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RESUMO

COURA, K. D. Estudo da reatividade das subclasses de IgG anti-P.
falciparum durante a evolugao de malaria nao complicada. Sao Paulo,
2004 p.131 Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade

de Sao Paulo.

O desenvolvimento de imunidade naturalmente adquirida na malaria é lento
e depende de fatores como o numero de malarias prévias, intervalo entre
cada malaria, exposi¢do a variantes antigénicas multiplas e idade do
individuo. Mecanismos imunes efetores dependentes de anticorpos sao
importantes no desenvolvimento dessa imunidade. Varios estudos tém
mostrado que as subclasses IgG1 e IgG3 anti-P. falciparum, conhecidas por
sua acao citofilica, sdo anticorpos protetores, enquanto anticorpos né&o
citofiicos como 1gG4 reconhecendo 0s mesmos epitopos seriam
bloqueadores dos mecanismos protetores. Dados recentes sugerem que sob
determinadas condi¢des, 1IgG2 também pode ter agao citoiflica e participar
da protecédo na malaria.

Neste trabalho, nés estudamos pela primeira vez, a evolugao das subclasses
de 1gG contra formas eritrocitarias de P. falciparum de pacientes com
malaria falciparum ndo complicada internados em hospital por até 42 dias,
sob tratamento com mefloquina. As subclasses de IgG foram avaliadas por
ELISA em 48 pacientes (7 amostras de soro de cada um colhidas nos
tempos Oh, 48h, 7, 14, 28, 35 e 42 dias), quanto a quantidade (concentragao,

pg/ml; indices de reatividade, IR; ou em frequéncia, %) e quanto a avidez



XXI

dos anticorpos (indice de avidez, |A). Amostras de soro de 14 pacientes
(tempos: 0, 48h, 7, 21 e 28 dias) também foram avaliadas quanto a
especificidade e a avidez de reconhecimento das diferentes bandas
protéicas do antigeno de P. falciparum por Immunoblotting.

As subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 anti-P. falciparum, na maioria de alta
avidez, estavam presentes no inicio do tratamento, respectivamente, em
100%, 39,5%, 80,6% e 28,4% dos pacientes e com concentragdes medias
de 20, 2; 3,8; 1,5 e 0,05 pg/mL. As concentragdes maximas das subclasses
de IgG foram alcangadas no 7° dia, e os IAs maximos de 1gG1 e IgG3 foram
alcangados no 7° dia, e os de 1gG2 no 14° dia e os de IgG4 no 2° dia. A
concentragdo inicial dos anticorpos 1gG3 anti-P. falciparum apresentou
correlacdo negativa com o tempo de clareamento parasitario (TCP) e a
relagdo das somas dos anticorpos IgG1, 1IgG2 e IgG3 pelos niveis de 1gG4
se correlacionaram negativamente com a parasitemia inicial. No
Immunoblotting, foram identificadas fracbes protéicas que podem estar
relacionadas com o reconhecimento imune protetor, por serem reconhecidas
pelas subclasses IgG1, 1gG2 e IgG3 e ndo reconhecidas ou reconhecidas
tardiamente por IgG4: 125, 96, 86, 75, 55 e 47 kDa.

A resposta predominante das subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 observada
nestes pacientes, todos com malaria ndo complicada, pode indicar que
esses anticorpos estdo cooperando para o controle de formas graves da
doenca e refletirem um certo grau de desenvolvimento de imunidade

adquirida.
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ABSTRACT

COURA, K. D. Study of the reactivity of anti-P. falciparum IgG
subclasses folowing up uncomplicated malaria falciparum. Sdo Paulo,
2004. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo.

The development of naturally acquired immunity to malaria is slow and
depends of several factors as number of previous malaria, interval between
each malaria attack, exposure to parasite multiple antigen variant and age-
associated maturation of the immune system. Antibody-dependent effector
immune mechanisms are believed to be important to the protective immunity.
A number of studies have showed that anti-P. falciparum 1gG1 and 1G3,
named cytophilic antibodies, are protective, whereas the noncytophilic, IgG4,
that recognize the same epitopes may block the protective mechanisms.
Recent data have suggested that in certain situations, 1gG2 can also act as
cytophilic and to cooperate in protection.

In this work, we have studied, for the first time, the evolution of the IgG
subclasses against P. falciparum blood stages in uncomplicated falciparum
malaria patients taken into hospital upon mefloquine treatment and followed
up 42 days. These antibodies were determined by ELISA in 48 patients (7
serum samples from each patient collected in different times: Oh, 48h, 7, 14,
28, 35 and 42 days). The results were expressed in concentration (pug/ml),

index of reactivity (IR) or frequency (%) and the avidity were expressed as
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index of avidity (IA). Serum samples 14 patients (time of collection: 0, 48h, 7,
21 and 42 days) were also evaluated by Immunoblotting as their specificity
and avidity against different proteins of the P. falciparum blood stages

The subclasses Anti-P. falciparum 1gG1, 1gG2, 1gG3 and 1gG4, high avidity
predominantly, were present since the beginning of the treatment,
respectively, in 100%, 39,5%, 80,6% and 28,4% of the patients with the
following concentrations: 20, 2; 3,8; 1,5 and 0,05 pg/mL. The highest
concentrations were reached at day 7, and IgG1 and the highest 19G3 IAs
were reached at day 7, and the highest IgG2 |As at day 14 and the highest
lgG4 |As at day 2. The initial concentration of anti-P. falciparum |gG3 showed
a negative correlation with the parasitemia clearance time (PCT) and the
ratio between the sum of IgG1, 1gG2 and IgG3 levels to IgG4 levels was
negatively correlated with the initial parasitemia. Six protein fractions were
identified by the Immunoblotting that can be related to protective immune
recognition, because they were recognized by IgG1, 1gG2 and 1gG3
antibodies and not or only later recognized by IgG4 antibodies: 125, 96, 86,
75, 55 and 47 kDa.

