra o estagio pré-eritrocitico, poderiam impedir a penetracado do
esporozoita no hepatécito e/ou agir sobre as células hepaticas infectadas, impedindo
o desenvolvimento do parasito e, consequentemente, a liberacdo dos merozoitas.
Tais vacinas poderiam prevenir tanto o desenvolvimento da doenca, visto que 0s
sintomas clinicos s6 se manifestam durante a fase eritrocitica, quanto a transmisséo
da malaria, ja que ndo haveria a formacdo de gametaocitos.

As vacinas contra o estagio eritrocitico assexuado, ndo preveniriam a infeccao,
mas interferiiam no desenvolvimento da doenca através da diminuicdo da carga
parasitaria impedindo a penetracdo de merozoitas nas heméacias, a adesédo de
esquizontes ao endotélio vascular, implicada no desenvolvimento da malaria
cerebral. Além disso, impediriam a formacéo de gametdécitos e consequentemente a
transmissao.

Em contraste, as vacinas contra o0 estagio eritrocitico sexuado, também
chamadas de vacinas altruistas, ndo preveniriam a infeccdo nem a doenca.
Entretanto, impediriam o desenvolvimento do parasito no mosquito, bloqueando a
transmissao.

Nos ultimos 20 anos um progresso significativo tem sido obtido na identificacao
e caracterizacdo molecular e imunolégica de proteinas de varios estagios do P.
falciparum candidatas a uma vacina. No caso do P. vivax, apesar de sua alta
prevaléncia em varias partes do mundo, inclusive no Brasil, a busca de vacinas
contra o P. vivax é pouco explorada e o numero de genes clonados que codificam
para proteinas antigenicamente relevantes ainda é pequeno (124) quando

comparado ao P. falciparum. Uma das razdes principais € a falta de um sistema in
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vitro para o cultivo continuo do P. vivax, como ja estabelecido para o P. falciparum.
As dificuldades de manutencéo do parasito em cultura se devem ao fato de que o P.
vivax invade preferencialmente ou quase que exclusivamente reticulécitos os quais
normalmente correspondem a apenas 1% da populacdo total de eritrécitos no
homem (125,126). Consequentemente, a obtencéo de reticulocitos em quantidades
suficientes para manter um cultivo continuo no laboratério ndo é uma tarefa facil. Por
essa razao, 0s grupos que estudam o P. vivax sdo obrigados a obter parasitos de
macacos Saimiri sp. infectados com cepas adaptadas para esse animal ou a estudar
plasmadios simianos (P. cynomolgi e P. knowlesi) filogeneticamente mais proximos e

com caracteristicas similares ao P. vivax (127).

Desenvolvimento
no mosquito

DEP
REP1
MIPa

Figura 2.4 Proteinas descritas como candidatas pote  nciais a compor uma
vacina contra a malaria em relacdo a sua expressdo  durante o ciclo evolutivo.
Realcadas nos quadros as proteinas de  P. vivax
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1.11 Candidatos vacinais utilizados no trabalho

1.11.1 AMA-1

O antigeno 1 de membrana apical (AMA-1) € uma proteina de 83 kDa
sintetizada por estagios sanguineos maduros do parasito e também por
esporozoitas (128), sendo localizado inicialmente nos micronemas (129,130). A
estrutura primaria deduzida da sua sequéncia génica sugere que AMA-1 apresenta
caracteristicas estruturais de uma proteina integral de membrana tipo 1, com um
curto dominio transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica na regiao C-
terminal (131,132). Em todos os genes caracterizados de AMA-1 de Plasmodium
spp., 16 residuos invariantes de cisteina estédo codificados na regido ectoplasmatica,
e a analise do padrdao de pontes dissulfeto sugere uma divisdo em trés dominios
distintos, | Il e lll, que sdo estabilizados, respectivamente, com trés, duas e trés
pontes dissulfeto (133,134). Antes da invasdo dos merozoitas nos eritrocitos a
proteina AMA-1 € processada em um produto de 66 kDa e entdo liberada na
superficie do merozoita momentos antes ou durante 0 processo de invaséo
(131,133). O grau de conservacdo constatado entre as sequéncias dessa proteina
implica que sua funcao biologica seja conservada entre as diferentes espécies de
Plasmodium spp. (135) e talvez entre outros apicomplexa (136). Acredita-se que
uma das suas fun¢des seja facilitar a reorientagdo do merozoita apos adesdao inicial,
de modo que as roptrias e 0os complexos de micronemas sejam expostos na
superficie dos eritrocitos durante a invasao do parasito (11,137), ou ainda, iniciar o
contato entre o parasito e o eritrécito, acdo dependente da ligacdo de proteinas
Duffy (11). Treeck e colaboradores (2009) demonstraram que essa proteina tem um
papel essencial no movimento de juncdo e que a fosforilacdo do dominio
citoplasmatico € um pré-requisito para a invasao do parasito no eritrécito (138). Aléem
disso, a analise cristalografica da AMA-1 de P. vivax revelou que os seus dominios |
e Il sdo estruturalmente similares entre si e pertencem a superfamilia PAN de
proteinas. Esses dominios PAN fazem parte de proteinas micronemais de
Apicomplexa, que desempenham importante papel na invasdo do hospedeiro (131).
O potencial antigénico da proteina AMA-1 foi observado, inicialmente, apds a
imunizacdo de macacos Rhesus sp. com a proteina nativa purificada de P. knowlesi
(PK66), a qual foi capaz de induzir protecdo parcial contra infeccao (139). Além
disso, imunizacbes experimentais em roedores e primatas, utilizando a proteina
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recombinante AMA-1, evidenciaram protecdo contra malaria (130,140). Ensaios
clinicos de Fase 1, realizados em humanos, demonstraram que AMA-1 de P.
falciparum, expressa tanto em Pichia pastoris quanto em Escherichia coli, associada
a adjuvantes do tipo Alhydrogel ou AS02A, é segura e imunogénica, desencadeando
potente resposta humoral, celular e de citocinas do tipo IFN-y e IL-5 quando
administrada em individuos adultos sadios nunca expostos a infeccdo (141-143).
Verificou-se também nesses estudos o0 desencadeamento de atividade bioldgica
contra malaria em ensaio de inibicdo de invaséo in vitro (143).

Na Africa, em estudo soroepidemioldgico observou-se que criangas maiores
de dois anos e adultos apresentavam anticorpos que reconhecem uma proteina
recombinante correspondente a AMA-1 de P. falciparum, a PF83 (144). No Quénia,
estudo longitudinal realizado em populacdo residente em area endémica para P.
falciparum observou uma consideravel propor¢do de individuos portadores de
anticorpos naturalmente adquiridos e reatividade celular frente a AMA-1 (145).

Dos poucos estudos soroepidemioldgicos descritos na literatura, a maioria
tem sido realizada em areas hiperendémicas e utilizam como alvo a AMA-1 de P.
falciparum. No Brasil, a resposta contra AMA-1 de P. vivax (PvVAMA-1) foi avaliada
em individuos expostos a transmissao em regides do Estado do Pard; a proteina foi
reconhecida por grande parte de individuos naturalmente expostos (85%),
apresentando predominio da resposta do tipo IgG1 (146). Outro estudo realizado no
Brasil (147) demonstrou que a proteina AMA-1 de P. vivax € naturalmente
imunogénica em individuos que apresentam diferentes graus de exposicdo a
infeccdo por malaria. Neste estudo, observou-se que a prevaléncia e os niveis de
IgG, 1gG1 e IgG3 anti-Pv-AMA-1 aumentam com o tempo de exposi¢ao a infeccao.
Além disso, a frequéncia de resposta positiva e os niveis de IgG foram maiores em
areas onde a prevaléncia de malaria apresentou maior intensidade (147). Com fulcro
nessas evidéncias de alto reconhecimento da proteina PvAMA-1 em individuos com
diferentes graus de exposicdo ao P. vivax, Mufalo e colaboradores realizaram estudo
em que se verificou que a regidao do dominio Il (DIl) apresentou semelhanca no grau
de reconhecimento de anticorpos IgG em individuos infectados em comparagédo aos
niveis detectados contra o ectodominio (AMA-1) (148). Esse mesmo grupo
demonstrou a imunogenicidade do DIl de PvAMA-1, em conjugacao com diferentes
formulacbes de adjuvantes, o que pode indicar que o DIl deve continuar sendo

avaliado como parte de uma vacina de subunidade (149).
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O polimorfismo dessa proteina ocorre de forma nao aleatdéria na regiao
codificadora dentro do ectodominio, especialmente no dominio | (dominio mais
polimdrfico), sugerindo que essa regido seja 0 principal alvo da resposta imune
(150). Esse polimorfismo pode ser determinante para a morbidade da doenca, uma
vez que ja foi demonstrada forte associacdo entre a forma clinica e os residuos
Glul87 e Glu243 no gene AMA-1 de P. falciparum (151), e entre trombocitopenia e a
presenca dos residuos Y193 e S210 (152). Grosso modo, apesar de AMA-1
constituir um alvo potencial para uma vacina protetora contra malaria, existem
poucos relatos sobre a caracterizacdo da resposta imune de humanos contra esta
proteina. A maioria dos estudos até entdo realizados tém como foco a resposta
imune humoral, o0 que nos leva a acreditar que estudos direcionados para o
entendimento da interacdo entre antigenos vacinais e a resposta imune humoral e
também celular do hospedeiro seriam necessarios para determinar o papel dessas

proteinas na geracdo de uma resposta imune protetora.

1.11.2 MSP-1

A proteina 1 de superficie de merozoitas (MSP-1) tem sido intensivamente
estudada como alvo potencial para protecdo imune (153). Essa proteina é
sintetizada como um precursor de alto peso molecular (180 a 230 kDa) durante a
esquizogonia, e é depois processada em quatro principais fragmentos de proteinas
de superficie de merozoitas, de aproximadamente 83, 30, 3 e 42 kDa (134). Em um
segundo processamento, ocorre a clivagem do fragmento C-terminal do fragmento
de 42 kDa em um peptideo de 33 kDa, que é liberado na circulagdo, e em outra
porcdo de 19 kDa, que permanece ancorada, via ancora de glicofosfatidilinositol
(GPI), sobre a superficie do merozoita (154). Esses eventos de clivagem parecem
ser essenciais para a invasao do parasito (155). Essa proteina de 19 kDa da regiéo
C-terminal da MSP-1 (MSP-19) € considerada uma das principais candidatas a
vacina contra Plasmodium spp. (70).

Embora a funcdo precisa da MSP-1i9 ainda ndo seja conhecida, a analise
estrutural de cristais de MSP-1,9 indica a presenca de dois dominios similares ao
fator de crescimento epidermal (EGF) (156), sendo que a comparacao de
sequéncias sugere que a mesma conformacdo esteja presente em todas as
espécies de Plasmodium spp. (157). De fato, a homologia entre MSP-1,9 de P. vivax
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e P. falciparum é estimada em torno de 35%, mas sua funcdo parece ser
conservada entre as espécies (158).

Em certas condigbes a MSP-1,9 pode induzir imunidade em macacos (159) e
em camundongos (65,160,161). A vacinagdo com MSP-1;9 de P. cynomolgi foi
altamente efetiva, induzindo altos titulos de anticorpos contra merozoitas e
reduzindo significativamente a parasitemia apos o desafio de macacos com as
formas sanguineas desse parasito (162). Protecdo parcial contra a infeccdo com
formas sanguineas de P. vivax também foi obtida em macacos imunizados com a
proteina recombinante MSP-114 (163). Em humanos, ensaios de fase 1 evidenciaram
a seguranca e imunogenicidade da MSP-135, na qual a imunizacdo de voluntarios
ndo expostos a infeccdo com diferentes formas alélicas da proteina recombinante
induziu altos niveis de citocinas Thl (IFN-y) e Th2 (IL-4 e IL-10) antigeno especificos
(164). Além disso, altos titulos de anticorpos especificos acompanhados de altos
indices de proliferagdo celular e pronunciada resposta de memoéria detectada por
ELISPOT foram demonstrados para essa proteina (165). De forma geral, altos titulos
de anticorpos anti-MSP-119 parecem ser essenciais para protecdo contra altas
parasitemias (70).

A MSP-1,9 apresenta polimorfismos (166-168), apesar do efeito desses na
imunidade induzida por vacinas em humanos nao ser conhecida (70). A analise da
sequéncia de nucleotideos da MSP-1,9 de 28 isolados de P. vivax no Brasil revelou
gue as sequéncias de DNA codificadoras desta proteina sdo conservadas, néo
apresentando polimorfismo genético, e que os anticorpos produzidos por individuos
naturalmente expostos reconhecem predominantemente epitopos conservados
presentes em ambas as formas alélicas da proteina (169).

Em contraste com os intensos estudos realizados com MSP-1;9 de P.
falciparum, poucos estudos séo conduzidos utilizando a proteina correspondente de
P. vivax (170). No Brasil, poucos estudos imunoepidemioldgicos tém sido realizados
e normalmente sdo limitados a uma area de transmisséo focal (169,171,172). Da
mesma forma que para AMA-1, ainda sdo necessarios estudos que demonstrem a
interacdo entre antigenos vacinas com células do hospedeiro e a geracdo de

resposta imune protetora.
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1.11.3CVvC

Na fase eritrocitica do P. vivax as hemacias parasitadas sofrem alteracdes
visiveis por microscopia Otica. Estas alteracbes morfoldégicas denominadas de
granulacdo de Shiffner tém sido pouco estudadas e estdo associadas a um
complexo caveolar formado por vesiculas denominado de CVC (Complexo Cavéola-
Vesicula). CVC foi primeiramente observada em microscopia eletrbnica em 1975
(13) e descrita como vesiculas que se estendem pela base da cavéola formada em
eritrocitos infectados por P. vivax (173). As estruturas caveolares estdo abertas para
o exterior da célula hospedeira e fisicamente acumula o corante Giemsa formando
os granulos de Schiffner na superficie da membrana do eritrocito infectado (14).
Como esse complexo é formado e qual a sua fungéo ainda nédo é conhecido, porém
tem sido sugerida a funcdo de transporte de nutrientes ou liberagcdo de metabdlitos

do parasito presente na hemacia infectada (13,174,175).
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1.12 Justificativa

A coinfeccdo humana por mudultiplas espécies de parasitos na natureza €
comumente observada e recentes estudos epidemioldgicos indicam que essa
interacao representa um desafio na ecologia de parasitos e na saude humana.

No homem, tém sido descritas associacbes da infeccdo por malaria com
salmonela, helmintos, HIV e tuberculose (176,177), a maioria em populacdes
africanas. Entretanto, os dados sdo controversos, alguns mostrando uma maior
susceptibilidade , outros menor susceptibilidade ou nenhuma influéncia na evolucéo
da malaria clinica grave ou com acometimento cerebral (178).

Considerando que nas areas endémicas de malaria no Brasil, a populacéo
também esteja exposta a outros patdgenos, a nossa hipétese € que a coinfeccdo de
malaria com parasitos intestinais (helmintos e protozoarios) exista e que essa
interacdo possa causar alteracdes no balanco entre a resposta imune e a evolucao
clinica do hospedeiro infectado. Além disso, as pesquisas em vacinas contra a
malaria precisam levar em consideracdo a influéncia do poliparasitismo na
imunogenicidade de antigenos candidatos.