The predominant IgG1, 1gG2 and IgG3 responses observed in these
uncomplicated malaria patients may suggest that these antibodies are
cooperating to the control of severe disease and reflecting a certain

development of protective immunity.
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INTRODUCAO

1. Historico

A histéria da malaria se prolonga desde a antiguidade, havendo
relatos de que o homem pré-histérico foi suscetivel a esta doenca. E
provavel que a doenga tenha surgido no continente africano, considerado o
berco da humanidade. A malaria seguiu 0 homem em sua migragéo para a
costa do Mediterraneo, para a Mesopotamia, para a peninsula da india e
para o Sudeste Asiatico. Todavia, o estabelecimento da malaria no Novo
Mundo tem gerado apenas especulagdes, pois hdo ha nenhum histérico ou
dado confiavel relacionado a esse assunto. E possivel que Plasmodium
vivax e P. malariae tenham sido trazidos do Sudeste Asiatico por viajantes,
enquanto que P. falciparum tenha sua origem na era pos-colombiana,
gquando escravos africanos foram trazidos por colonizadores espanhdis da
América Central (BRUCE-CHWATT, 1985; COX, 2002).

Existem referéncias de febres intermitentes e sazonais na Assiria
antiga e em escritos religiosos chineses e indianos. Hipdcrates, que viveu na
Grécia no século VI antes de Cristo (AC), foi o primeiro médico a descartar a
supersticdo pela observagdo logica da relagdo entre o aparecimento da
doencga e as estagbes do ano ou o lugar onde seus pacientes viviam. Ele
também foi o primeiro a descrever detalhes clinicos da doenga e algumas de
suas complicagdes. A malaria foi comum nas proximidades de Roma e, por

isso, ha relatos de que tenha sido denominada “Febre Romana”, porém
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epidemias de malaria continuaram em muitas partes da Europa e em outros
continentes por muitos séculos (BRUCE-CHWATT, 1985; COX, 2002).

No século XVIII, essa febre especifica recebeu o nome italiano de
‘mal’aria’ (maus ares), pois se acreditava que a malaria fosse transmitida
pelo ar. Ja o termo “paludismo” que indica uma relagao direta com pantanos,
foi introduzido muito mais tarde (BRUCE-CHWATT, 1985).

Em 1880, Laveran, um médico do exército francés na Argélia, foi o
primeiro a observar o parasito causador da malaria no interior das hemacias
e a descrever o seu ciclo evolutivo. Ja no final do século XIX, Ronald Ross
detectou formas evolutivas do parasito da malaria no intestino de mosquitos.
Porém, somente entre 1898 e 1899 foi que os italianos Amico Bigmani,
Giuseppe Bastianelli e principalmente Battista Grassi identificaram o
Anopheles sp como o vetor e transmissor da doengca (BRUCE-CHWATT,

1985).

2. SITUAGAO ATUAL DA MALARIA NO BRASIL E NO MUNDO

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) de 2003, a
malaria € a doenca tropical mais importante do mundo e provoca mais
mortes que outras doengas infecciosas juntas, como tuberculose, sarampo,
AIDS e Hanseniase. Atualmente a malaria € endémica e um problema de
saude publica em 101 paises, cerca de 40% da populagcdo mundial, sendo
45 paises da Africa, 21 paises das Américas, 4 da Europa, 14 da regido do

Leste do Mediterraneo, 8 do Sudeste Asiatico e 9 da regido do Pacifico
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Oeste. A prevaléncia da doenca no mundo é de 300 a 500 milhdes de casos
por ano, com cerca de 1 a 2 milhdes de mortes por ano, principalmente em
criancas com menos de cinco anos de idade, sendo que a Africa concentra
90% do total de casos (OMS, 1998). Na figura 1, mostramos o mapa das
areas afetadas pela malaria no mundo, segundo dados da OMS.

Nas Ameéricas, o numero de casos elevou-se de 344.170, em 1970
para 1.138.966 casos em 1996 (OPAS, 1996). No Brasil, nesse mesmo
periodo observou-se uma elevagao de cerca de 50.000 casos para 426.510

casos (CORDEIRO et al, 2002).

Figura 1. Areas Endémicas de Malaria no mundo (Fonte:OMS,1997).
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No Brasil, em 2001, foram registrados 388.807 casos, segundo dados
da Fundagao Nacional de Saude (FUNASA), um numero bem inferior em
relagdo aos registros de anos anteriores, pois em 2000 e 1999 foram
registrados 615.245 e 637.000, respectivamente. Essa redugcédo ocorreu em
decorréncia dos esforgos do Ministério da Saude com a elaboragéo do Plano
de Intensificacdo das Ac¢des de Controle da Malaria em parceria com
estados e municipios. As estratégias utilizadas para que ocorresse essa
reducdo no numero de casos registrados foram baseadas na
descentralizagdo do diagndstico e tratamento para os estados e municipios,
de maneira a ampliar e tornar mais rapido o acesso das populagdes da
Amazonia, inclusive integrando na agdo os Agentes Comunitarios de Saude
e as Equipes de Saude da Familia; no reforco das agdes de combate ao
vetor; nas intervengdes ambientais como a drenagem e limpeza de igarapés
nas areas urbanas onde ha casos de malaria, como Manaus e Porto Velho;
e na regulamentagao da avaliagéo prévia, por parte do Ministério da Saude,
quando da instalagdo de assentamentos ou de projetos de desenvolvimento.
Atualmente, o desafio continua no sentido de reduzir a morbidade e a
mortalidade causadas pela malaria e eliminar sua transmissao urbana nas
capitais. De todos os casos registrados no pais cerca de 99% ocorrem na
Amazobnia Legal (CORDEIRO et al, 2002), sendo que o restante dos casos
registrados nas demais regides sdo na grande maioria das vezes importados
da regido amazdbnica ou de outros paises onde ocorre transmissdo. A
Amazobnia Legal € composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas,

Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Rondénia, Roraima e
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Tocantins (FUNASA, 2001). Na figura 2 temos as areas endémicas de

malaria no Brasil de acordo com risco de transmissao.

B Area com alio risco
[ Area com midio risco
[ Area com baixe risse
B Area sem risco

Figura 2. Areas Endémicas de malaria no Brasil de acordo com o risco de transmissdo
(Fonte: FUNASA - Fundagdo Nacional de Saude / Superintendéncia de Controle de

Endemias -SUCEN, 1994).

Com relagdo a intensidade de transmissdo, a malaria apresenta
padrdes epidemioldgicos muito diversos de um lugar para o outro ou ainda
de uma época para outra.

Em zonas com transmissdo estavel da malaria, a incidéncia da
doenca é muito alta e quase todas as criangas na primeira infancia tém
parasitemia elevada apds os primeiros meses quando o0s anticorpos

maternos praticamente ndo estdo mais presentes, exibindo em sua maioria
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esplenomegalia. As criangas maiores também tém exame de sangue
positivo, porém a parasitemia é mais baixa, devido ao desenvolvimento de
imunidade. Nos adultos, a imunidade naturalmente adquirida assegura uma
protecdo consideravel em comparagdo as criangas, com presenca de
imunidade anti-téxica, ou seja, uma diminuicdo ou auséncia dos sintomas
clinicos nos individuos adultos, sendo que tanto a parasitemia como a
esplenomegalia tendem a diminuir (BAIRD, 1995; BAIRD, 1991).

Em zonas com transmisséo instavel de malaria, tanto adultos quanto
criangas sao suscetiveis a doencga, e a proporcao de individuos que
apresentam esplenomegalia é praticamente a mesma em cada grupo
(CARTER & MENDIS, 2002).

Além da estratificagdo das areas malarigenas em regides de
transmissdo estavel e regides de transmissao instavel, também pode-se
considerar as seguintes situagcbes epidemioldgicas para caracterizar uma
area endémica: quando o indice esplénico em criangas € constantemente
alto, com mais de 75% das criangas apresentando esplenomegalia, e o
indice em adultos é baixo, temos a presenca de malaria holoendémica;
guando o indice esplénico € maior que 50% nas criangas e alto nos adultos,
temos a presenga de malaria hiperendémica; na vigéncia de indice esplénico
infantil entre 11% e 50%, temos a presenga de malaria mesoendémica;
quando o indice nao ultrapassa 10%, temos a presenca de malaria

hipoendémica (KNELL, 1991).
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3. ETIOLOGIA DA MALARIA

Os parasitos que causam a malaria sdo os plasmodios e estdo
alocados no filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiia, familia Plasmodidae,
género Plasmodium, apresentando trés sub-géneros: Plasmodium,
Laverania e Vinckeia.

Sao conhecidas atualmente cerca de 120 espécies de plasmaodios,
sendo que 22 espécies infectam primatas, 19 espécies acometem roedores,
morcegos e outros mamiferos e em torno de 70 espécies infectam aves e
répteis. Apenas 4 infectam naturalmente o homem: Plasmodium (Laverania)
falciparum, (Welch, 1897); Plasmodium (Plasmodium) malariae (Laveran,
1881); Plasmodium (Plasmodium) ovale (Stephens, 1922); Plasmodium
(Plasmodium) vivax (Grassi & Feletti, 1890) (BRUCE-CHWATT, 1985).

O ciclo evolutivo do Plasmodium no hospedeiro vertebrado tem inicio
quando a fémea infectada do mosquito Anopheles realiza o repasto
sanguineo e inocula os esporozoitos, as formas infectantes de Plasmodium,
que haviam se acumulado nas glandulas salivares do inseto (Figura 3).

Esses esporozoitos apos cerca de uma hora da inoculagdo, migram
da corrente sanguinea para o figado onde infectam os hepatécitos e se
diferenciam em criptozoitos. Os criptozoitos além de crescerem, iniciam um
ciclo de reproducdo assexuada, conhecido como ciclo pré-eritrocitico ou
esquizogonia pré-eritrocitica. Quando comegam as divisbes nucleares, 0s
parasitos passam a ser chamados de esquizontes e no fim da esquizogonia

dao origem a milhares de merozoitos, que rompem os hepatdcitos e, os que
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nao sao fagocitados e destruidos pelas células de Kupffer, invadem as
hemacias e d&o inicio ao segundo ciclo de reprodugdo assexuada dos
plasmaodios, chamado de ciclo eritrocitico. A esquizogonia eritrocitica dos
plasmodios que acometem humanos ocorre preferencialmente nos capilares
profundos. Depois de varias repetigdbes do ciclo eritrocitico, surgem as
formas sexuadas no sangue periférico, chamadas de gametdcitos, que s&o
as formas infectantes para o mosquito. Quando a fémea do Anopheles
novamente realiza o repasto sanguineo, ingere os gametécitos macho e
fémea que se encontram no interior das hemacias, estes quando se unem
dao origem ao ovo ou zigoto, dando assim inicio ao ciclo evolutivo dos
plasmodios no hospedeiro invertebrado. O ovo ou zigoto depois de algum
tempo comecga a deslocar-se com movimentos amebdides, sendo que nesta
fase passa a ser chamado de oocineto. Este se dirige para o revestimento
epitelial da parede do intestino do inseto. Neste local, segrega um envoltorio
protetor e passa a ser denominado de oocisto. A partir dessa fase inicia-se a
esporogonia, na qual sdo formados milhares de elementos-filhos chamados
de esporozoitos, ao mesmo tempo em que o oocisto cresce. O oocisto
maduro entdo rompe-se e libera os esporozoitos que invadem a hemolinfa
do inseto, sendo que muitos deles migram para as glandulas salivares, onde
novamente a fémea do Anopheles, durante o repasto sanguineo inocula as
formas infectantes do parasito no hospedeiro vertebrado, fechando o ciclo

evolutivo dos plasmodios (BRUCE-CHWATT, 1985).
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Figura. 3. Ciclo de vida das espécies de Plasmodium infectantes ao homem (adaptado de

http://www.dpd.cdc.gov)

4. ADOENGA MALARIA

A malaria € uma doenca infecciosa febril e aguda, caracterizada por
febre alta acompanhada de calafrios, suores e cefaléia que ocorrem em
padrdes ciclicos e que dependem da espécie do parasito infectante. Os
ataques paroxisticos caracteristicos da doenga ocorrem em quatro estagios
sucessivos: 0 primeiro € caracterizado por frio intenso, acompanhado de
calafrios e tremores; o segundo por calor, febre alta, face hiperémica,
taquipnéia, seguida de suores e apirexia, com duragao total de 6 a 12 horas.
Outras manifestagdes que podem ocorrer sdo nauseas, vomitos, astenia,

fadiga, diarréia, tosse, artralgia e dor abdominal, que podem ser
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acompanhadas por palidez, ictericia e hepatoesplenomegalia. Na forma mais
grave da doenga que € causada por P. falciparum, o quadro clinico pode
evoluir para disturbios da coagulagado sanguinea, choque, insuficiéncia renal
ou hepatica, encefalopatia aguda e edema pulmonar que levam a 6bito em

10% dos casos (BRUCE-CHWATT, 1985).