Tendo em vista que os trabalhos que abordam as coinfec¢bes entre plasmaodio
e parasitoses intestinais sao raros, e que estes sao principalmente voltados para P.
falciparum, € importante o desenvolvimento de estudos direcionados para P. vivax,
ja que esta espécie é a principal responsavel pelos casos de malaria no Brasil. E
possivel que individuos coinfectados apresentem alteracbes na resposta imune
especifica a um dos patdgenos devido a presenca do outro. Dessa forma € possivel
que a coinfeccdo de Plasmodium sp. e parasitos intestinais modifique o perfil de
resposta imunoldgica a determinados antigenos especificos do plasmddio. Esta
modificacdo pode ser relevante em termos de prevencdao, vacinacao e tratamento ja
gue a resposta imune antimalarica diferenciada em individuos coinfectados exigiria a
adocado de medidas visando a diminuicdo dessas modificacdes. Isto torna os estudos
de coinfeccdo entre os dois parasitos de grande importancia no planejamento de

acOes antimalaricas em &reas endémicas de P. vivax.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de alteracbes no perfil de aspectos hematoldgicos e da
resposta imune humoral a antigenos candidatos a compor uma vacina antimalarica em
individuos coinfectados com Plasmodium spp. e parasitos intestinais (helmintos e
protozoarios) em populacdes naturalmente expostas a infeccdo em uma area rural no

municipio de Porto Velho, Rondoénia.

2.2 Metas

> Verificar a presenca e prevaléncia da coinfec¢cao de Plasmodium spp. e
parasitos intestinais frequentes no estado de Rondoénia;

> Investigar os aspectos epidemiologicos mais importantes na malaria e
na associacao com parasitoses intestinais;

> Determinar as alteracdes hematoldgicas nos elementos figurados do
sangue periférico (anemia, leucopenia, plaquetopenia, entre outras) associadas a
coinfeccao;

> Avaliar a resposta imune humoral contra antigenos de P. vivax
candidatos a compor uma vacina antimalarica (AMA-1 e MSP-1;9) e contra a

proteina CVC e a influéncia da coinfeccdo com parasitos intestinais nessa resposta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Porto Velho, capital do estado
de Rondénia. Rondénia possui 52 municipios e extensdo geografica de 237.590 km?,
com populacdo de aproximadamente 1.562.409 habitantes, segundo dados do IBGE
de 2010, pertencendo a regido Norte do Brasil e fazendo parte da Amazonia Legal
(Figura 3.1).

A malaria permanece como uma doenca endémica na regido Amazobnica,
considerando-se que 99% dos casos de malaria no pais ocorrem nessa regiao.
Rondonia registrou 30.371 casos de malaria em 2011, sendo o terceiro estado com
maior numero de casos no Brasil e apresentando IPA igual a 48,41, 27,53 e 22,5 nos

anos de 2007, 2010 e 2011, anos em que foram realizadas as coletas do material

analisado.
[ Sem informagio
[ 1PA <50
W PA: S0
Figura 3.1 Localizacdo de Rondonia apresentando os | PAs dos seus

municipios em 2010

O assentamento Joana D’arc esta localizado na area rural do municipio de
Porto Velho (aproximadamente a 100 km do centro), e apesar de existir a pelo
menos 10 anos e possuir cerca de 1400 familias assentadas apresenta

infraestrutura precaria e servico de saude limitado, com apenas um posto de
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atencao basica e um laboratorio para atendimento dos casos de malaria, mas néo
possui nenhuma medida para conter os problemas de saude local. A fonte de renda
dos moradores provém da agricultura e pequena pecudria voltada para fabricacédo
de queijos. A presenca de todos os fatores determinantes como clima e a presenca
de criadouros de mosquitos do género Anopheles condicionam a presenca da
malaria na area. Como agravante, as casas ficam muito proximas da floresta e de
colecdes de agua e muitas delas apresentam estrutura aberta proporcionando um
contato intenso dos moradores com os anofelinos presentes no local. Ndo ha
saneamento basico no assentamento e as casas nao possuem nem mesmo
banheiro, o que aumenta a possibilidade dos habitantes contrairem parasitoses
intestinais.

Foram realizados trés trabalhos de campo em diferentes épocas: o primeiro
entre julho e setembro de 2007, constituindo uma coleta passiva, onde os individuos
buscavam atendimento no posto de diagndstico de malaria da Policlinica Ana
Adelaide, unidade da secretaria estadual de saude de Ronddnia (Figura 3.2); e 0s
outros dois trabalhos de campo realizados entre junho e julho de 2010 e maio e
junho de 2011, caracterizados por uma busca ativa de casos nas residéncias do

assentamento Joana D’arc (Figura 3.3).

Figura 3.2 Policlinica Ana Adelaide, local onde foi realizado o primeiro trabalho
de campo em 2007
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Figura 3.3 Assentamento Joana D’Arc, local onde for  am realizados o segundo
e o terceiro trabalhos de campo, mostrando a estrut ura das casas e as
atividades realizadas durante as visitas aos domici  lios

3.2 Voluntarios

Foram considerados elegiveis para o nosso estudo pessoas com mais de 10
anos de idade, moradores da regidao de Porto Velho com excecdo de individuos

pertencentes a populagbes indigenas, deficientes intelectuais, gravidas e
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parturientes. Foram coletadas amostras de 280 individuos. Na primeira coleta,
realizada na Policlinica Ana Adelaide, participaram do estudo 46 individuos com
diagnostico positivo de malaria. Nas outras duas coletas foram coletadas amostras
de 234 individuos presentes nas residéncias e que aceitaram participar de nosso
estudo. Para todos os 280 individuos participantes do presente estudo no momento
da coleta de sangue foram realizados gota espessa e distensdo sanguinea para
diagnostico de malaria e exame parasitologico de fezes para a deteccdo de
parasitoses intestinais. Os individuos que apresentaram diagndstico parasitolégico
positivo para malaria ou para parasitoses intestinais receberam tratamento
terapéutico especifico para a eliminacéo da infeccao.

Os voluntérios do estudo foram informados sobre como ocorre a transmissao
de malaria, os seus métodos profilaticos e o0 projeto de pesquisa em
desenvolvimento, leram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
que formaliza a participagcdo do individuo na presente pesquisa em realizacao
(Apéndice A). Apds a confirmacdo da participagdo no estudo, os individuos eram
submetidos a uma entrevista onde respondiam a um questionario para obtencéo de
dados gerais como nome e idade e dados de carater epidemiologico, como tempo
de residéncia em area endémica de malaria, tempo desde a ultima maléaria, nimero
de malarias anteriores, dentre outros (Apéndice B).

Este estudo obteve duas aprovacbes no Comité de Etica em Pesquisa
(CEP/FIOCRUZ) sob os numeros 354/06 e 492/08.

3.3 Coleta de sangue

Apéds a assinatura do termo de consentimento de participacdo no projeto de
pesquisa, foram coletadas amostras de sangue por puncdo endovenosa com O
sistema a vacuo de coleta, utilizando tubos do tipo vacutainer (Becton Dickison and
Company, Franklin Lakes, USA) com heparina (20 mL de sangue) para a obtencéo
do plasma e tubos vacutainer com EDTA (10 mL de sangue) para obtencdo de
sangue total para realizacdo do hemograma e futuros estudos, em cada paciente.
No campo, em Porto Velho, as amostras de sangue foram processadas e 0s
plasmas separados, congelados a -20°C e transportados em gelo seco para o
Laboratério de Imunoparasitologia, IOC, FIOCRUZ, no Rio de Janeiro.
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3.4 Diagnostico parasitolégico de malaria

O diagnostico parasitolégico de malaria foi realizado através de laminas de
distensé@o sanguinea e gota espessa coradas pelo Giemsa (Sigma Chemical CO, St
Louis, USA) e analisadas por microscopistas experientes. Este diagndstico foi feito
em todos os individuos que queriam realizar o0 exame, mesmo naqueles que néo
participaram do estudo. A parasitemia foi calculada através do método da gota
espessa a partir da contagem do numero de parasitos (considerando todas as
espécies e estagios presentes) em 500 leucdcitos, posteriormente ajustando para
um valor final de parasitemia que leva em conta que o nimero meédio de leucocitos &
igual a 6000.

3.5 Exame parasitolégico de fezes

Uma amostra de fezes de cada um dos voluntarios do estudo foi encaminhada
para o Laboratorio de Andlises Clinicas Sao Lucas, localizado em Porto Velho, para
a realizacdo do exame parasitolégico de fezes. Foi utilizado o método de
sedimentacao espontanea que consistiu ha mistura das fezes com agua, filtragdo em
gaze cirurgica e repouso do material por ao menos 2 horas para a sedimentacédo dos
restos fecais; apos esse periodo uma porcdo do sedimento foi colocada em lamina
de vidro, adicionado lugol e coberto com laminula e observado em microscopio.
Outra técnica utilizada foi sedimentagé@o por centrifugacdo em éter onde a amostra
fecal foi homogeneizada com formol 10%, filtrada e éter-sulfurico foi adicionado a
mistura, que posteriormente foi centrifugada por 1 minuto a 1500 RPM e o
sedimentado resultante misturado a solugéo salina e/ou lugol, que entéo foi colocado
em lamina e coberto por laminula para visualizagdo no microscopio 6tico. Ambas as
abordagens foram utilizadas para a identificacdo de ovos e larvas de helmintos e

cistos e oocistos de protozoarios intestinais.

3.6 Calculo amostral

Como nédo se tem dados de coinfeccdo na area estudada, o calculo amostral foi

baseado nas infeccbes a serem estudadas. Utilizamos o calculo amostral para
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proporcao para uma prevaléncia de 0,5, significancia de 5%, erro absoluto de 0,1 e

20% de perdas. O total de amostras necessaria para o estudo foram 274.

3.7 Formacdo dos grupos de estudo em relacio ao dia gndstico

parasitologico

A partir dos diagnosticos de malaria e parasitoses intestinais foram formados
0S quatro grupos de estudo: grupo Malaria (M) , formado por individuos com
diagnostico positivo de malaria somente; grupo Parasitoses Intestinais (Pl)
composto por individuos com diagnostico positivo de parasitoses intestinais
somente; grupo Coinfectado (Cl) , formado por individuos com diagndstico positivo
tanto de malaria quanto de parasitoses intestinais e grupo Exposto (E) , composto
por pessoas com diagndstico negativo de malaria e de parasitoses intestinais. As
analises foram realizadas comparando-se as diferencas em cada um dos

parametros a frente estudados (Figura 3.4).
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Parasitoses

Malaria Intestinais
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Figura 3.4 Esquema representativo da formacdo dos 4 grupos de estudo de
acordo com o diagnostico de malaria e parasitoses i ntestinais

3.8 Exames hematoldgicos

Uma amostra de sangue de cada participante do estudo foi enviada para o
Laboratério de Analises Clinicas Sao Lucas, localizado em Porto Velho, para a
realizacdo do hemograma completo, onde foram quantificados o0s seguintes
parametros: concentracdo de hemoglobina (g/dL), hematdcrito (%), volume globular
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meédio (VGM - dg/dL), hemoglobina globular média (HGM — pg), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM - %), indice de anisocitose (%), numero de
hemacias  (milhdes/mm?®), plaquetas  (mil/mm?®, leucécitos, neutréfilos,
metamielocitos, bastdes, segmentados, eosindfilos, basofilos, linfocitos tipicos e

atipicos, mondcitos e reticulécitos (células/mm?®).

3.9 Proteinas Recombinantes

3.9.1 PvVvMSP-1

As proteinas recombinantes representando o fragmento de 19 kDa da regido C-
terminal da Proteina 1 de Superficie de Merozoita (aa 1616 — 1704) foram
produzidas e expressas em Escherichia coli e gentilmente cedidas pelo Dr. Mauricio

Rodrigues (Figura 3.5).

PvMSP-1

1616 1704
P

B Feaido conservada -

[ ] Regido semi-conservada
MSP-1,4

Figura 3.5 Representacdo esquema tica da PVvMSP-1 ;o utilizada neste estudo.
Adaptado de Putaporntip et al., 2000 (179).

3.9.2 PVvAMA-1

As proteinas recombinantes, representando regidoes codificadoras dos dominios
I, I e Il do Antigeno Apical de Membrana Pv-AMA-1 (aa 43-487), como
representado na Figura 3.6, foram produzidas em E. coli a partir do vetor de
expressdo pET-22b no Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da

Universidade de Sao Paulo e gentilmente cedidas pela Dra. Irene Soares.
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Figura 3.6 Representacdo esquematica da proteina recombinante PVAMA1
utilizada em nosso trabalho.

3.9.3 PvCVC

A proteina recombinante PvVHIST/85-CVC representando a proteina do
complexo caveolar formado por vesiculas denominado de CVC foi produzida na

Emory University e gentilmente cedidas pela Dra. Mary Galinski.

3.10 Anélise da resposta imune humoral

A resposta imune humoral dos participantes do estudo foi avaliada através da
reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses (IgG1l, 1gG2, IgG3 e 1gG4)
presentes no plasma contra as proteinas antigénicas candidatas vacinais AMA-1,
MSP-1 e CVC de P. vivax. Somente os individuos que apresentaram resposta

positiva de 1gG total tiveram seus plasmas testados para as subclasses de IgG.

3.10.1 ELISA para a detecgédo de IgG total

Placas de 96 pocos (Nunc/Maxicorp) foram sensibilizadas por 12 a 16h a 4°C
com 200 ng da proteina recombinante (AMA-1, MSP-1;9 ou CVC) diluidos em
tampdao fosfato-salino (PBS). Apds esse periodo as placas foram lavadas 3x com
PBS acrescido de 0,05% de Tween 20 (PBS- tween) e bloqueadas com 200 pL por
poco de PBS-tween com 5% de leite desnatado (PBS-molico) por 1h. Entao,
novamente as placas foram lavadas 3x com PBS-tween e incubadas com o0 soro
diluido em PBS-molico na proporcdo de 1:100 por 1h a 37°C, onde cada soro foi
testado em duplicata. Apos outras 3 lavagens com PBS-tween, as placas foram
incubadas com anticorpo monoclonal anti-lgG conjugado a peroxidase (Sigma)
diluido em PBS-molico na proporcéo de 1:1000 por 1h a 37°C. Depois de mais um
ciclo de lavagens foi feita a revelagao das placas, a partir da incubagéo com solucéo
reveladora contendo OPD (O-fenilenediamina 1-2 Benediamina — Sigma), tampao
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citrato-fosfato (CeHgO7 e Na;HPO,4, pH=5,0) e H,O, por 3 a 5 minutos a temperatura
ambiente e em seguida a reacao de revelacdo foi paralisada com H,SO,4 2N. As
leituras das densidades 6pticas (DOs) foram realizadas a 492 nm no leitor de ELISA
(Modelo Biotek ELx800) do Laboratério de Imunoparasitologia.

Em cada placa foram colocados soros-padréo reativos (controle positivo do
experimento) e soros-padrdo ndo reativos de individuos moradores de areas nao
endémicas de maldria que nunca contrairam a doenca (controle negativo do
experimento). Em cada experimento foi calculada a média das DOs dos controles
negativos e trés desvios-padrao foram somados a esta média, obtendo-se assim o
valor do cut-off. As médias das DOs das duplicatas de cada soro foram divididas
pelo cut-off do experimento e o valor desta razdo foi chamado de indice de
Reatividade (IR). Soros com indice de reatividade maior que 1 foram considerados
positivos, ou seja, apresentavam resposta positiva de anticorpos IgG contra o

antigeno testado.

3.10.2 ELISA para a deteccao de subclasses de IgG

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas por 12 a 16h a 4°C com 200 ng da
proteina recombinante (AMA-1 ou MSP-1;9) diluidos em tampéo fosfato-salino
(PBS). Neste mesmo periodo parte da placa foi sensibilizada com uma das
subclasses de 1gG purificada (1gG1, 1gG2, 1gG3 ou IgG4 - Sigma) para a realizacéo
da curva-padrdo, iniciada na concentracdo de 16 pg/mL da subclasse, diluida
seriadamente em PBS e finalizada na concentracdo de 0,0075 pg/mL. Apds a
sensibilizagao, as placas foram lavadas 3x com PBS- tween e bloqueadas com 200
UL por poco de PBS-molico por 1h. Apos o bloqueio as placas foram lavadas mais
3x com PBS-tween e incubadas com soro diluido em PBS-molico na proporcao de
1:100 por 1h a 37°C, onde o soro de cada voluntario foi testado em duplicata. Para a
deteccdo das subclasses de IgG, apés outras 3 lavagens com PBS-tween, as placas
foram incubadas com cada um dos anticorpos monoclonais conjugados a peroxidase
(Sigma) anti-IgG1, anti-IlgG2, anti-lgG3 e anti 1gG4 diluidos em PBS-molico na
proporcao de 1:1000 por 1h a 37°C. Depois de mais um ciclo de lavagens foi feita a
revelacdo das placas, a partir da incubacdo por 3 a 5 minutos a temperatura
ambiente com solugéo reveladora contendo o substrato OPD (O-fenilenediamina 1-2
Benediamina — Sigma), tampao citrato-fosfato (CsHgO; € Na,HPO4, pH=5,0) e H,0O;
a reacdo de revelacao foi paralisada com H,SO4 2N. As leituras das densidades
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opticas (DOs) foram realizadas a 492 nm no leitor de ELISA (Biotek Modelo ELx800)
do Laboratoério de Imunoparasitologia.

Em cada placa foram colocados soros-padréo reativos (controle positivo do
experimento) e soros-padrdo nédo reativos de individuos moradores de areas nao
endémicas de malaria que nunca contrairam a doenca (controle negativo do
experimento). Para cada uma das subclasses, em cada experimento foi calculada a
média das DOs dos controles negativos e trés desvios-padrao foram somados a esta
média, obtendo-se assim o valor do cut-off da subclasse. As médias das DOs das
duplicatas de cada soro foram divididas pelo cut-off encontrando-se o valor do indice
de reatividade. Soros com indice de reatividade maior que 1 foram considerados
positivos para a subclasse de IgG, ou seja, apresentavam resposta positiva da
determinada subclasse de IgG estudada contra o antigeno testado.

Os testes para deteccdo das subclasses de IgG para as proteinas PVAMA-1 e
PvMSP-1 foram realizados nos individuos que apresentaram resposta IgG positiva
para os antigenos. N&o foram realizados testes de deteccdo de subclasses de IgG

anti-CVC, mas serdo realizados futuramente.

3.11 Avaliacdo dos niveis séricos de citocinas

3.11.1 Luminex: Dosagem simultanea de mudltiplas cit ocinas (multiplex)

presentes no plasma dos individuos estudados

Os niveis séricos de seis citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TNF-a) e 3
quimiocinas (IL-8, MCP-1, MIP-1B) foram avaliados utilizando o Kit comercial (17-
plex human cytokine panel, Bio-Rad, EUA).

Placas de 96-pocos com fundo chato foram pré-umedecidas com 100 pL do
“tampdao de ensaio”, sendo a solucdo aspirada em seguida, utilizando uma succao a
vacuo (Millipore Corporation, Billerica, EUA). Ap0s essa etapa, 50 uL das
microesferas revestidas com anticorpos monoclonais para a deteccao das citocinas
e quimiocinas mencionadas acima foram adicionadas aos poc¢os, sendo a placa
aspirada a vacuo logo apos com ajuda de lavador de placas com base magnética.

Em seguida, de acordo com instru¢cdes do kit, a placa foi lavada com o tampéao
de lavagem fornecido pelo kit, aspirada a vacuo, e entdo, 50 yL das amostras das
curvas-padrédo de cada citocina avaliada, em concentra¢gfes variando de 32.000 a
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1,95 pg/mL para elaboracéo das respectivas curvas, e 50 uL de plasma néo diluido
de cada individuo, foram adicionados aos seus poc¢os correspondentes na placa,
que foi entdo incubada no escuro, sob leve agitacao por 30 minutos, e em seguida
novamente submetida a suc¢éo a vacuo.

ApoOs nova lavagem, 25 uL de anticorpos de deteccdo, diluidos conforme
orientacdo do fabricante, foram adicionados em cada pog¢o e incubados por 30
minutos no escuro e sob leve agitacdo. Entdo a placa foi novamente lavada com o
tampdao de lavagem fornecido pelo kit. Por fim, a placa foi incubada com 50 yL por
poco de estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE), por 10 minutos no escuro sob
leve agitacdo, quando, ap0s nova lavagem e aspiragcdo, foram adicionados 125 pL
de “tampdo de ensaio” a cada poco, para andlise no leitor de Luminex (Luminex
200™, Luminex®, Austin, TX, EUA). As concentracfes de cada parametro analisado
nas amostras de plasma foram estimadas a partir da curva padrao, utilizando o
software Milliplex Analyst, (Millipore Corporation, Billerica, EUA). Os niveis séricos
das citocinas foram expressos como picogramas por mililitro (pg/mL).

3.12 Armazenamento dos dados e analise estatistica

Os dados epidemioldgicos obtidos a partir do questionario, os resultados dos
exames hematolégicos e dos experimentos de resposta imune humoral, assim como
0s niveis séricos das citocinas e quimiocinas de cada voluntario foram armazenados
no banco de dados do programa Epi-info verséo 3.2. A analise estatistica dos dados
foi realizada através do programa GraphPad Prism versdo 5 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) e foram consideradas como estatisticamente significativas
alteragbes com P<0,05. Os testes estatisticos utilizados foram escolhidos

considerando-se o tipo e tamanho de cada variavel e o numero de grupos avaliados.

3.12.1 Teste do qui-quadrado ( x?)

O teste do qui-quadrado € um método estatistico para n amostras
independentes, cujas propor¢cbes observadas nas diversas modalidades estao
dispostas em tabelas de contingéncia, sendo os valores esperados deduzidos
matematicamente, e onde se procura determinar se as propor¢cdes observadas nas

diferentes categorias sdo independentes ou estdo associadas. Esse teste foi
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utilizado na avaliacdo de proporcdes e de frequéncias das variaveis entre 0s grupos

estudados.

3.12.2 Teste de Mann Whitney

O teste estatistico ndo paramétrico de Mann Whitney foi utilizado na
comparacao das medianas entre duas variaveis ndo pareadas, ou seja, variaveis
independentes, com 0s mesmos tamanhos ou desiguais, utilizados aqui na avaliacao
dos IRs de IgG entre os individuos que nao tiveram maléria e aqueles que tiveram

uma ou mais malaria no ano de coleta.

3.12.3 Teste de Kruskal-Wallis

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado na avaliagdo estatistica
das diferencas existentes entre as variancias de trés ou mais grupos nao
homogéneos. Este teste foi utilizado, por exemplo, na comparacéao dos IRs de IgG

entre os 4 grupos formados.

3.12.4 Teste de Spearman

O teste ndo paramétrico de Spearman foi utilizado na avaliacdo de associagfes
entre duas variaveis mensuradas ordinais e do mesmo tamanho, sendo a correlacéo
calculada pelo coeficiente de Spearman (r?). Neste estudo utilizamos este teste para
correlacionar os valores de IR de IgG com os parametros epidemiolégicos e com o0s

niveis de citocinas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais da populacéo estudada

Neste trabalho, foram estudados 280 individuos de area rural do municipio de
Porto Velho, Estado de Rondb6nia. O grupo Malaria foi composto por 24 individuos
(8,6% da populacao estudada); o grupo Parasitoses Intestinais foi formado por 101
pessoas (36,1%); o grupo Coinfectado foi composto por 45 voluntarios (16,1%) e o

grupo Exposto por 110 voluntarios (39,2%).

4.1.1 Distribuicdo de género e idade

Os individuos estudados foram avaliados quanto a distribuicdo do género e
idade nos grupos, conforme descrito na Tabela 4.1. Embora tenhamos observado
uma clara prevaléncia de individuos do sexo masculino nos grupos Malaria e
Coinfectado, sendo a propor¢ao de masculino/feminino maior no grupo Coinfectado,
ndo foram observadas diferencgas significativas na distribuicdo dos individuos quanto
ao género, entre os grupos Parasitoses Intestinais e Expostos. Em relacdo a idade,
a populacdo de estudo encontra-se distribuida entre 10 a 71 anos, ndo existindo
diferenca significativa entre os grupos (P=0,5553), com medianas entre 27 e 32

anos.

Tabela 4.1 Distribuicdo da populacdo com relagéo ao género e média de idade
Parasitoses

Malaria Intestinais Coinfectado = Exposto
N=24 N=101 N=45 N=110

Género
Feminino 9 51 12 58
[n (%)] (37,5%) (49,5%) (26,7%) (52,7%)
Masculino 15 50 33 52
[n (%)] (62,5%) (50,5%) (73,3%) (47,3%)
Idade 27 30 32 29,5
[X (Ig1-1g3)] (22,75-40,5) (14-43) (22-42) (14-38,75)

N= Noumero total de individuos em cada grupo; [n/(%)] =numero (porcentagem) de
individuos de cada género; [X (Ig1-1g3)]= Mediana e (Intervalo entre o 1° e 3° quartis)
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4.1.2 Tempo de exposicao a malaria

Para avaliacdo do tempo de exposi¢do a malaria foram utilizadas informacdes
obtidas no questionario epidemiolégico: tempo de residéncia em areas endémicas
de maléaria e no estado de Ronddnia. Conforme demonstrado na Tabela 4.2, o tempo
de residéncia em area endémica de malaria e em Rondonia, parametros associados
ao tempo de exposicdo a malaria, ndo diferiram entre os grupos (P=0,5), sendo o

tempo médio de residéncia em area endémica de pelo menos 23 anos.

Tabela 4.2 Tempo de exposicdo a malaria, avaliado a través dos anos em éarea
endémica

- Parasitoses .
A Malaria o Coinfectado  Exposto
Tempo de residéncia N=24 Inteftlnals N=45 N=110
N=101

Em areas endémicas 23 24 24 25
[X (Ig1-1g3)] (18-28) (14-35) (19-33) (13-32)

Em Rondonia 22,5 19 23 24
[X (1g1-1g3)] (13,25-28) (12-30) (16-28) (13-31)

N= Numero total de individuos em cada grupo; [X (Iql1-1g3)]= Mediana e (Intervalo entre o0 1° e 3°
quartis)

4.1.3 Histéria Pregressa de malaria

A histéria pregressa de malaria na populacdo de area endémica foi avaliada
com base em dados relatados pelos individuos, referentes aos resultados positivos
ao exame parasitologico direto (gota espessa), realizado nos postos de atendimento
da Secretaria de Saude ou nos laboratorios locais. Deste modo, analisamos o
namero de malarias anteriores (NMA), o tempo desde a ultima malaria (TDUM) e o
namero de malarias no ano de coleta (NMAC). Conforme demonstrado na Tabela
4.3, a mediana do NMA mostrou-se semelhante entre 0s quatro grupos, ja que nao
houve diferenca estatistica entre eles (P=0,093). TDUM foi maior nos grupos
Parasitoses Intestinais e Exposto (P<0,0001) visto que o0s grupos Malaria e
Coinfectado se encontravam com malaria no momento da coleta. Os grupos Malaria
e Coinfectado também apresentaram maior nimero de malarias no ano de coleta de

nosso estudo.
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Tabela 4.3 Historia pregressa de malaria

Malaria Tr?tist:tnc’;gs Coinfectado Exposto
N=24 N=101 N=45 N=110

Tempo desde a ultima malaria i i i i
(meses)X (Ig1-1g3)] 0 (0-0) 24 (12-60) 0 (0-0) 13 (3,5-48)
Numero de malarias anteriores

5 (2-10 5 (2-15 4 (1-10 5 (2-15
X (1G1-1g3)] (2-10) (2-15) (1-10) (2-15)
Nldmero de malarias no ano de 1 (1-4) 0 (0-0) 1(1-2,75) 0 (0-1)

coleta [X (Ig1-1q3)]

N= Nimero total de individuos em cada grupo; [X (Igl-1g3)]= Mediana e (Intervalo entre 0 1° e 3°
quartis)

4.2 Diagnostico Parasitologico

4.2.1 Diagnostico parasitologico de malaria e paras itoses intestinais na
populacao total do estudo

Avaliando a prevaléncia de malaria na populacdo como um todo (n=280),
constatamos que 24,6% dos individuos estavam com malaria no momento da coleta,
sendo 79,7% destes infectados com P. vivax e 20,3% com P. falciparum. A
prevaléncia de parasitoses intestinais foi de 52,1%, sendo que 74% dos individuos
parasitados estavam infectados com protozoarios, 13,7% com helmintos e 12,3%

com protozoarios e helmintos simultaneamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Diagnostico de malaria e parasitoses int  estinais na populacéo total
de estudo

Diagnéstico Parasitoldgico NP (%)
Malaria

P. falciparum 14 (20,3)
P. vivax 55 (79,7)
Total 69 (24,6)

Parasitos intestinais

Protozoarios 108 (74,0)
Helmintos 20 (13,7)
Protozoarios + Helmintos 18 (12,3)
Total 146 (52,1)

NP: Namero de Positivos; (%): Percentual de Positivos
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Na populacdo total do estudo foram identificadas quatro espécies de
protozoarios e seis espécies de helmintos. Observamos que 71 individuos estavam
infectados com Giardia lamblia, sendo esta a espécie de protozoario mais prevalente
correspondendo a 48,6% das parasitoses intestinais. A espécie de helminto mais
prevalente foi Ancylostoma duodenale (4,8%), com 7 individuos portando esta
espécie de helminto. 14,4% (21 individuos) da populacdo com alguma parasitose
intestinal possuiam infec¢cdes por mdltiplas espécies de protozodrios intestinais,
enquanto 12,3% (18 individuos) estavam infectados simultaneamente por
protozoarios intestinais e helmintos. Apenas uma pessoa (0,7%) possuia infeccao
por mdultiplos helmintos. Na Tabela 4.5 estdo representadas as espécies de

protozodrios e helmintos e suas prevaléncias encontradas na populagéo estudada.

Tabela 4.5 Espécies de protozoarios e helmintos inte  stinais encontrados na
populacao estudada

Grupo de Parasito NP %
Protozoarios
Entamoeba coli 10 6,9
Entamoeba histolytica 4 2,7
Giardia lamblia 71 48,6
lodamoeba butschlii 2 1,4
Infeccbes por multiplos protozoérios 21 14,4
Helmintos
Ancylostoma duodenale 7 4,8
Ascaris lumbricoides 4 2,7
Strongyloides stercoralis 6 4,1
Trichuris trichiura 2 1,4
Infeccbes  por  mdaltiplos  helmintos 1 0,7
Infeccbes por protozoarios e helmintos 18 12,3
TOTAL 146 100

NP: Numero de Positivos; (%): Percentual de Positivos
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4.2.2 Diagnostico parasitolégico de malaria e paras  itoses intestinais nos

grupos

4.2.2.1 Grupo Maléria (M)

O grupo Malaria (n=24) era composto de individuos infectados com
Plasmodium spp. que apresentavam malaria ndo complicada e eram negativos para
parasitoses intestinais. A espécie plasmodial mais frequente foi o P. vivax,
responsavel por aproximadamente 87% dos casos enquanto 0s outros 13% foram

causados por P. falciparum (Figura 4.1).