5. MALARIA E IMUNIDADE

A relagao parasito-hospedeiro tem um enorme impacto na resposta
imune do hospedeiro, levando a resposta mediada por células e a produgao
de anticorpos. Esta resposta imune tem sido intensamente estudada, no
intuito de determinar tanto a natureza da imunidade protetora a malaria
como identificar resposta imune que possa ter valor diagndstico ou
epidemiologico.

Na malaria, a imunidade protetora que é observada em individuos
adultos que vivem em areas endémicas depois de repetidas infecgbes, pode
ser classificada em imunidade clinica que € adquirida gradualmente, com
reducdo do risco de letalidade e da intensidade dos sintomas clinicos e
imunidade anti-parasitaria, na qual ocorre reducdo do numero de parasitos
no individuo infectado seja pela inibigdo da replicagdo parasitaria ou pela
morte do parasito (CARTER & MENDIS, 2002; ARTAVANIS-TSAKONAS et
al, 2003). O numero de malarias adquiridas por um individuo e o intervalo
entre cada malaria € importante para definir o seu estado de imunidade. Nos

casos de malaria por P. falciparum, €& possivel que um certo grau de
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imunidade, para alguns aspectos da doenca severa e tratada, possa ser
conseguido, apos uma ou duas exposig¢des ao parasito (GUPTA et al, 1999).

Devido ao tempo necessario para aquisi¢cao de imunidade efetiva para
malaria em regides endémicas, a imunidade antimalarica € dita como
dependente da duragao da exposi¢ao ou dependente da idade. Ha, contudo,
aspectos diretamente dependentes da idade para o surgimento de
imunidade e para a resposta patogénica a malaria. As criangas possuem
uma capacidade bastante reduzida para adquirir imunidade antimalarica uma
vez que ainda estdo desenvolvendo mecanismos imunes protetores, e estao
assim mais sujeitas aos riscos de malaria clinica, doenga severa e morte,
enquanto os adultos podem adquirir essa imunidade mais rapidamente
quando comparados as criangas, exceto as gestantes (BAIRD, 1995; BAIRD
et al, 1991; ARTAVANIS-TSAKONAS et al, 2003). Porém, um intervalo de
seis meses a um ano sem reinfeccdo parece ser suficiente para deixar um
individuo adulto vulneravel mais uma vez ao impacto causado pelo
plasmodio (CARTER & MENDIS, 2002). O desenvolvimento lento de
imunidade protetora em areas endémicas de malaria pode refletir a
aquisicao de imunidade especifica para muitos antigenos variantes naturais
que nao reagem de forma cruzada (PLEBANSKI & HILL, 2000).

Na malaria ocorre uma induc¢ao de resposta imune pelo parasito que
estimula a liberagdo de citocinas por células mononucleares do sangue
periférico humano (CMSPH), que podem ter importante fungdo na ativagao
de mondcitos (ESPARZA et al, 1987), células T (YOKOTA et al, 1988),

células natural killer (NK) (OSTENSEN et al, 1987) e neutrdfilos (DJEU et al



35

1990), do hospedeiro, que atuam nos subsequentes estagios do parasito no
figado e no sangue.

O curso da infeccdo depende de um equilibrio entre a inducao
apropriada ou inapropriada de citocinas secretadas por varios tipos de
células ativadas (MALAGUARNERA & MUSUMECI, 2002). Portanto,
respostas precoces de citocinas inflamatorias parecem mediar imunidade
protetora, contudo respostas tardias contribuem para a patologia (McGUIRE
et al, 1994; LUTY et al, 2000). Isso sugere que deve existir um equilibrio
durante a resposta inflamatéria na malaria, pois um desequilibrio pode
conduzir a forma severa da doenga (MALAGUARNERA & MUSUMECI,
2002). No quadro 1 apresentamos de forma sumarizada as principais
citocinas envolvidas na resposta imune na malaria e suas principais fungdes.

A imunidade contra o plasmddio é complexa e estagio - especifica
(HOLDER, 1999). No estagio hepatico, varios antigenos especificos tém
sido identificados e estes juntamente com aqueles trazidos com a invasao
por esporozoitos sejam rapidamente processados por células hospedeiras e
apresentados na superficie de hepatdcitos infectados em combinagdo com
MHC de classe | (WEISS et al, 1990). Essa apresentacdo leva ao
reconhecimento por linfocitos T citotoxicos (LTCs) e morte das células
infectadas, ou estimulacdo de células NK e células T CD4+ para produzir
interferon-y (IFN-y), o qual pode desencadear uma cascata de reacodes
imunes e pode levar, por ultimo, a morte intracelular do parasito (WEISS et
al, 1990; WANG et al, 1996). Os LTCs podem ser ainda diretamente

citoliticos contra o hepatocito infectado por liberagdo de perforina e granzima
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ou por ligacao aos receptores indutores de apoptose nas células infectadas

(KWIATKOWSKI, 1995).

Quadro 1. Resumo das fungbes das principais citocinas relacionadas a resposta imune na malaria

(baseado em RICHARDS,1997; MALAGUARNERA et al, 2002).