Espécie Plasmodial

Plasmodium falciparum

Plasmodium vivax

Figura 4.1 Frequéncia de infec¢cbes por  P. vivax e P. falciparum no grupo
Malaria

4.2.2.2 Grupo Parasitoses Intestinais (PI)

No grupo Parasitoses Intestinais (compostos de individuos negativos para
malaria e positivos para parasitoses intestinais) foram encontradas 8 espécies
diferentes de parasitos intestinais, sendo G. lamblia o parasito e o protozoario de
maior prevaléncia, com 47% dos individuos deste grupo infectados somente por esta
espécie. O helminto mais frequente neste grupo foi A. duodenale, responsavel por
6% dos casos enquanto 11% dos individuos estavam infectados por mdltiplas
espécies de protozoarios intestinais e 15% concomitantemente infectados por
helmintos e protozoarios intestinais. Infeccdo por multiplos helmintos representou
1% das infec¢des neste grupo. As frequéncias de cada espécie de parasito intestinal
estdo representadas na Figura 4.2.
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Parasitos Intestinais

Entamoebaccoli
Entamoeba histolytica

Helmintos + Protozoarios

Multiplos helmintosL

Multiplos protozoarios intesti

Trichuris trichiura 198
Strongyloides sterco ralig>2

Ascaris lumbricoide Giardia lamblia

Ancylostoma duode

lodamoebabutschlii

Figura 4.2 Frequéncia das espécies de parasitos enc ontradas no grupo
Parasitoses Intestinais

4.2.2.3 Grupo Coinfectado (ClI)

No grupo Coinfectado, onde os individuos encontravam-se simultaneamente
com malaria e parasitoses intestinais, as frequéncias das espécies de plasmédio e
de parasitos intestinais foram semelhantes aos grupos M e PI. A espécie plasmodial
mais comum foi P. vivax, com 76% dos casos enquanto P. falciparum representou
24% das infeccbes maléricas, sendo ligeiramente mais alto que no grupo Malaria
(Figura 4.3). Foram encontradas 10 espécies de parasitos intestinais, 2 espécies de
helmintos do género Hymenolepis que ndo estavam presentes no Grupo PI.
Analisamos as parasitoses intestinais de acordo com a espécie de plasmadio
infectante e observamos que nos individuos infectados com P. falciparum houve
uma menor variedade de espécies de parasitos intestinais quando comparado aos
individuos infectados com P. vivax. G. lamblia foi o parasito intestinal mais
prevalente em ambas as espécies plasmodiais. As espécies de parasitos intestinais
no grupo Coinfectado, de acordo com a espécie plasmodial, estdo apresentadas na
Figura 4.3.
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Parasitos Intestinais

Protozoarios + Helmintos

Mdltiplos
protozoario
intestinais

2
18%

Giardia lamblia

‘ Espécie plasmodial

P. falcipar

. vivax

~

Protozoarios + Helminios

Parasitos Intestinais
Entamoeba coli

- - Entamoeba histolytica
Mltiplos protozoarios 8 %

intestinais 23%

Trichuristrichiura 39z
Strongyloides stercoralig,

Ascaris lumbricoide!
Ancylostoma duodel

lodamoeba butschlii Giardia lamblia

Figura 4.3 Distribuicdo dos casos de malaria e para  sitoses intestinais por
espécie nos individuos do grupo Cl

Na Tabela 4.6 estdo descriminadas todas as infeccdes por mudltiplos
protozodrios intestinais, por mdultiplos helmintos e infec¢cdes simultaneas por
protozoarios e helmintos intestinais na populacao total e nos grupos Parasitoses
intestinais e Coinfectado, este ultimo grupo dividido em individuos infectados por P.
falciparum e por P. vivax.

4.2.2.4 Grupo Exposto (EX)

Neste grupo todos os individuos apresentaram diagnéstico negativo para
maléaria e também para parasitoses intestinais no momento da coleta. Estes
individuos, embora negativos, vivem na mesma area que 0s outros grupos. Portanto,

estdo expostos a maldria e a parasitos intestinais.
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Tabela 4.6 Descricdo das infecgcbes por mdltiplas es

pécies de parasitos

intestinais na populacdo total e nos grupos Parasit oses Intestinais e
Coinfectado
Grupo Grupo Grupo
Espécies de Parasitos Intestinais Pop. Total PIp Cl Ef Cl Ff)v
(N=250) (N=101) (N=11) (N=34)
Infeccdes por protozoarios intestinais + helmintos
G. lamblia + A. duodenale 5 4 1
G. lamblia + A. lumbricoides 1 1
G. lamblia + T. trichiura 3 3
G. lamblia + S. stercoralis 2 2
G. lamblia + Hymenolepis nana 1 - 1
G. lamblia + Hymenolepis diminuta 1 - 1
E. coli + A. lumbricoides 2 2
G. lamblia + I. butschlii + A. lumbricoides 1 1
E. coli + E. histolytica + A. duodenale 1 1
E. coli + E. histolytica + I. butschlii + S. stercoralis 1 1
Infec¢des por multiplos helmintos
S. stercoralis + T. trichiura 1 1
Infeccdes por multiplos protozoarios
E. coli + E. histolytica 3 2 1
G. lamblia + I. butschlii 1 1
E. histolytica + G. lamblia 1 1
E. histolytica + I. butschlii 1 1
E. coli + G. lamblia 9 1 1 7
E. coli + E. histolytica + G. lamblia 4 3 1
E. coli + E. histolytica + I. butschlii 1 1
E. coli + E. histolytica + G. lamblia + 1. butschlii 1 1
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4.3 Avaliacao dos dados hematologicos

4.3.1 Comparacéo dos valores do eritrograma e plagu  etas entre 0s grupos

Avaliando os dados do eritrograma dos individuos em cada grupo as médias
dos valores de hemoglobina, hematdcrito e heméacias se apresentaram dentro dos
parametros de normalidade. Entretanto, quando avaliamos os valores de
hemoglobina considerando anémicos homens com menos que 13g/dL e mulheres
com menos que 12g/dL de hemoglobina, 25% dos individuos (n=6) do grupo Malaria
e 32.6% (n=14) do grupo Coinfectado apresentavam anemia enquanto que no grupo
Exposto e Pl apenas 9,2% (n=10) e 13,9% (n=14) se apresentaram anémicos.

Em relacdo as plaquetas, embora a média tenha sido menor no grupo
coinfectado, a frequéncia de pessoas com plaguetopenia (nUmero de plaquetas
menor que 150.000 por mm?®) foi maior nos grupos Malaria (x°=7,637, P=0,0057),
Parasitoses Intestinais (x°=4,697, P=0,0302) e Coinfectado (x*=33,47, P<0,0001)
guando comparados ao grupo Exposto. A maior frequéncia de plaquetopenia,
37,2%, foi encontrada no grupo Coinfectado que também apresentou o menor

namero de plaquetas.

Tabela 4.7 Dados do eritrograma dos grupos estudado s

Eritrograma Malaria Ilarireassi:tnoeﬁgs Coinfectado Exposto
[X (Ig1-1g3)] N=24 No101 N=45 N=110
. 13,75 13,8 13,2 13,8
Hemoglobina (g/dL) (12,15-14,58)  (12,8-15,03) (12,2-14,0) (13,1-14,6)
Hematécrito (%) 41,60 41,05 42,0 40,9
0 (37,95-44,33)  (38,18-44,10) (39,0-45,0) (38,6-43,0)
L _ 4,60 4,58 4,76 4,62
Hemécias (milhdes/mm) 207 o4y (4.31.4,09) (4,47-5,37) (4,37-4,98)
185 2125 156,0%** 232,0%*

Plaquetas (mil/mn) (161,75-243,25) (172,75-245,75)  (110,5-197,0)  (194,0-277,0)

N= numero de individuos em cada grupo; [X (Iq1-1g3)]= Mediana e (Intervalo entre o 1° e o0 3° quartis);
*** P<(0,0001 entre os grupos assinalados

4.3.2 Comparacéo dos valores do leucograma entre 0s grupos

Avaliando os dados do leucograma dos individuos em cada grupo (Tabela 4.8),
observamos que as medianas do numero de leucdcitos e linfocitos foram menores
no grupo Coinfectado quando comparadas ao grupo Exposto (P=0,011; P<0,0001,
respectivamente). A leucopenia, caracterizada por menos que 5000 leucdcitos por
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mm?3, também foi mais frequente no grupo Coinfectado que no grupo Exposto
(x?=12,52, P=0,0004).

O numero de eosinéfilos e mondcitos foram menores no grupo Malaria e

Coinfectado que nos grupos Exposto e Parasitoses Intestinais. Entretanto, néo

houve diferenca na frequéncia de eosinofilia (mais que 500 eosinéfilos/mm?) entre os

grupos, apesar de ter ocorrido diferencas na contagem de eosinéfilos. Também

observamos uma maior mediana nos numeros de bastfes nos grupos Maléaria e

Coinfectado quando comparados com 0s grupos Exposto e Parasitoses Intestinais

(P<0,0001 para todas as comparacdes). Entretanto, o numero destas células nao

diferiu entre os grupos Maléria e Coinfectado e tdo pouco entre Parasitoses

Intestinais e Exposto. Nao observamos nenhuma diferenca entre os grupos na

mediana dos valores de neutrdéfilos, segmentados e basofilos.

Tabela 4.8 Dados do leucograma de acordo com 0s gru  pos
Leucograma - Parasitoses .
g3 Malaria o Coinfectado Exposto
(/mn) N=24 Intestinais N=45 N=110
[X (I91-1g3)] N=101
Leucécit 6600,0 6765,0 5600,0* 6470,0*
eucocitos (5202,5-7385,0) (5630,0-8135,0) (4100,0-7015,0) (5430,0-7460,0)
Linfécit 1712,0 21240 1161,0%+ 2036,0%*
Infocitos (1212,0-2663,5) (1787,0-2682,5) (789,0-1826,5) (1699,0-2438,0)
EosinGfilos 102,5° © 303,0° @ 90,07 230,04
(55,0-228,0) (181,0-694,0) (42,5-339,0) (149,0-460,0)
Neutréfil 3530,0 3541,5 3500,0 3386,0
eutrofiios (3081,0-4139,25)  (2660,75-4875,75) (2155,0-4413,5) (2656,0-4243,0)
Hekk frxx Fekkfhokok
Bastdes 0,0° 0,0 47,0 0,057
(0,0-117,5) (0,0-0,0) (0,0-160,0) (0,0-0,0)
Seamentad 3523,0 3494,0 3417,0 3386,0
egmentados (2914,0-4044,0) (2550,0-4835,0) (1845,0-4832,0) (2656,0-4243,0)
Basofilos 0.0 0.0 0.0 0.0
(0,0-0,0) (0,0-0,0) (0,0-0,0) (0,0-0,0)
Monécitos 418,59 492,5 426,0" 564,00 "

(268,0-550,5)

(410,75-604,25)

(298,5-560,0)

(445,25-675,0)

N= numero de individuos em cada grupo;[ X (Ig1-1g3)]= Mediana e (Intervalo entre o 1° e 0 3° quartis);
*= P<0,05; *=P<0;001; ***=P<0,0001 na comparac¢éo entre 0s grupos assinalados com a mesma letra e

simbolo
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4.4 Resposta imune humoral aos antigenos de  P. vivax

A presenca de anticorpos IgG especificos para proteinas de P. vivax na
populacdo estudada foi avaliada através do teste de ELISA utilizando como

antigenos trés proteinas recombinantes representando a PvAMA-1, MSP-1 e CVC.

4.4.1 Frequéncia e magnitude de anticorpos IgG cont  ra as proteinas PvAMA-1,

PvVvMSP-1 e PvCVC em toda populacédo estudada

A presenca de anticorpos IgG especificos na populacao foi semelhante para as
proteinas AMA-1 (62,9%), MSP-1 (65,7%) e CVC (68,6%) (Figura 4.4). Entretanto,
observamos diferencas significativas na magnitude de resposta para as 3 proteinas
estudadas. A mediana do indice de reatividade (IR) de IgG anti-AMA-1 (1,80;
P=0,0026) e do IR de IgG anti-MSP-1 (1,87; P=0,015) foram significativamente
maiores que a mediana do IR de IgG anti-CVC (1,39). Entretanto ndo observamos
diferenca estatisticamente significativa quando comparamos os IRs de AMA-1 com o

de MSP-1(Figura 4.4).

*%

100~ 17.54 . . *

15.0+
80+
12.54

60+ 10.04

40- 7-59

Frequéncia (%)

5.0
204

indice de Reatividade

2.54

AMA-1 MSP-1 cve ' AMA-1 MSP-1 cve

Figura 4.4 Prevaléncia de resposta (A) e indice de  reatividade (B) de anticorpos
IgG contra AMA-1, MSP-1 e CVC de P. vivax. As barras representam a mediana
e os intervalos interquartis; *= P<0,05; **=P<0;001

4.4.2 Perfil de reconhecimento dos antigenos na pop  ulagéo

Observamos que 90,3% da populacdo estudada apresentaram resposta de
anticorpos contra pelo menos uma das proteinas estudadas. 23,9%, 25% e 41,4%
dos individuos responderam exatamente para 1, 2 ou 3 antigenos; 9,7% da
populacdo ndo apresentaram resposta positiva de anticorpos contra nenhuma das
proteinas (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Frequéncia de resposta de IgG para nenhu m e para 1 ou mais
antigenos na populacéo total estudada

4.4.3 Frequéncia e magnitude de anticorpos IgG cont ra as proteinas AMA-1,
MSP-1 e CVC por grupo

4.4.3.1 Prevaléncia e indice de reatividade de IgG  especifica para PvAMA-1

A prevaléncia de resposta para AMA-1 foi maior nos grupos com malaria, grupo
Malaria (x°=8,054, P=0,0045) e Coinfectado (x°=6,109, P=0,0134), quando
comparados com aos individuos do grupo PI. Entretanto, ndo observamos diferenca
gquando comparamos com 0 grupo Exposto onde os individuos também nédo estéo
com malaria (Figura 4.6). O indice de reatividade dos anticorpos anti-AMA-1 também

foi maior no grupo Malaria quando comparado aos grupos Parasitoses Intestinais e
Exposto (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Prevaléncia e indice de reatividade de anticorpos | gG contra AMA -1.
As barras representam a mediana e os intervalos interq  uartis; *= P<0,05;
**=P<0;001; **=P<0,0001

4.4.3.2 Prevaléncia e indice de reatividade de IgG especifica para PvMSP-1

A frequéncia de resposta de IgG anti-MSP-1 foi maior no grupo Maléaria que em
todos os outros grupos, (Pl: ¥°=19,15, P<0,0001; Cl: x°=55,20, P=0,0188;
E:x’=11,57, P=0,0007) e menor no grupo Parasitoses Intestinais do que em todos os
outros grupos (M:x°=19,15, P<0,0001; CI: ¥x°=10,57, P=0,0011; E: x*=42,40,
P=0,0395). O IR de anticorpos anti-MSP-1 estava aumentado no grupo Malaria
guando comparado aos grupos Parasitoses Intestinais (P=0,0062) e Exposto
(P<0,0001), porém ndo houve diferenca com o grupo Coinfectado. No grupo
Parasitoses Intestinais o IR de IgG anti-MSP-1 foi menor que nos grupos Maléaria
(P=0,0062) e Exposto (P=0,002). Estas alteracfes referentes a prevaléncia e IR de
IgG anti-MSP-1 estdo demonstradas na Figura 4.7 A e B.
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Figura 4.7 Prevaléncia e indice de reatividade de anticorpos |  gG contra MSP -1.
As barras representam a mediana e os intervalos interquartis ; *= P<0,05;
**=P<0;001; ***=P<0,0001

4.4.3.3 Prevaléncia e indice d e reatividade de IgG especifica para PvCVC

A prevaléncia de anticorpos para CVC foi muito similar tanto nos grupos dos
individuos com malaria (Grupos M e CIl) quanto no grupo de individuos sem malaria
(Grupo E). O grupo Parasitoses Intestinais apesar de apresentar a menor frequéncia
sé apresentou diferenca significativa quando comparada aos grupos Coinfectado
(x*=60,84, P=0,0136) e Exposto (x°=85,31, P=0,0035), resultados demonstrados na
Figura 4.8 A. Nao houve diferenca significativa no IR de anticorpos IgG anti-CVC

entre os quatro grupos (Figura 4.8 B).
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Figura 4.8 Prevaléncia e indice de reatividade de anticorpos | gG contra CVC .

As barras representam a mediana e os intervalos interg uartis; *= P<0,05;
**=pP<0;001; ***=P<0,0001
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Em resumo todos 0s grupos apresentaram anticorpos para as 3 proteinas
sendo AMA-1 e MSP-1 mais frequentes e com IR maiores nos grupos onde 0s
individuos apresentavam infeccdo ativa de malaria (Grupos M e CIl). Portanto a
presenca de parasitoses intestinais no grupo ClI nédo parece interferir
substancialmente na resposta. Da mesma maneira, ndo observamos grandes
diferencas de resposta entre os grupos Pl e E. A presenca de parasitose intestinal
no Grupo Pl ndo parece interferir na resposta a estes antigenos. Ja para a
prevaléncia e a magnitute de de resposta para a proteina CVC ndo observamos

diferenca entre 0s grupos nestes parametros.

4.4.4 Perfil de reconhecimento dos antigenos nos gr  upos

Ao analisarmos a frequéncia de resposta de IgG contra nenhum e contra um ou
mais antigenos em cada um dos grupos (Figura 4.9) observamos que no grupo
Malaria todos os individuos responderam a um ou mais antigenos, sendo mais
frequente a resposta para 3 (58,3%) e 2 (41,7%) antigenos. No grupo Parasitoses
Intestinais 16,8% dos individuos ndo apresentaram resposta para nenhum dos
antigenos testados, enquanto os outros 83,2% responderam a pelo menos um dos
antigenos plasmodiais (31,7% - 1 antigeno; 24,8% - 2 antigenos; 26,7% - 3
antigenos). 93,3% dos individuos do grupo Coinfectado apresentaram resposta
positiva de anticorpos a 1 ou mais antigenos plasmodiais, sendo mais prevalente a
resposta a 3 (55,5%), seguido pela resposta a 2 (22,2%) e 1 (15,6%) antigenos. No
grupo Exposto 93,6% dos participantes responderam ao menos a um dos antigenos
testados, onde 44,4% dos individuos responderam para 3 antigenos, 24,5% para 2 e

os demais 24,5% para 1 antigeno.
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Figura 4.9 Frequéncia de resposta de IgG contra nen  hum e contra 1 ou mais
antigenos nos quatro grupos

4.45 Prevaléncia de resposta e IR de anticorpos Ig G contra as proteinas
estudadas nos individuos com e sem G iardia lamblia nos grupos

Parasitoses Intestinais e Coinfectado

Como G. lamblia foi o parasito intestinal mais prevalente decidimos comparar a
resposta de anticorpos IgG total entre aqueles individuos infectados e 0s nao
infectados com G. lamblia nos grupos Parasitoses Intestinais e Coinfectado.
Observamos que nos anticorpos IgG totais a Unica diferenca significativa encontrada
esteve no indice de reatividade de IgG anti-MSP-1 no grupo Coinfectado, sendo
maior nos individuos sem G. lamblia do que naqueles com este protozoario intestinal
(P=0,0452) (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 Prevaléncia e IR de anticorpos IgG nos i ndividuos com e sem G.
lamblia nos grupos Parasitoses Intestinais e Coinfectado

Parasitoses Intestinais Coinfectado
Giardia lamblia+ Giardia lamblia— Giardia lamblia+ Giardia lamblia—
(N=66) (N=35) (N=35) (N=10)
AMA-1
Prevaléncie (%) 47% 60% 68,6% 90%

IR [X (Ig1-1g3)] 0,9 (0,7-2,9) 1,2 (0,7-2,4) 3,1(1,0-7,5) 3,3 (2,1-5,8)
MSP-1

Prevaléncie (%) 45,5% 62,9% 77,10% 90%

IR [X (Ig1-1g3)] 0,9 (0,7-2,1) 1,3 (0,8-2,1) 2,2(1,3-4,6)* 4,9 (2,0-6,5*
CVvC

Prevaléncie (%) 54,5% 60% 80% 70%

IR [X (Ig1-193)] 1,4 (0,8-2,0) 1,5 (0,9-2,2) 1,4 (1,1-1,9) 1,4 (1,0-1,6)

N= numero de individuos em cada grupo; %=porcentagem de individuos positivos para
anticorpos IgG; [X (Iq1-1g3)]= Mediana e (Intervalo entre 0 1° e o 3° quartis); * P<0,05
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4.4.6 Correlacdes entre os indices de reatividade d e anticorpos IgG contra os

trés antigenos estudados e dados epidemiolégicos na populacao

Analisamos as correlacdes existentes entre os IRs dos anticorpos IgG totais
contra cada uma das trés proteinas estudadas e alguns parametros epidemiologicos
indicadores de tempo de exposicdo e historia pregressa de malaria (Tabela 4.10 e
Tabela 4.11).

Tabela 4.10 Correlacdes entre o IR de anticorpos Ig G e trés parametros
epidemiologicos

AMA-1 MSP-1 CvC
Tempo de residéncia em areq r=0,126 r=0,099 r=0,067
endémica P =0,048 P=0,117 P =0,287
Tempo desde a ultima maléaria r=-0,271 r=-0,411 r=-0,118
P <0,0001 P <0,0001 P =0,062
Numero de malarias anteriores r=0,262 r=0,128 r=-0,023
P <0,0001 P =0,037 P =0,706

O tempo de residéncia em area endémica correlacionou-se significativamente
apenas com o IR de anticorpos IgG anti-AMA, apresentando coeficiente de
correlacdo de Spearman (r) de 0,126 e P=0,048. J4 o tempo desde a ultima malaria
teve correlacdo negativa e significativa tanto com o IR de IgG anti-AMA-1 quanto
com o IR de IgG anti-MSP-1, o que significa que quanto menos tempo passado
desde a ultima infeccdo malérica, maior o IR dos anticorpos IgG. O numero de
malarias anteriores também se correlacionou significativamente com os IRs de IgG
anti-AMA-1 e IgG anti-MSP-1, entretanto esta correlagdo apresentou valor positivo.

Para observarmos a existéncia de relacdo entre o numero de malarias no ano
de coleta e o IR de anticorpos IgG, avaliamos estes IRs nos individuos que néo
tiveram nenhuma malaria no ano e naquelas pessoas que tiveram uma ou mais
infecgbes malaricas neste periodo. Os resultados estdo demonstrados na Tabela
4.11 e na Figura 4.10. Podemos verificar que nos individuos que tiveram um caso de
malaria ou mais no ano de coleta, os IRs de IgG anti AMA-1 e de IgG anti-MSP-1
foram maiores do que nas pessoas que néo tiveram nenhuma infec¢cdo no ano.

De todos estes resultados de correlacdo podemos destacar o fato de que o IR
de anticorpos IgG contra a proteina CVC nao foi correlacionado com nenhum dos

parametros epidemioldgicos avaliados neste estudo.
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Tabela 4.11 IR (mediana e intervalo entre 0 1° e 3° quartis) de anticorpos IgG de
acordo com o numero de malarias no ano de coleta

0 >1 P
AMA-1 1,14 (0,72-2,81) 4,51 (2,11-6,91) < 0,0001
MSP-1 1,18 (0,73-2,17) 4,32 (1,79-8,16) < 0,0001
CcvC 1,38 (0,89-2,11) 1,43 (1,06-2,1) 0,372
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Figura 4.10 IR de anticorpos IgG de acordo com o nU  mero de malarias no ano
de coleta. As barras representam a mediana e o0s int ervalos interquartis;
***=pP<0;0001

4.4.7 Distribuicdo das subclasses de IgG especifica s para as proteinas

recombinantes PvAMA-1 e PvMSP-1 na populacao

O perfil de resposta das quatro subclasses de IgG é semelhante para as duas
proteinas, AMA-1 e MSP-1, na populacao estudada (Figura 4.11). Observamos uma
predominéncia de anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 tanto para PVAMA-1 quanto
para PvMSP-1. Ja os anticorpos nao citofilicos IgG2 e IgG4 apesar de serem menos
prevalentes, apresentaram prevaléncias distintas e comparando a resposta para 0s
dois antigenos, IgG2 foi maior para AMA-1 (x2= 8,681, P=0,0032) e IgG4 para MSP-
1 (x2= 4,614, P=0,0317).
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Figura 4.11 Distribuicdo das subclasses de IgG espe  cificas para as proteinas
recombinantes PvAMA-1 e PvMSP-1 na populacao

4.4.8 indice de reatividade das subclasses de IgG ¢ ontra AMA-1 e MSP-1 na
populacao

Além da avaliacdo da frequéncia de individuos positivos para as subclasses de
IgG especificas para as proteinas recombinantes, determinamos os niveis de
reatividade desses anticorpos estimando a concentragdo a partir de uma curva
padrdo. Os nossos dados mostram que as medianas dos indices de reatividade das
subclasses IgG1 e IgG3 foram significativamente superiores as medianas dos IR de
IgG2 e IgG4 especificas para PvAMA-1 e PYMSP-1 nos individuos respondedores.
Concordando com os dados de prevaléncia o IR foi também significativamente maior
para 1gG2 contra AMA-1 (P=0,0001) e o IR de IgG4 foi maior para MSP-1
(P<0,0001) (Tabela 4.12).

Tabela 4.12 indice de reatividade (mediana e interv alo entre o 1° e 3° quartis)
das subclasses de IgG contra AMA-1 e MSP-1 na popul acéo total do estudo

IgG1 19G2 I9G3 1G4

AMA-1 9,71 (5,90-11,22) 0,84 (0,52-1,64) 1,66 (1,02-4,13) 0,91 (0,69-1,28)

MSP-1 9,42 (4,83-11,38) 0,62 (0,40-1,13) 1,42 (0,82-3,60) 1,03 (0,84-1,35)
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4.4.9 Distribuicdo das subclasses de IgG especifica s para a proteina

recombinante PvAMA-1 nos grupos

O perfil de subclasses de IgG para PvAMA-1 mostrou que nos individuos
respondedores para este antigeno, IgG1l e IgG3 especificas foram predominantes
em todos os grupos (Figura 4.12). IgG1 além de apresentar indices de reatividade
altos estava presente em todos os respondedores para esta proteina independente
do grupo avaliado. Para 1gG3, embora a prevaléncia também tenha sido alta em
todos os grupos nem todos os individuos que eram IgG positivos apresentaram esta
subclasse. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de
resposta de IgG1 e IgG3 entre os grupos estudados, como mostrado na Figura 4.12,
mas o IR de IgG1 foi menor no grupo Pl que no grupo E. As subclasses 1gG2 e IgG4
foram menos prevalentes; a frequéncia de resposta positiva de 1gG2 foi maior no
grupo Parasitoses Intestinais, que em todos os outros grupos (Grupo M: x2=8,200,
P=0,0042; Grupo Cl:x2=22,04, P<0,0001; Grupo E: x2=5,268, P=0,0217,
respectivamente). O IR de IgG2 também foi maior no grupo Parasitoses Intestinais
quando comparado ao grupo Exposto (P=0,02) (Figura 4.11). Em relacdo a 1gG4,
tanto a frequéncia de individuos com resposta positiva quanto o IR de anticorpos
IgG4 apresentaram perfil similares entre os grupos. Ambos foram maiores no grupo
Parasitoses Intestinais que nos outros trés grupos (Grupo M: x2=4,098/P=0,0429 e
P=0,03; Grupo Cl: x2=9,493/P=0,0021 e P=0,0001; Grupo E: x2=9,311/P=0,0023 e

P=0,0001, respectivamente para prevaléncia e IR (Figura 4.12).
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Figura 4.12 Prevaléncia de resposta e indice de rea tividade das subclasses de
anticorpos IgG anti-AMA-1 em cada grupo. As barras representam mediana e
intervalo interquartil; *= P<0,05; *=P<0;001; **= P<0,0001
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4.4.10 Distribuicdo das subclasses de IgG especific as para a proteina

recombinante PvMSP-1 nos grupos

O perfil de subclasses de IgG para PvMSP-1 foi similar a PvAMA-1, com
IgG1 e IgG3 especificas para este antigeno predominantes em todos 0S grupos
(Figura 4.13). IgG1 além de apresentar indices de reatividade altos estava presente
em todos os respondedores para esta proteina, independente do grupo avaliado.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de resposta de
IgG1 e IgG3 entre os grupos estudados, mas o IR de IgG1 foi menor em Pl que em
E, como mostrado na Figura 4.13. As prevaléncias de resposta e os IRs das
subclasses de anticorpos IgG2 também néo foram diferentes entre os grupos. Para
IgG4, a frequéncia de individuos respondedores foi maior no grupo Malaria do que
nos grupos Parasitoses Intestinais (x2=55,27, P=0,0187) e Exposto (x2=7,350,
P=0,0067), sendo maior também no grupo Coinfectado quando comparado ao grupo
Exposto (x2=5,354, P=0,0207). O IR destes anticorpos IgG4 foi maior no grupo
Malaria que nos grupos Parasitoses Intestinais (P=0,015) e Exposto (P=0,028)
(Figura 4.13).

61



x>

Frequéncia (%)

O

Frequéncia (%)

m

Frequéncia (%)

@

Frequéncia (%)

Figura 4.13 Prevaléncia de resposta e indice de rea
anticorpos 1gG anti-MSP-1 em cada grupo. As barras

IgG1

lgG2

IgG3

o

indice de Reatividade

indice de Reatividade

- b b

S M.

e in o
1 1 ]

moox
=2 in
1 1

[
in
1

o
=

10.0~

5.0

2.5+

0.0

= .