Citocinas Células Acodes
Produtoras
TNF-a Macrofagos e Regula produgéo de IL-12 por macrofagos; aumenta a
monacitos capacidade fagocitaria de mondcitos; suas concentragdes
no plasma mais o NO estdo associados com a rapida
resolucdo da febre e clareamento parasitarioms o
excesso conduz a patogénese.
INF-y Linfocitos T CD4+ | Ativa macréfagos a liberarem TNF-a TNF-B, IL-1 e IL-6,
e CD8+ e células |ROI, NOI que agem de forma individual ou conjunta na
NK morte e inibicdo do crescimento parasitario; aumenta a
expressdo de MHC; pode induzir IgG citofilicos especificos
para o estagio sanguineo da malaria; ajuda nos
mecanismos inibitérios celulares dependentes de
anticorpos.
IL-12 Macrdéfagos e Ativam células NK; induz diferenciagéo de linfécitos T CD4
linfécitos B em Th1; aumenta a resposta imune mediada por células;
afeta a resposta imune humoral por indugdo de troca de
isotipo através de mecanismos dependentes e
independentes de INF-y; estimula produgdo de anticorpos
em LB.
IL-18 Macréfagos e Atua de forma sinérgica com IL-12 apresentandouma
linfécitos B importante fungdo na defesa contra o plasmédio; ativa
macréfagos a produzirem TNF-a, INF-y, IL-1 e induz a
citotoxicidade de células NK e aumenta a diferenciagao de
células T para o tipo Th1.
IL-4 Linfocitos T Ativagao de LTC, células NK e macréfagos; estimula
(Th2),basdfilos e | crescimento de Th2 e inibe resposta Th1 por depresséo
mastocitos da produgdo de INF-y; Importante na resposta de
ativados anticorpos. A producdo de IL-4 por células Th2
estimuladas com antigenos de plasmédios in vitro
aumenta as concentrac¢des de anticorpos.
TGFpB Linfocitos T e B, |Inibe crescimento celular; tem fungdo essencial no
macroéfagos, controle da transigéo entre resposta pro-inflamatéria (Th1)
células NK e anti-inflamatéria (Th2) durante a fase aguda e de
resolucdo da infeccdo malarica; crucial no controle da
densidade parasitaria; em baixas concentracdes estimula
LB a secretarem subclasses de IgG.
IL-10 Linfocitos T (TH2) | Supressor potente das fungdes do macréfago; induz

e B, mondcitos

proliferacdo de células B e produgdo de imunoglobulinas,
que é essencial para o desenvolvimento e maturacéo de
anticorpos antimalaricos; pode ter importante fungédo na
definicdo de resposta de linfocitos T helper na malaria.
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As células T CD4+ sdo cruciais para o desenvolvimento de respostas
imunes mediadas por células T CD8+ contra hepatdcitos infectados com
parasitos da malaria (CARVALHO et al, 2002). Portanto, o plasmdédio que se
desenvolve dentro do hepatocito do hospedeiro € o maior alvo de imunidade
protetora no estagio hepatico da doenga (KWIATKOWSKI, 1995).

Os merozoitos que escapam da resposta imune no estagio hepatico
infectam as células sanguineas, continuando o ciclo de infecgdo e de
estimulacdo do sistema imune (RILEY et al, 1992). Os merozoitos sao
responsaveis pela modificacdo dos eritrocitos infectados com relagdo as
proteinas do parasito expressas na superficie das células e a concomitante
resposta imune, resultando nas manifestagdes clinicas da malaria (RILEY et
al, 1992; MILLER, et al 1998). A imunidade protetora adquirida induzida por
plasmaodios envolve tanto anticorpos quanto células (WIPASA et al, 2002).
Em individuos que vivem em areas endémicas de malaria tem sido
demonstrado que a imunidade naturalmente adquirida depende amplamente
da aquisicdo de um repertério de anticorpos protetores especificos
direcionados contra antigenos alvo, em geral polimorficos (BULL et al,
1998). Anticorpos que se liguem a superficie do merozoito e as proteinas
que sdo externalizadas do complexo apical das organelas envolvidas no
reconhecimento e invasao do eritrocito, parecem ter importante fungdo na
imunidade contra parasitos oriundos de reproducdo assexuada, no estagio
sanguineo, sendo que esses anticorpos poderiam neutralizar parasitos ou
levar a mecanismos celulares dependentes de anticorpos que levam a morte

do parasito (SAUL, 1999).
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Na malaria ha uma relagao entre as propriedades das subclasses de
anticorpos 1gG e mecanismos de anticorpos mediando proteg&o. A resposta
de isotipos de anticorpos parece ser mais importante do que inicialmente se
reconheceu. Tem sido mostrado que o grau de imunidade protetora em
humanos se correlaciona com o nivel de anticorpos contra antigenos do
estagio assexual sanguineo e € dependente do isotipo de anticorpos (PIPER
et al, 1999; ASTAGNEAU et al, 1995; CHIZZOLINI et al, 1988). Os
anticorpos citofilicos IgG1 e 1gG3 contra P. falciparum em humanos sao
considerados os mais importantes para protecdo (AUCAN et al, 2001).
Esses mesmos anticorpos, chamados citofilicos, atuam em colaboragdo com
células efetoras como mondcitos e macréfagos, sendo que estes mediam
opsonizagéo e inibicdo celular dependente de anticorpos (ADCI). Estudos
em individuos de areas endémicas mostraram que niveis aumentados de
lgG1 e IgG3 especificos para P. falciparum estavam associados com baixa
parasitemia (ARIBOT et al, 1996; BOUHAROUN-TAYOUN & DRUILHE,
1992). Na figura 4, temos um esquema dos possiveis mecanismos de
clareamento dos eritrécitos infectados por P.falciparum, mediados por
anticorpos citofilicos, que tém sido demonstrados in vivo e ex vivo:

fagocitose imune e ACDI.
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Figura 4. Possiveis mecanismos de clareamento de eritrocitos infectados por P.falciparum

mediados por anticorpos citofilicos (Adaptado de Garraud, 2003).

A resposta de isotipo de anticorpos mais associada a protecdo a
malaria em humanos € 1gG3, que é uma subclasse de vida curta quando
comparada com outras subclasses de IgG (GARRAUD, 2003). Anticorpos
encontrados no soro para o antigeno da superficie de merozoitos 2 e 3
(MSP- merozoite surface antigen) que tém sido associados a protegédo sao
quase exclusivamente da subclasse IgG3 (RZEPCZYK et al, 1997; TAYLOR
et al, 1998; OEUVRAY et al, 1994). Os anticorpos protetores contra a
maioria de antigenos identificados parecem ser da subclasse 1gG3 em
individuos vivendo em areas hiperendémicas de P.falciparum (ARIBOT et al,

1996).
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Num estudo de caso-controle realizado em Bangkok na Tailandia foi
verificada a contribuicdo da resposta imune humoral IgG e IgM durante a
resposta terapéutica na malaria falciparum aguda. Os resultados sugeriram
que anticorpos antimalaricos podem ter uma importante fungcéo apoiada na
resposta terapéutica para drogas antimalaricas uma vez que os titulos de
anticorpos anti-RESA (anti-ring-infected erytrocyte surface antigen) na
admissao dos pacientes foram significantemente altos em pacientes em que
houve cura da doenga quando comparado com pacientes em que o regime
de tratamento antimalarico similar falhou (MAYXAY et al, 2001).

PINTO et al, 2001, avaliaram a resposta de anticorpos IgG total e as
subclasses 1gG1, IgG2 e IgG3 contra P. vivax em criangas de 0 a 15 anos de
idade antes e depois do tratamento especifico utilizando a técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFIl), e observaram um aumento dos niveis de
IgG no primeiro e no ultimo dia do tratamento especifico e um predominio de
anticorpos citofilicos sobre o anticorpo nao citofilico 1gG2.

BECK et al, 1995, realizaram um estudo em uma regido altamente
endémica para malaria em Papua Nova Guiné onde observaram que a
resposta imune humoral ao antigeno RESA (ring-infected erytrocyte surface
antigen) foi frequente em todas as subclasses de IgG e somente a resposta
de 1gG3 foi dependente da idade, além do mais, os anticorpos 1gG1 e 1gG3
foram associados com prevaléncia reduzida de P. falciparum.

Assim, a protecdo contra a infecgdo por P. falciparum no estagio
sanguineo parece depender da proporgédo especifica de anticorpos 1gG1 e

IgG3 relativa a propor¢cdo de anticorpos 1gG2 e/ou 1IgG4 (BOUHAROUN-
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TAYOUN & DRUILHE, 1992). Porém, alguns dados sugerem que sob certas
circunstancias, os anticorpos 1gG2 podem participar de protegédo. Isto
poderia acontecer em populagdes que carreguem uma mutagao no alelo que
codifica um FcyRIIA (polimorfismo H131) que capacita esse receptor a se
ligar na fragao Fc de IgG2, além de ligar a IgG3 e IgG1 (AUCAN et al, 2000).

AUCAN et al, 2000, analisaram a distribuigdo de subclasses IgG em
resposta a epitopos conservados do extrato de P. falciparum do estagio
eritrocitico e observaram que altos niveis de IgG2 para os epitopos RESA e
MSP2 estavam associados a baixo risco de infeccdo, porém observaram
que 70% dos individuos estudados apresentavam o alelo H131, ou seja,
nestes individuos a 1IgG2 é capaz de se ligar a FcyRIIA, assim como 1gG1 e
IgG3. Observaram também que os altos niveis de 1gG4 especificas foram
relacionadas com um acentuado risco de infecgdo e um acentuado risco de
ataque de malaria. Também observaram que os niveis de IgG2 e 1IgG3, bem
como as proporgdes de 1gG2/1IgG4 e 1gG3/IgG4 aumentaram com a idade do
individuo, em paralelo com a protecédo contra infeccdo e doenga. Portanto,
neste estudo foi observada uma fungédo protetora para IgG3 e 1gG2, que
pode ativar células efetoras através de FcyRIIA, e mostram evidéncias de

uma fungéo bloquedora de IgG4 na doencga e infec¢gao malarica.

Varios estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar a eficacia
da avidez ou maturacéo da afinidade de anticorpos em resposta a antigenos
produzidos em varias infecgdes, sendo que resultados muito bons ja foram

obtidos, por exemplo, na rubéola, citomegalovirus, herpesvirus, varice-
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zoster, onde a medida da avidez ¢ utilizada para fins diagndsticos (revisado
em WOZNICOVA, 2004) e na toxoplasmose, onde a avidez de anticorpos
IgG é utilizada para diferenciar a fase aguda de infecgdo pregressa
(CAMARGO et al, 1991). Na malaria, poucos estudos investigaram a avidez
dos anticorpos. FERREIRA et al, 1996, avaliaram a composi¢cédo de isotipos
IgG e a avidez desses mesmos anticorpos naturalmente adquiridos por
ELISA em adultos senegaleses clinicamente imunes e adultos amazonenses
semi-imunes durante a presenga de sintomas clinicos agudos e 2 meses
apos terapéutica especifica e na auséncia de re-infeccéo. Eles observaram a
presenga de anticorpos citofilicos de alta avidez nos adultos senegaleses
clinicamente imunes. Nos pacientes amazonenses foram observados altos
niveis de anticorpos citofilicos de baixa avidez. Dois meses depois a
concentragdo de anticorpos citofilicos foi significantemente baixa, porém,
observou-se a maturacdo da afinidade desses anticorpos durante o mesmo
periodo.

No estudo do perfil sorolégico de populagbes expostas a diferentes
situagdes epidemiologicas de malaria no Brasil realizado por TOZETTO-
MENDOZA em 1997, a presenca e a intensidade de anticorpos IgG, IgM,
lgG1, 19G2 e IgG3 anti-P.falciparum, mostraram correlagdo com o nivel de
endemicidade, infeccdo patente, episédios de malaria ha menos de um ano
e com a idade dos individuos estudados, além do predominio de anticorpos
IgG anti-P.falciparum de alta avidez em individuos com multiplos episodios

de malaria e de baixa avidez nos individuos primo-infectados, sendo que os



43

anticorpos 1gG3 anti-P.falciparum foram predominantemente de baixa avidez

(TOZETTO-MENDOZA, 1997).