IgG2

20,0
17.5
15.0 -
12.5-
10.0
7.5
5.0+
25+

Indice de Reatividade

0.0

17.54
15.0
12.5-
10.0
7.5+
5.0
2.5+

Indice de Reatividade

0.0

intervalo interquartil; *= P<0,05; *=P<0;001; ***=

62

tividade das subclasses de
representam mediana e
P<0,0001



4.4.11 Perfil de citocinas séricas circulantes nop  lasma da populacao

Ao avaliarmos o0s niveis séricos médios de citocinas e quimiocinas na
populacdo, encontramos alteracdes em todos os grupos estudados (Tabela 4.13). A
concentracdo de IFN-y foi maior no grupo Coinfectado do que nos grupos Malaria
(P=0,021) e Exposto (P=0,0001). Adicionalmente, os niveis de IFN-y também
estavam aumentados no grupo Parasitoses Intestinais quando comparados ao grupo
Exposto (P=0,0003). Ja as concentracbes de TNF-a foram mais altas no grupo
Malaria e Coinfectado quando comparadas aos grupos Parasitoses Intestinais
(P=0,029; P<0,0001) e Exposto (P=0,012; P<0,0001), porém as concentracdes de
TNF-a nos grupos Maldria e Coinfectado n&do apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, assim como as concentracdes nos grupos
Parasitoses Intestinais e Exposto. O mesmo perfil de TNF-a foi encontrado nas
concentracfes de IL-2: maiores niveis de IL-2 nos grupos Malaria e Coinfectado que
nos grupos Parasitoses Intestinais (P=0,002; P<0,0001) e Exposto (P=0,002;
P<0,0001). Ja com relacdo as citocinas anti-inflamatorias podemos observar que as
concentracbes de IL-4 foram maiores nos grupos Parasitoses Intestinais e
Coinfectado que no grupo Exposto (P<0,0001 em ambas as comparacdes). Ja o
nivel de IL-5 estava diminuido no grupo Coinfectado quando comparado aos grupos
Parasitoses Intestinais (P<0,0001) e Exposto (P<0,0001). A concentracao de IL-10
foi maior nos grupos Malaria e Coinfectado que nos grupos Parasitoses Intestinais
(P=0,006;P<0,0001) e Exposto (P=0,0001;P<0,0001). Os individuos do grupo
Parasitoses Intestinais também apresentaram niveis de IL-10 maiores que o de
EXxposto.

As trés quimiocinas estudadas foram IL-8, proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP)-1 e proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-1B8. Ainda na Tabela 4.13
podemos observar que a concentragcao de IL-8 foi maior no grupo Parasitoses
Intestinais do que no grupo Exposto (P=0,0001), ndo ocorrendo nenhuma outra
diferenca significativa entre os demais grupos. Com relacdo aos niveis de MCP-1,
eles encontravam-se aumentados nos grupos Malaria, Parasitoses Intestinais e
Coinfectado quando comparados ao grupo Exposto (P=0,019; P<0,0001; P<0,0001).
A concentracdo de MCP-1 foi também maior no grupo Coinfectado que no grupo
Parasitoses Intestinais (P=0,003). Para MIP-1B, as concentracdes dos grupos

Parasitoses Intestinais e Coinfectado foram maiores que a do grupo Exposto
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(P=0,023;

P<0,0001),

sendo também maior

comparado ao Parasitoses Intestinais (P=0,011).

Tabela 4.13 Concentragao de citocinas e quimiocinas

no grupo Coinfectado quando

nos grupos estudados

itocin - Parasi :
c oGl & Malaria S IOSEE Coinfectado Exposto
Quimiocinas N=24 Intestinais N=44 N=94
[X (1g1-193)] N=101
Pré-inflamatérias
IFN- (pg/mL) 10,23 32,98° 56,89% 10,757+ ¢
(4,84-159,98) (14,88-85,91) (35,98-173,98) (4,84-34,15)
d*; e* d*' f*** f***; g*** e*' g***
TNF-a (pg/mL) 11,47 6,22 55,48 4,58
(4,90-117,23) (3,86-13,75) (21,71-215,09) (4,58-10,27)
IL-2 (pg/mL) 2,0 0,71"") 2,0k 0,717
(0,71-170,96) (0,29-2,57) (2,0-56,49) (0,71-1,14)
Anti-inflamatorias e Regulatérias
I*** m*** I***- m***
0,51 2,52 2,0 0,35
IL-4 /mL ' ’ '
(pg/mL) (0,30-2,0) (0,31-8,3) (2,0-2,0) (0,25-1,29)
2,7 2 7n~k** 2 On***; O*** 2 70***
IL-5 /mL ' ' '
(pg/mL) (2,0-2,7) (2,37-2,7) (2,0-2,0) (2,7-2,7)
IL-10 (pg/mL) 29,26 " 1,077 9 351,050 ' ° 1,15 ' °
(1,26-2147,65) (0,96-4,42) (115,91-1264,50) (0,79-1,69)
Qimiocinas
t** t**
401,13 990.0 1117,46 207.0
IL- mL : :
8 (pg/mL) (45,87-1949,24) (289,0-5038,0)  (151,66-3294,16) (46,3-979,0)
u* V***; x* W***; x* U*; V***; W***
MCP-1 (pg/mL) 76,55 102,0 198,0 37,63
(19,35-1009,80) (46,10-172,0) (84,11-825,48) (16,44-77,02)
4119,58 177600 % 7038,19° ' %@ 807,0" ' *

MIP-18 (pg/mL) (410,08-10665,24)  (862,0-6589,0)  (2565,50-12936,05) (124,0-3514,0)

N= nimero de individuos testados em cada grupo; [X (Igl-lg3)]= Mediana e (Intervalo entre 0 1° e 0
3° quartis); *= P<0,05; *=P<0;001; ***=P<0,0001 na compara¢ao entre 0s grupos assinalados com a
mesma letra e simbolo

4.4.12 Correlagfes entre os niveis de citocinas e 0 s IRs dos anticorpos

Correlacionamos os indices de reatividade dos anticorpos IgG total contra as
trés proteinas estudadas e os niveis de citocinas. Observamos que o IR de
anticorpos anti-AMA-1 correlacionou-se positivamente com os niveis de TNF-a e IL-
10 e negativamente com IL-5. O IR de IgG anti-MSP-1 apresentou correlacao
positiva com IL-10 e correlacdo negativa com os niveis IFN-y, IL-4, IL-8 e MIP-1B3. O

IR de anticorpos anti-CVC correlacionou-se unicamente com o nivel de IL-10, sendo
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esta uma correlacdo negativa. Os coeficientes de correlacdo de Spearman (r) e os P

valores estdo demonstrados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 Correlagbes entre o IR de anticorpos Ig G e os niveis séricos das

citocinas
AMA-1 MSP-1 CvC

IFN-vy r=-0,038 r=-0,144 r=-0,017
P =0,536 P =0,019 P=0,773

TNF-a r=0,136 r=0,100 r=0,015
P =0,027 P =0,105 P =0,798

IL-2 r=0,096 r=0,073 r=-0,061
P=0,119 P =0,232 P =0,319

IL-4 r=0,043 r=-0,137 r=-0,112
P =0,485 P =0,026 P =0,068

IL-5 r=-0,133 r=-0,019 r=0,031
P =0,030 P=0,754 P =0,607

IL-10 r=0,230 r=0,142 r=-0,125
P =0,0002 P =0,020 P =0,042

IL-8 r=0,005 r=-0,156 r=-0,065
P =0,932 P =0,011 P =0,292

MCP-1 r=0,045 r=-0,070 r=-0,108
P =0,464 P =0,252 P =0,078

MIP-1p8 r=-0,037 r=-0,142 r=0,001
P =0,548 P =0,021 p = 0,982
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5 DISCUSSAO

O interesse por coinfec¢do tem aumentado muito recentemente com publicacdes
sobre coinfeccdo humana envolvendo centenas de patdogenos. No homem, tém sido
descritas associa¢cdes da infecgcdo por malaria com salmonela, helmintos, HIV e
tuberculose (176,177), a maioria em populagdes africanas. Entretanto, os dados sé&o
controversos, alguns mostrando uma maior susceptibilidade, outros menor e alguns
demonstrando nenhuma influéncia na evolucédo clinica da malaria grave ou com
acometimento cerebral (178).

Estudos epidemiologicos recentes indicaram que essa complexa interacdo
representa um desafio tanto para a ecologia de parasitos como para a saude
humana. Os dados de coinfeccao existentes na literatura sao focados na coinfeccao
malaria-helminto, existindo rarissimos dados a respeito das coinfecgbes de
plasmddio com protozoarios intestinais.

Considerando que nas areas endémicas de maléaria brasileiras a populacao
também esteja exposta a outros patdgenos e que os trabalhos que abordam as
coinfeccbes entre plasmdédio e parasitoses intestinais sdo raros, e que estes sao
principalmente voltados para P. falciparum, é importante o desenvolvimento de
estudos direcionados para P. vivax, ja que esta espécie é a principal responsavel
pelos casos de malaria no Brasil. Portanto, o0 nosso estudo foi realizado na periferia
e area rural do municipio de Porto Velho, estado de Rondbnia, onde a auséncia de
saneamento basico é marcante em toda regido. E o terceiro estado com maior
namero de casos de malaria no Brasil (180) e possui uma alta prevaléncia de
parasitoses intestinais.

Os nossos dados mostram que entre os 280 individuos que participaram de
nosso estudo, a prevaléncia de malaria encontrada na regido foi de 24, 6% e de
parasitoses intestinais 52,1%. O caso de coinfec¢cdo de malaria com parasitoses
intestinais foi de 16%.

Destes com diagndstico positivo para malaria 79,7 % estavam infectados com
P. vivax e os outros 20,3% com P. falciparum, uma frequéncia de espécies
plasmodiais semelhantes a registrada no Brasil em 2011 (P. vivax - 87% e P.
falciparum 13%) (15). Nos grupos de individuos infectados, a propor¢cao de homens

foi maior do que o de mulheres, uma vez que os homens sdo mais acometidos pela
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malaria devido aos seus habitos e atividades fora da casa que geralmente oferecem
maior risco de infecgcao (181).

Quanto as parasitoses intestinais, 52,1% da populacdo estava infectada por
pelo menos um parasito intestinal, sendo que a infec¢ao por protozoario intestinal foi
mais frequente que a por helminto. No geral, foram encontradas 10 espécies de
parasitos intestinais, onde Giardia lamblia foi a espécie mais prevalente e entre os
helmintos, a espécie Ancylostoma duodenale foi a mais frequente. Os estudos de
prevaléncia de parasitos intestinais em todo o territério séo raros, inconsistentes e
variaveis, com prevaléncia de 15 a 80% dependendo da regido e dos grupos de
individuos estudados (182,183). Um trabalho realizado em um assentamento
agricola no Acre analisando participantes com idade entre 1 e 90 anos encontrou
prevaléncia de individuos positivos para parasitos intestinais de 53,4%, muito
semelhante a prevaléncia encontrada em nosso estudo. Da mesma maneira, G.
lamblia foi também a espécie mais prevalente, A. duodenale o helminto mais comum
e o poliparasitismo intestinal bastante comum (24,5%) (184). A alta prevaléncia de
parasitose intestinal foi concordante com outros dados encontrados na Regiao
Amazonica (184) e os dados de coinfecgcdo malaria com parasitoses intestinais é o
primeiro nesta regiao.

Como mostrado, a prevaléncia de helmintos foi muito baixa na populacao
estudada e no grupo de individuos coinfectados, por isso avaliamos a coinfeccéo
com plasmodio e parasitos intestinais independente de serem helmintos e/ou
protozoarios

Os enteroparasitos podem causar danos aos seus portadores como obstrucao
intestinal (A. lumbricoides), desnutricdo (A. lumbricoides e T. trichiura), quadros de
diarreia (G. lamblia e E. histolytica) e anemia (ancilostomideos) (24). Como a anemia
€ uma caracteristica hematolégica também fortemente associada a malaria,
avaliamos o impacto da coinfeccdo de malaria com parasitoses intestinais sobre a
anemia nos individuos portadores dos dois tipos de parasitos. Os nossos dados
mostram que a frequéncia de individuos anémicos foi maior nos individuos com
malaria e coinfectados quando comparados aos individuos somente com parasitos
intestinais e expostos, indicando que neste caso a malaria é a principal causa de
anemia. Além da anemia, a coinfeccdo com parasitos intestinais ndo parece alterar
os dados hematoldgicos, visto que as alteracbes encontradas nos individuos

coinfectados com parasitoses intestinais sdo aquelas atribuidas aos infectados
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somente com malaria como plaquetopenia, leucopenia (27), linfopenia e eosinopenia
(30). Por fim o numero de bastdes foi maior somente nos grupos que apresentavam
a infeccdo por Plasmodium spp., como ja descrito na literatura (31) e néo
apresentaram diferencas devido as parasitoses intestinais.

Como dito anteriormente, a influéncia das infec¢coes helminticas na
prevaléncia e gravidade da anemia causada pela malaria ainda é controversa, mas
alguns trabalhos corroboram os dados achados em nosso estudo, onde a presenca
dos parasitos intestinais ndo influencia na anemia em individuos com malaria.
Trabalhos que estudaram coinfec¢cado de malaria e helmintos também mostraram que
a frequéncia de anemia nas criancas coinfectadas com P. falciparum e A.
lumbricoides nédo foi diferente da frequéncia de individuos anémicos portadores
somente de P. falciparum (117). J& em um estudo realizado no estado do Amazonas
criangas que além da malaria por P. vivax também estavam infectadas com
helmintos intestinais apresentavam uma maior concentragcdo de hemoglobina
guando comparado as criangas que estavam somente com P. vivax, sugerindo que a
infeccdo helmintica concomitante estava protegendo as criancas de desenvolver
anemia (119).

Como mostrado acima, estudos recentes que investigam as interagdes
existentes entre o parasito causador da malaria e helmintos durante uma coinfeccao
séo conflitantes. E provavel que em uma coinfec¢do possa existir uma interagéo
negativa entre os parasitos, caracterizada por um efeito protetor do individuo e por
um efeito supressor em um dos patdgenos ou uma interacao positiva, onde ocorre a
facilitacdo de uma infeccdo a partir da presenca do outro parasito. Dessa forma é
possivel que a coinfec¢cdo de P. vivax e parasitos intestinais modifique o perfil de
resposta imunologica a determinados antigenos especificos do plasmadio.

O nosso grupo tem caracterizado determinantes naturalmente imunogénicos
de células B e T de varios antigenos de P. vivax candidatos a uma vacina através da
analise da resposta celular especifica, do reconhecimento de anticorpos especificos
(classes e subclasses) nas amostras de soro da populacdo com diferentes niveis de
exposi¢cdo a infeccdo malarica, e utiliza esses dados, em associagdo com os dados
epidemioldgicos, para determinar quais epitopos sdo promissores e podem estar
envolvidos na imunidade protetora. Dentro deste contexto abordamos a influéncia

da coinfeccédo malaria com parasitoses intestinais na resposta imune as proteinas de
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superficie de merozoitas AMA-1, MSP-1, e CVC, candidatas a uma vacina
antimalarica.

Populacbes residentes em &reas endémicas de maléria apresentam alta
prevaléncia de individuos com resposta positiva de anticorpos contra diversos
antigenos plasmodiais candidatos vacinais como proteina de circunsporozoita (185),
GLURP (186), MSP-1 (187), MSP-9 (188), entre outros.

Os nossos dados mostram que 90,3% da populacdo estudada apresentaram
resposta de anticorpos contra pelo menos uma das proteinas estudadas. A presenca
de anticorpos IgG especificos foi semelhante para as proteinas AMA-1 (62,9%),
MSP-1 (65,7%) e CVC (68,6%). Entretanto, observamos diferencas significativas na
magnitude de resposta para as 3 proteinas estudadas. As médias do indice de
reatividade (IR) de IgG anti-AMA-1 e do IR de IgG anti-MSP-1 foram
significativamente maiores que o IR de IgG anti-CVC. Vale ressaltar que a
frequéncia de reconhecimento, bem como os niveis de anticorpos encontrados por
nos, sdo comparaveis aos encontrados a outros antigenos de P. vivax que sao
candidatos vacinais como AMA-1 (146) e MSP-1 (189).