Como a técnica de de Immunoblotting tem demostrado ser util em
estudos soroepidemioldgicos na detecgéo precisa do perfil de anticorpos em
resposta a diferentes fragdes protéicas, esta técnica tem sido utilizada
também na avaliacdo da resposta imune humoral na malaria. Num estudo
longitudinal conduzido em Burkina Faso por THELU et al, 1991, foi
investigado o desenvolvimento de resposta imune natural ao P.falciparum
por Immunoblotting utilizando antigenos somaticos e exoantigenos. Os
resultados mostraram fortes variagcbes nas respostas individuais, e altos
niveis de anticorpos e alta prevaléncia de anticorpos contra as fragdes
protéicas de 115 e 103 kDa, mas que provavelmente ndo estavam
envolvidos em protegdo. A prevaléncia de anticorpos IgG diferiu entre as
diferentes subclasses, sendo que as subclasses IgG1 e IgG3 foram
predominantes e a subclasse IgG4 foi a menos prevalente. Portanto fica
evidente a importancia do estudo da resposta imune humoral, e
principalmente das subclasses de IgG utilizando técnicas com alta
sensibilidade e especificidade como ELISA e Immunoblotting na avaliacdo
da imunidade naturalmente adquirida de individuos que vivem em regides
onde a malaria € endémica. Porém, muitos estudos tém sido realizados em
regides com alta endemicidade de malaria, onde ja esta bem caracterizado o
desenvolvimento de imunidade naturalmente adquirida. Contudo estudos

semelhantes em regido de transmisséao instavel de malaria, como no Brasil,
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ainda sao raros. Mais raros ainda sao os estudos avaliando a reatividade de
anticorpos em individuos acompanhados durante o tratamento nessas
mesmas regides.

No presente trabalho, estudamos o perfil da resposta humoral das
subclasses de IgG anti-P. falciparum em individuos moradores em area com
transmissao instavel de malaria na Amazénia Brasileira. Foram avaliadas a
quantidade, a qualidade e a reatividade especifica desses anticorpos contra
formas eritrocitarias de P.falciparum por dois métodos imunoenzimaticos
ELISA e Immunoblotting. Para tanto, foram estudadas amostras de soro
colhidas em diferentes tempos desde o inicio do tratamento de pacientes
com malaria falciparum internados em hospital até 42 dias e tratados com
mefloquina. Os resultados foram analisados em relagdo a variaveis
preditoras de exposigao a malaria e variaveis de resposta ao tratamento e a
infecdo malarica.

Os resultados fornecem informagdes importantes para um melhor
entendimento do papel desses anticorpos contra formas eritrocitarias no
desenvolvimento de imunidade naturalmente adquirida mesmo em areas de
transmissao instavel. A determinacdo da reatividade especifica das
subclasses de anticorpos IgG fornece ainda informagdes sobre bandas
protéicas que deverdao ser melhor estudadas e caracterizadas como

candidatas a alvos de vacinas.



45

OBJETIVOS

Geral

Determinar a evoluagdo dos niveis e da avidez das subclasses IgG1,

lgG2, 1gG3, 1g4 contra formas eritrocitarias de P.falciparum de pacientes

com malaria falciparum nao complicada internados em hospital sob

tratamento com mefloquina.

Especificos

1.

3.

Padronizar a técnica de Immunoblotting para a pesquisa das subclasses

1gG1, 1gG2, 1IgG3, Ig4 anti-formas eritrocitarias de P.falciparum;

. Determinar por ELISA os niveis e os indices de avidez dos anticorpos

lgG1, 1gG2, 1gG3, Ig4 e contra antigenos de formas eritrocitarias de
P.falciparum em amostras de soros de pacientes com malaria falciparum
internados em hospital sob terapéutica com mefloquina colhidas nos
tempos 0, 48h, 7, 14, 28, 35 e 42 dias;

Avaliar por Immunoblotting a reatividade das subclasses 1gG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4 contra antigenos de formas eritrocitarias de P.falciparum em
amostras de soro de pacientes com malaria falciparum internados em
hospital sob terapéutica com mefloquina nos tempos 0, 48h, 7, 21 e 42
dias;

Analisar os resultados obtidos em relacdo a variaveis preditoras de

exposi¢ao a malaria, variaveis de resposta ao tratamento e a doenca.
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MATERIAL E METODOS

1. CASUISTICA

1.1. Amostras de soros-padrao positivos (n=12) e negativos (n=12) para
anticorpos anti-formas eritrocitarias de P. falciparum para padronizacdo do
‘immunoblotting” para pesquisa das subclasses de IgG.

1.2. Amostras de soro (n=290) de 48 pacientes internados em hospital sob
tratamento anti-malarico com mefloquina 1.000mg em dose unica (n=48)
colhidas nos tempos 0, 48h e 7(n=48), 14 (n=46), 28 (n=47), 35 (n=30) e 42
(n=23) dias.

Essas amostras de soro fazem parte da soroteca do IMT/SP e foram
colhidas no Hospital Municipal de Peixoto de Azevedo, MT, durante o
periodo de margo de 1996 a agosto de 1997, para a realizagdo de dois
projetos de tese de Mestrado de Rui Rafael Durlacher (“Avaliacdo da
resposta imune humoral em pacientes com infecgao por Plasmodium
falciparum submetidos a terapéutica especifica em regido de transmissao
instavel de malaria no Brasil”), (DURLACHER, 1998) e de Crispim Cerultti
Junior [“Avaliagcdo in vivo e in vitro da sensibilidade do P. falciparum a
quinino e mefloquina em area endémica de malaria na Amazénia Brasileira
(Peixoto de Azevedo, Estado do Mato Grosso”)], (CERUTTI-JUNIOR, 1998).

Durlacher em 1998 realizou um estudo observacional
prospectivo, onde pacientes com malaria falciparum apresentando diferentes

caracteristicas individuais e de exposicdo passada a malaria foram
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acompanhados durante terapéutica especifica, com mefloquina (n=143) ou
quinino (n=35) para avaliagao da resposta imune humoral.