A resposta humoral de anticorpos IgG totais contra AMA-1 parece nao sofrer
nenhuma modificagdo na presenca de parasitoses intestinais visto que os grupos de
individuos somente com malaria e dos coinfectados com parasitoses intestinais
apresentaram prevaléncias e indices de reatividade dos anticorpos similares.
Entretanto foram mais altos quando comparados com o0s grupos de individuos
somente com parasitoses intestinais ou sem nenhuma das duas infecgoes.

Com relacdo aos anticorpos anti- MSP-1, a prevaléncia e o IR de IgG total,
assim como o IR de IgG1 foram menores no grupo Parasitoses Intestinais que no
grupo Exposto. A frequéncia de IgG total anti-MSP-1 foi maior no grupo Malaria que
no grupo Coinfectado e embora o IR nédo tenha sido estatisticamente diferente, foi
ligeiramente maior no grupo Malaria (5,21 + 2,87) que no Coinfectado (3,40 + 3,29).
Estes dados sugerem que anticorpos IgG totais MSP-1, mas néo suas subclasses,
podem estar sofrendo influéncia da imunomodulacdo desencadeada pelas infeccbes
por helminto. Resultado semelhante foi encontrado em criangcas gabonenses
infectadas com o helminto Trichuris trichiura que quando vacinadas com o antigeno
candidato vacinal GMZ2 apresentaram menores niveis de anticorpos contra este

antigeno quando comparadas as criancas vacinadas nao portadoras deste helminto.
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Neste mesmo estudo verificou-se que diferente de T. trichiura, A. lumbricoides néao
alterou a resposta humoral a vacina (190).

Como G. lamblia foi o parasito intestinal mais prevalente foi feita uma
pequena analise do perfil de resposta de anticorpos totais contra as trés proteinas
plasmodiais estudadas nos individuos infectados e néo infectados por G. lamblia nos
grupos Parasitoses Intestinais e Coinfectado. Foi constatada uma Unica diferenca
que estava no menor IR de anticorpos anti-MSP-1 nos individuos positivos quando
comparado aos individuos negativos para G. lamblia no grupo Coinfectado. Esta
alteracdo pontual em apenas um parametro de anticorpos contra uma Unica proteina
nao nos permite chegar a uma concluséo final sobre o papel das infeccbes por
giardia na resposta imune contra o plasmoédio, mas dado este resultado certo grau
de interferéncia pode estar sendo exercido pela presenca da infec¢ao por G. lamblia.
Nestas infec¢des intestinais, a alta producédo de TNF-a (191) que atua na eliminacgéo
deste protozoario intestinal (192) pode estar configurando um ambiente Thl que se
contrapde a producdo de citocinas de perfil Th2, como IL-4, que por sua vez esta
associada a proliferacéo de células B (193) e consequente producao de anticorpos,
podendo causar assim a diminuicdo da resposta de anticorpos contra antigenos
plasmodiais nas coinfec¢cdes maléria-giardiase.

Uma resposta imune efetiva contra a maléria necessita do estabelecimento de
um perfil de resposta Thl seguida por desenvolvimento lento de uma resposta de
anticorpos protetores (81). A resposta de anticorpos € direcionada principalmente
aos estagios sanguineos assexuados atuando prevenindo a entrada dos merozoitas
nos eritrécitos, aglutinando ou opsonizando os eritrocitos infectados, ou
possibilitando a resposta mediada por células dependente de anticorpo, que pode
matar os parasitos (41), sendo as principais subclasses de IgG envolvidas na
eliminacdo dos plasmaodios IgG1 e IgG3, anticorpos do tipo citofilico, enquanto 1gG2
e lgG4, subclasses néo citofilicas parecem se contrapor as subclasses citofilicas
protetoras (56). Na populacéo total estudada o perfil de subclasses foi semelhante
para as AMA-1 e MSP-1, com predominio das subclasses citofilicas IgG1 e IgG3,
como também foi visto em estudos com estas e outras proteinas plasmodiais
(55,189,194). Como estas subclasses parecem estar envolvidas na resposta imune
protetora € de grande importancia avaliar se a presenca de parasitos intestinais

modifica o perfil de subclasses especificas para os antigenos estudados.
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Observamos uma predominancia de anticorpos citofilicos 1gG1 e IgG3 tanto
para AMA-1 quanto para MSP-1, independente de estarem coinfectados ou nao por
parasitos intestinais. Entretanto, no grupo de individuos com somente parasitoses
intestinais 0o IR da subclasse IgGl para MSP-1 e AMA-1 foi menor quando
comparado ao grupo Exposto. Em contraste, neste mesmo grupo Parasitoses
Intestinais, os IR das subclasses IgG2 e IgG4 foram maiores quando comparados
com o grupo Exposto. Estes resultados sugerem que a presenca da parasitose
intestinal pode induzir anticorpos néo citofilicos e estes podem estar interferindo na
resposta dos anticorpos citofilicos. No caso de infeccbes por helmintos que
polarizam a resposta para o perfil Th2, ocorre também a presenca de altas
concentragdes séricas de IgE e anticorpos néo citofilicos (88). No Senegal, os niveis
de anticorpos citofilicos IgG1l e 1gG3 especificos para MSP-3 de P. falciparum,
antigeno candidato a uma vacina antimalarica, estavam diminuidos enquanto os
niveis de 1gG4 nao-citofilico anti- MSP-3 encontravam-se aumentados em individuos
coinfectados com plasmaddio e helmintos (110). Individuos com maléaria e portadores
de Schistosoma haematobium apresentaram menor nivel de anticorpos I1gG1l
especificos aos antigenos MSP-1 e GLURP de P. falciparum quando comparados a
individuos nédo infectados por este helminto (111). Entretanto, outro estudo relatou
resultados contrarios a estes: Dialo e colaboradores encontraram niveis mais
elevados de anticorpos IgG1 anti-PfMSP-1 e de IgG1 e IgG3 anti-extrato antigénico
de esquizonte de P. falciparum em criancas coinfectadas com malaria e S.
haematobium quando comparadas as criancas infectadas somente com P.
falciparum (195).

Mesmo que 0s anticorpos sejam muito importantes na resposta a malaria,
outros mediadores como Oxido nitrico e citocinas também atuam na eliminacéo da
infeccdo plasmodial. Considerando que a maioria das informagdes sobre citocinas
na malaria e sua participacdo na resposta imune provém de estudos abordando os
niveis séricos de uma citocina especifica, ou de grupos de citocinas em pacientes
infectados exclusivamente com um parasito, ou até mesmo utilizando modelos
murino. Considerando ainda a existéncia de variagdes no perfil de citocinas
produzidas mediante a infeccdo com mais de uma espécie de parasito; somado ao
limitado numero de trabalhos em areas endémicas do Brasil que estudem o perfil de
citocinas e suas variagdes mediante as situacfes de coinfeccdo por diferentes

parasitos, 0 nosso objetivo foi comparar o padrado de producao de citocinas entre 0s
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grupos estudados e ainda observar a influéncia desses mediadores na producéo de
anticorpos IgG contra as proteinas estudadas.

Primeiramente, ao avaliarmos o0s niveis séricos médios de citocinas e
quimiocinas da populacdo encontramos alteragcdes em todas as citocinas de perfil
inflamatorio estudadas (IFN-y, TNF-a e IL-2) nos grupos estudados. Inicialmente
observamos que os niveis de TNF-a e IL-2 apresentaram um perfil muito
semelhante, com niveis elevados nos grupos de individuos com malaria e
coinfectado. Tal observacdo sugere que apenas a infeccdo malarica e ndo as
parasitoses intestinais influenciem o aumento destes niveis. A elevacado dos niveis
séricos de citocinas durante a infec¢do ja havia sido relatada tanto na malaria nédo
complicada como na malaria grave (196-198), contudo, sua participacdo na reducao
da carga parasitaria € um dado que ainda permanece controverso. De fato varios
trabalhos sugerem um papel importante desempenhado pelo TNF-a e IL-2 durante a
infeccéo.

Embora pareca existir esse sinergismo entre as citocinas de perfil inflamatorio
na malaria nés observamos dados diferentes em relacdo as concentracdes de IFN-y
em individuos coinfetados. A presenca de concentracbes mais elevadas nos
individuos coinfectados e nos individuos apenas com parasitoses intestinais em
relacdo ao grupo Exposto, pode sugerir que a infeccdo malarica somada a presenca
de parasitoses intestinais induza uma producdo ainda mais elevada de IFN-y.
Entretanto, vale ressaltar que diversos trabalhos demonstram que infeccdes
helminticas podem polarizar a resposta do hospedeiro para um perfil imune Th2
caracterizado por altos niveis de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, eosinofilia, altas
concentracfes no soro de IgE (87,88). Ja a resposta imune contra protozoarios
intestinais ndo € tdo destacadamente imunorregulatéria como a resposta induzida
por helmintos, entretanto infeccbes cronicas por protozodérios foram sugeridas como
possivelmente associadas ao perfil de resposta imune reguladora do tipo 1 (112).
Portanto, a resposta imune regulatéria desencadeada por helmintos que poderia
prejudicar a resposta imune Thl nas fases iniciais da infeccado por plasmadio pode
nao estar sendo observada em nossos pacientes devido ao baixo numero de
coinfectados que apresentem infec¢des helminticas (6 individuos).

Tal observacdo também pode ser corroborada quando observamos as
citocinas de perfil Th2 como a IL-4 e IL-10, pois ambas também apresentaram um

perfil aumentado em individuos com maléria, independente da coinfeccdo. De fato,
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os altos niveis de IL-10 e sua elevada frequéncia de produtores dentre os grupos
infectados com malaria (M e CI), estdo de acordo com a hipbétese de que esta
citocina, possuindo um papel anti-inflamatério, atue inibindo mecanismos pré-
inflamatorios relacionados ao clearance parasitario apos as fases iniciais da infec¢ao
(199). Alem disso, outros dados de nosso grupo ainda nao publicados relatam a
elevacao dos niveis de IL-10 no momento do diagndstico em pacientes da Amazoénia
brasileira com malaria, e a drastica reducdo dos niveis desta citocina 15 dias ap0s o
inicio do tratamento. Portanto, as variacbes na producédo de citocinas de perfil Thl
(TNF-a e IL-2) e Th2 (IL-4 e IL-10) estudadas em nosso trabalho parecem nao sofrer
alteracdes associadas a coinfeccdo malaria e parasitoses intestinais.

Levando em consideracdo que, relacionadas a um grande repertério de
acOes, determinadas quimiocinas podem ser produzidas por diferentes células em
resposta a estimulos inflamatorios, recrutando leucocitos para os locais de
inflamacéo, enquanto outras sdo naturalmente produzidas por varios tecidos e
recrutam leucécitos, especialmente linfocitos, para esses tecidos na auséncia de
inflamacdo (193) avaliamos também as diferencas no perfil de producdo das
quimiocinas IL-8, MCP-1 e MIP-18 nos individuos estudados. Nossos dados
demonstraram que individuos infectados apenas com parasitoses intestinais
apresentavam niveis elevados de IL-8 quando comparados a todos os demais
grupos. Considerando que a IL-8 € um potente quimiotatico e ativador de neutrofilos
(200); que sua producéo pode ser ativada por prostaglandinas (201); e protozoarios
intestinais como Entamoeba histolytica sdo capazes de induzir uma alta producéo de
IL-8 em células em cultura (202), os nossos dados sugerem que outros parasitos
intestinais também podem atuar estimulando a producédo de IL-8. Por fim, com
relacdo aos niveis de MCP-1, observamos um aumento nos grupos Malaria,
Parasitoses Intestinais e Coinfectado quando comparados ao grupo Exposto,
indicando que a producdo dessa quimiocina ndo esta associada a maléaria
especificamente. Esses dados sao corroborados por Gu e colaboradores (1999) que
ja haviam demonstrado que a MCP-1 esta fortemente envolvida a processos
inflamatorios, atuando como mediadora da atragcdo de mondcitos/macrofagos aos
sitios inflamatorios (203).

Vale ressaltar que os IRs dos anticorpos IgG totais contra AMA-1, MSP-1 e
CVC na populacéo correlacionaram-se significativamente com os niveis de algumas

citocinas estudadas, porém ndo houve um padrdo claro de associacdo destes IRs
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com um dos perfis de citocinas (pré-inflamatério ou anti-inflamatério).
Destacadamente IL-10 foi correlacionado ao IR de IgG contra as trés proteinas,
positivamente com AMA-1 e MSP-1 e negativamente com CVC. Foi sugerido que IL-
10 pode induzir uma resposta com perfil Th2 e maturacéao de célula B levando a um
aumento da producéo de anticorpos como ja foi visto em ensaios in vitro (Xu et al,
2004).

Nossos dados sugerem gue as citocinas IFN-y, TNF-aq, IL-2, IL-4, IL-10 e MIP-
1B apresentam aumentos significativos em sua concentracdo plasmatica quando os
individuos estéo infectados com P. falciparum ou P. vivax, entretanto apenas o IFN-y
parece ter seus niveis influenciados em situagbes de coinfeccdo maléria e
parasitoses intestinais. J4 as quimiocinas parecem atuar nos processos inflamatérios
inespecificamente ndo exercendo nenhuma influéncia na coinfeccdo. Entretanto
ainda sdo necessarios estudos de grande abrangéncia que avaliem as espécies de
parasitos intestinais presentes em areas endémicas de malaria e a sua relacdo com
a resposta imune de individuos infectados com Plasmodium spp para determinar
essa relacao.

Considerando que os IR de AMA-1 correlacionou-se positivamente com 0s
parametros epidemiolégicos tempo de residéncia em area endémica (TRAE),
namero de malarias anteriores (NMA) e nimero de malaria na ultima coleta (NMAC),
parece que estas variaveis indicadoras de tempo de exposicao e histéria pregressa
de maléaria estédo influenciando na magnitude da resposta de anticorpos contra esta
proteina. J& o tempo desde a ultima malaria (TDUM) apresentou correlacao negativa
com o IR de anticorpos anti-AMA-1, ou seja, quanto menor o TDUM maior a
magnitude da resposta destes anticorpos. Com relacdo ao IR de anticorpos contra
MSP-1, NMA e NMAC correlacionaram-se positivamente com o IR de IgG anti-MSP-
1 enquanto TDUM demonstrou uma correlacdo negativa de valor médio com este IR.
Esses resultados indicam que a magnitude de resposta de anticorpos contra AMA-1
e MSP-1 esta associada com o tempo passado desde a ultima infeccdo maléarica e
assim, a intensidade de resposta destes anticorpos pode servir como indicador de
infecgao recente.

A associacao entre os niveis de anticorpos IgG anti-AMA-1 e IgG anti-MSP-1
com o tempo de residéncia em area endémica de malaria, infeccdo recente, tempo

desde a dltima malaria e o nUmero de malarias anteriores sugerem que a resposta
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imune aos antigenos testados € modulada por estas variaveis epidemioldgicas

citadas acima e ndo parece ser modulada pela infeccdo com parasitoses intestinais.
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6 CONCLUSOES

1- Em Porto Velho, Rondbnia, existe a coinfeccdo de malaria com parasitoses

intestinais, e a prevaléncia desta coinfeccao € igual a 16%.

2- Os parametros hematoldgicos ndo diferiram em virtude da presenca das
coinfec¢cdes com parasitos intestinais e as alteracbes hematoldgicas encontradas

nos individuos foram aquelas atribuidas a malaria.

3- A resposta humoral para AMA-1 e CVC parece nao sofrer nenhuma
modificacdo na presenca de parasitoses intestinais visto que nos grupos de
individuos com malaria e coinfectados com parasitoses intestinais apresentaram

prevaléncias e indices de reatividade dos anticorpos similares.

4- A resposta humoral de anticorpos IgG contra MSP-1 parece ser modulada pela
presenca de parasitoses intestinais visto que a prevaléncia de resposta foi menor
no grupo Coinfectado quando comparado com o grupo de individuos somente

com malaria.

5- Na populacdo estudada o perfil de subclasses foi semelhante contra as
proteinas AMA-1 e MSP-1, com predominio das subclasses citofilicas I1gG1 e

IgG3, independente de estarem coinfectados ou nao por parasitos intestinais.

6- Nos grupos estudados encontramos alteracdes em todas as citocinas de perfil
inflamatorio (IFN-y, TNF-a e IL-2). Entretanto, somente 0s niveis séricos de IFN-y
foram maiores no grupo coinfectado quando comparado ao grupo sé com malaria

indicando influéncia da coinfeccdo no nivel desta citocina.

7- A correlacdo existente entre os indices de reatividade de anticorpos contra
AMA-1 e MSP-1 com os parametros epidemiolégicos tempo de residéncia em
area endémica, niumero de malarias anteriores, nimero de malarias no ano da

coleta e tempo desde a ultima malaria indicam que a resposta destes anticorpos
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parece estar mais associada com estes parametros epidemiologicos do que com

a presenca da coinfec¢cdo com parasitoses intestinais.
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7 PERSPECTIVAS

1- Realizar o diagnostico molecular por PCR para a detec¢do dos casos de baixa

parasitemia, o que pode rearranjar os individuos pelos grupos.

2- Avaliar os dados de parasitemia e verificar a sua influéncia nas coinfecgbes e nos

dados hematolégicos e imunolégicos.

3- Analisar a influéncia das coinfec¢cdes na resposta imune celular e nos perfis

fenotipicos celulares mais frequentes em cada grupo.

4- Determinar o perfil das subclasses de IgG contra a proteina PvCVC.
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9 APENDICES

9.1 Apéndice A: Termo de Consentimento Livre e Escl  arecido
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Instituicbes: Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de Janeiro; Laboratorio
Central de Saude — LACEN, Porto Velho.

Titulo do Projeto de Pesquisa: Malaria e parasitoses intestinais: aspectos
clinico-epidemioldgicos, parasitolégicos, bioquimicos e imunoldgicos e avaliacao
das co-infecgbes em area com populacdo de assentamento no Estado de Rondonia.

Coordenadores da Pesquisa : Joseli de Oliveira Ferreira e Dalma Maria
Banic (Malaria), Antonio Teva e Fatima Conceicéo Silva (Leishmaniose Tegumentar
Americana) e Paulo Zuquim Antas (Tuberculose).

Pesquisadores: Fatima Santos, Cesarino J. Lima Aprigio, Cleoni Mendes de
Lima, Rui Rafael Durlacher, Fabio Luis Storer, Fatima Madeira, Fernanda Nazaré
Morgado

Telefone para contato: 021-3865-8115; 069-3216-530

Nome do Voluntério:

As doencas infecciosas sdo um grande problema no Brasil. Em Rondbnia a mais conhecida
€ a malaria, mas outras doencas como a tuberculose, as leishmanioses e as parasitoses
intestinais também tem sido diagnosticadas. Os pesquisadores que estdo fazendo o estudo
para o qual estou sendo convidado, me informaram que eles gostariam de estudar a
presenca destas doencas na populacédo da area onde eu moro.

ASSIM, EU, oo , declaro que sou voluntario
no estudo sobre a presenca destas doencas na minha regido. Para que eu possa participar
como voluntério, terei de fazer varios exames (item C) para ver se eu estou com uma ou
mais das doencas que vao ser estudadas (maléria, tuberculose, leishmaniose e parasitoses
intestinais). Fui informado que este estudo € para obter mais conhecimentos sobre estas
doencgas e 0 que acontece quando mais de uma delas for encontrada na mesma pessoa. Fui
também informado que, caso alguma dessas doencas for diagnosticada em mim, eu serei
encaminhado a uma unidade de saude para fazer o tratamento e 0 acompanhamento do
meu caso. A minha participacdo em nada alterard o atendimento nas unidades de saude,
caso eu venha a precisar por outros motivos. Uma parte dos resultados deste estudo me
beneficiard caso eu esteja com uma dessas doencas, pois terei o diagnéstico feito e poderei
ser tratado, mas outra parte ndo me beneficiard diretamente, pois servira para estudar estas
doencas. No entanto, estes resultados poderdo no futuro beneficiar outras pessoas que
também tenham a minha doenca. Todos os resultados serdo relatados a minha pessoa e
considerados confidenciais, podendo o0s mesmos serem divulgados na forma de
comunicacao e artigos cientifica. Entretanto ndo serd permitido a minha identificagéo.

Pelo responsével fui informado de que:

Este documento procura fornecer informagdes sobre as doencas que serdo estudadas e o
gue sera realizado, detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e
possiveis riscos. Poderei recusar-me a participar da pesquisa ou, mesmo, dela me afastar
em qualquer tempo, sem que este fato me venha a causar qualquer constrangimento. Os
exames e procedimentos aplicados serdo gratuitos. Os investigadores se obrigam a néo
revelar minha identidade em qualquer publicacdo resultante deste estudo, assim como,
poderdo interromper minha participacdo, a qualquer tempo, por razdes técnico/ meédicas
guando entdo, me serdo fornecidos aconselhamentos e orientacéo.

A minha participacdo no projeto consiste em autorizar a realizagdo de exames para avaliar
se tenho estas doencas e que esse material seja utilizado neste estudo. Também autorizo
gque parte das amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos que
tenham como objetivo a melhor compreensdo da doenca, o desenvolvimento e avaliacao de
novos métodos de diagndstico; avaliagdo da resposta a antigenos candidatos a uma vacina
etc. desde que tal estudo seja previamente analisado e autorizado por um Comité de Etica
em Pesquisa. E importante saber das seguintes informacées:
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A- O problema de saude objeto da investigacao:

As doencas que serdo procuradas sado: 1- malaria- doenca transmitida por mosquito, muito
comum em Rondoénia e que causa momentos de febre alta e calafrios apds os quais eu fico
cansado e sem forcas para trabalhar; 2- leishmaniose cutanea- € uma doenca da pele que
produz uma ferida de tamanho variavel de acordo com a reacéo do organismo do doente. E
causada por um micrébio denominado Leishmania e também é transmitida por um inseto; 3-
tuberculose- € uma doencga que é transmitida pela respiracdo e comeca nos pulmdes dando
febre, tosse e catarro, pode depois se espalhar pelo organismo, mas isto ndo é comum; 4-
parasitoses intestinais- sdo vermes e pequenos agentes que se instalam no meu intestino e
podem ou nédo causar doencga. Existem os grandes vermes como as lumbrigas e outros, bem
pequenos que sdo chamados de protozodrios e que sé podem ser vistos no microscopio.
Para todas estas doencas existe tratamento, mas ainda nao existe forma de prevenir com
vacinas.

B- Objetivo do trabalho dos pesquisadores:

O objetivo deste trabalho, além de verificar se eu tenho uma destas doencas, € estudar
(identificar) que parasitas estdo presentes na minha regido, se a presenca de mais de um
deles na mesma pessoa pode fazer as doencas ficarem diferentes (para melhor ou para
pior) e se o0s pesquisadores podem identificar um tipo de resposta do organismo
(imunolégica) dos pacientes que seja protetora (benéfica). O conhecimento desta resposta
podera ser importante para se tentar prever a evolugcdo da doenga e com isto tentar evitar ou
diminuir as formas graves. Além disto, o0 melhor conhecimento destas doencas pode, no
futuro, ajudar o desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina.

C- Exames, procedimentos e tratamento que serdo uti  lizados:

Inicialmente haverd coleta de informacfes sobre a doenca através de uma entrevista
detalhada e preenchimento de um questionério por um membro da equipe, exame médico e
coleta de sangue para realizagdo de véarios exames (distensdo e gota espessa para
diagndstico, hemograma completo, testes imunoldgicos, tipagem de células e produtos
secretados por elas, entre outros). Para isto sera necessaria a coleta 30mL de sangue por
via endovenosa em duas ocasides: no dia do diagndstico antes do tratamento (D0), podendo
ser solicitada para uma coleta em outra ocasido para verificagdo de cura. Se a médica
suspeitar que eu tenho Leishmaniose fardo um teste na pele (injecdo de 0,1 mL em um dos
bragos), chamado teste de Montenegro (para leishmaniose) para auxiliar no diagnéstico
dessa doenca. Além disso, se eu tiver alguma ferida no corpo que seja suspeita de
leishmaniose, sera feita uma bidpsia (com anestesia) com retirada de um pedaco (ndo maior
eu 6mm de didmetro) da ferida, que sera dividido em partes para o diagnostico da doenca,
isolando o parasita e fazendo histopatologia, e para o estudo cientifico. No caso de suspeita
de tuberculose eu terei de colher uma amostra de escarro para diagndéstico de tuberculose
em pote limpo e levar um pote limpo para casa para colher uma amostra de escarro na
manh& do dia seguinte ao despertar. Para verificar se eu tenho alguma verminose vou ter
que colher uma amostra de fezes em um pote limpo (chamada amostra fresca) e uma
amostra de fezes num pote contendo um liquido vermelho (chamada fezes conservadas).
Fui informado que o liquido vermelho (MIF) ndo é para ser tomado, e sim para colocar as
fezes nele dentro do pote (as fezes servem para fazer o diagnostico das parasitoses
intestinais). Todos estes procedimentos sdo usados na rotina de diagndstico e servem para
confirmar que estou com um dos parasitas que provocam as doencas que Vvao ser
estudadas. Eu posso fazer todos os exames ou apenas alguns, mas como cada um deles
serve para doencas diferentes poderei ndo ser diagnosticado para algumas deles se nao
fizer todos os exames.

D- Beneficios:

Com a excecdo da malaria, as outras doencas nao séo diagnosticadas com facilidade, e isto

traz problemas para o controle delas na minha regido. Com o diagnéstico poderei ser

encaminhado a uma unidade de saude para cuidar do meu caso. Além disto, alguns

trabalhos tém mostrado que se uma pessoa tiver mais de um parasita produzindo doenca ao
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mesmo tempo, algumas vezes as doencas podem ter mais problema para serem curadas
pelos remédios. O estudo da resposta imune em pacientes com as doencas do estudo tem
apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo
(imunolégicos) na evolugcdo das doencas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
tentar esclarecer o seu papel na regulacdo da resposta imune levando a cura ou a protecéo.
Estes conhecimentos poderao fornecer importantes informacfes para se prever a evolucédo
destas enfermidades nos individuos doentes e, para estabelecer uma futura vacina para
uma ou mais delas.

E- Inconvenientes:

A reacdo positiva ao teste de Montenegro se acompanha de inflamagéo apenas (restrita) a
area de aplicacdo do teste na pele. Este, no entanto, € o teste padrédo para o diagnéstico da
leishmaniose tegumentar. A coleta de sangue pode produzir em alguns casos hematoma
(rouxiddo) local que desaparece em 3 a 5 dias. A biopsia é feita sob anestesia no local da
leséo (ferida). Sera realizado curativo compressivo apds biépsia e hdo devo retirar o curativo
por 24 horas. ApGs 24 horas, o curativo podera ser retirado, e diariamente devera ser feito
novo curativo. Receberei gaze estéril e esparadrapo ou atadura de gaze para 0s curativos.
O ponto podera ser retirado em 5 dias pelo proprio médico ou em posto de cuidados de
saude. Fui também informado de que, como o ponto foi realizado em Ulcera ele podera sair
sozinho sem prejuizo da cicatrizacdo e o procedimento de biopsia ndo deixard cicatriz
suplementar, pois serd realizado sobre a Ulcera e a cicatrizagdo da mesma ocorrerd de
forma a sobrepor o local da biopsia.

Serei informado de cada passo pelo médico responsavel e qualquer alteracdo devo
comunicar ao pessoal responsavel que verificard a necessidade de cuidados locais.

F- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais:

N&o ha riscos potenciais visto que o0s procedimentos que serdo utilizados durante este
trabalho sdo os normalmente usados para o diagndstico: da malaria, leishmaniose
tegumentar, tuberculose e parasitoses intestinais.

Declaro que li e entendi todas as informagOes referentes a este estudo e que todas as
minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe, a qual estard a
disposicdo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas.

Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, voluntariamente,
em participar deste estudo permitindo que os procedimentos descritos acima sejam
realizados em minha pessoa.

Data:
Nome do voluntario

Data:
Nome do Pesquisador

Data:
Testemunha 1}

Data:

Testemunha 2 2

! Apenas no caso de voluntarios impossibilitados deanifestar o seu consentimento por escrito.
2 Apenas no caso de menores de 18 anos, devera ssirmdo pelo pai, mée ou responsavel legal.
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9.2 Apéndice B: Questionario epidemiologico

REGISTRO N° Data:

bioquimicos e imunoldgici e avaliagdo das dofeccdes em area com p
assentamento no Estado de Rond

DADOS PESSOAIS

PROJETO: Maléria e parasitoses intestinaisspectos clinicos, parasitologic
opulaca

NOME: SEXO: F M
IDENTIDADE:

IDADE: NATURALIDADE : PROCEDENCIA:
ENDERECO ATUAL:

FONE:

NUMERO DE RESIDENTES NO ENDERECO ATUAL:

PROFISSAO:

TEMPO DE RESIDENCIA (ANOS):

Area endémica malaria (anos): Ronddaiaok):

Endereco atual:

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDO NIA:

HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECGCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: P.falciparum  P.vivax  P.malariae Nenhuma N&o lembra

NUMERO DE INFECCOES ESSE ANO (2010):

Espécies: P.falciparum  P.vivax  P. malariae Nenhuma N&o lembra

DATA DA ULTIMA INFECCAO:

Espécies: P.falciparum  P.vivax  P.malariae Nenhuma N&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: Sim  Nao

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA :  Sim Né&o Data:
MALARIA GRAVE NA FAMILIA: Sim Né&o Data:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU TEVE MALARIA R ECENTEMENTE?
Nao Data:

OBS:

Sim
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EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZAGAO DA CASA

Cidade  Periferia Floresta Colegao d'agua Nenhuma

TIPO DE CASA (PROTECAO EM RELACAO AO CONTATO COM MERUITO)

Boa Parcial Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:
ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
Sim Nao Foi informado Foi informado, mas ndo acredita
COMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
Mosquiteiro  Inseticida antimalaricos Outras  Nenhuma

Data da ultima borrifacdo de inseticida (FNS):

INFECCAO ATUAL

SINTOMAS
Febre, °C

Cefaléia Calafrios Nausea Mialgia Nenhum

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO: P. falciparum  P.vivax  P. malariae Nenhuma

PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?: Sim Né&o Data:
E DOADOR DE SANGUE?: Sim N&o Data da dltima doacéo:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

GOTA ESPESSA ESFREGACO PLASMA
CELULAS HLA PARASITAS
OBS:
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