Todos os pacientes preencheram os seguintes critérios para inclusao
nos estudos:
* individuos com infecgao por P. falciparum diagnosticada por gota espessa,
com menos que 100.000 parasitas /mm?;

e sexo masculino;

idade entre 18 e 60 anos;

nao uso de drogas antimalaricas nos 7 dias precedentes a internacgéo;

* n&o evidéncia de complicagdes clinicas, tais como envolvimento renal ou
cerebral;

» consentimento pos-informado

Na tabela 1 apresentamos os dados dos 48 pacientes incluidos no nosso

estudo.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 48 pacientes com malaria falciparum tratados com mefloquina

apresentadas em médias.

Caracteristicas Média Desvio Padrao
Idade (anos) 28,15 +7,78
Tempo de permanéncia em area 9,30 +7,12
endémica (anos)
N° de episddios de malaria por 5,48 +6,22
P.falciparum nos ultimos 2 anos
Tamanho do bago (cm do RCE LHC) 4,91 +2,43
Tempo com sintomas (dias) 4,04 +3,51
Parasitemia inicial (/mm?) 10826,00 +6224,56

1.4. Amostras de soros de doadores de sangue foram obtidas junto a

Fundacéo Pro-Sangue/Hemocentro de Sdo Paulo (n=50)

2. ANTIGENO DE P. falciparum

2.1. Manutencéo de P.falciparum

O isolado ADA de P.falciparum é mantido no Laboratorio de
Soroepidemiologia e Imunobiologia do IMT, por cultivo in vitro e por
congelamento em nitrogénio (N2) liquido.
(a). Congelamento

Hemacias de cultivo foram centrifugadas e para cada 1ml de sedimento
foi adicionado 0,34ml de "glycerolyte" na velocidade de 1 gota/segundo sob

leve agitagdo. Apds 5 minutos de repouso foram adicionados mais 1,36ml de
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"glycerolyte", nas mesmas condigcbes anteriores. O produto final foi
aliquotado em 1 ml em ampola de congelamento, mantido a -80° C por 18

horas e posteriormente, armazenado em "container" contendo N liquido.

(b). Descongelamento

As hemacias foram descongeladas por 2 minutos, em banho-maria a
37°C, e colocadas em tubo estéril. Foram adicionados sob agitagédo, 0,2ml
de NaCl 12%, para cada 1 ml de células congeladas. Apos 5 minutos de
repouso, foram adicionados 10 ml de NaCl 1,6% com uma agulha de 21 G (1
a 2 gotas/segundo). O produto foi centrifugado a 1500 x g por 10 minutos e o
sedimento ressuspenso com 10 ml de NaCl 0,9% e dextrose 0,2%. Apos
nova centrifugacdo, o sedimento de hemacias foi adicionado ao meio de

cultura, para recuperacéo dos parasitos.

2.2. Cultivo de P. falciparum

Cultivo de P.falciparum foi feito como descrito por Trager e Jensen,
1976. Cepas foram cultivadas assincronicamente em hemacias humanas
tipo "O", Rh positivo na concentragdo final de 4%, em placas de Petri

contendo 8 ml de meio RPMI 1640 completo em ambiente a 5% de CO2. A

troca do meio de cultura foi feita diariamente, e quando a parasitemia
alcancava um minimo de 4% ou a cada 4 dias, era feito o repique para duas

placas de Petri, contendo meio de cultura.

2.3. Preparo do extrato antigénico somatico de P.falciparum (PfZw)
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Quando a parasitemia atingiu cerca de 10%, com formas predominantes
de esquizontes, as hemacias foram retiradas das placas e centrifugadas a
1500 x g por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi descartado, e o
sedimento, lavado por trés vezes com solugao fisiolégica tamponada com
fosfatos 0,01M, pH 7.2 (PBS). Apds a ultima centrifugagédo, o sedimento de
hemacias foi lisado pela adicdo de saponina a 0,04% em PBS, por 20
minutos. Os parasitos liberados foram centrifugados a 3000 x g por 15
minutos e lavados 3 vezes com PBS. O sedimento obtido foi armazenado a -
800C, até o momento do uso.

Antigenos somaticos foram extraidos com detergente anfétero
Zwittergent (Zw) a 10% em PBS contendo os seguintes inibidores de
proteases: aprotinina (50ug/ml), leupeptina (1pg/ml) e antipaina (1pug/ml) e
fluoreto de fenilmetilsulfonila (phenylmethyl sulfonyl fluoride-PMSF) 1mM.
Para aproximadamente 100 mg (peso umido) de sedimento de parasitas
foram adicionados 200 pl de Zw e 1,0 ml de PBS (Miettinen-Baumann et al.
1988). O conteudo protéico do extrato antigénico de P. falciparum foi dosado

pelo método de LOWRY et al. 1981.

3. OBTENGAO DE ANTICORPOS

3.1. Anticorpos monoclonais anti-lgG1 (clone 8c/6-39), anti-IgG2 (clone

HP6014), anti-lgG3 (clone HP6050) e anti-IgG4 (clone HP6025) humanas

foram obtidos comercialmente da Sigma Chemical Co.



51

3.2. Proteinas de Mieloma purificadas das subclasses 1gG1, 1gG2, 1gG3 e

lgG4 foram obtidas comercialmente da Sigma Chem. Co.

4. OBTENGAO DE CONJUGADOS

4.1. conjugado enzimatico proteina-peroxidase.
Os conjugados estreptavidina-Peroxidase foram obtidos comercialmente

da Sigma Chemical Co.

5. ELISA PARA PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-FORMAS

ERITROCITARIAS DE P.falciparum

5.1. Subclasses de IgG (segundo LEORATTI, 2004)

Placas NUNC (polysorb) foram sensibilizadas com antigeno de P.
falciparum a 5ug/ mL (50 pL/ cavidade) em PBS por 18 horas a 4° C. Apos,
as placas foram lavadas uma vez com PBS contendo 0,05% de Tween 20
(PBS-Tw) e foram bloqueadas com leite desnatado a 5% (100 pL/ cavidade)
por 2 horas a 37° C e as placas foram novamente lavadas 2 vezes com
PBS-Tw e uma vez com agua de MilliQ, secas, embrulhadas uma a uma em
papel de filtro e armazenadas a 4° C em bolsas de aluminio com dessecante
até o momento do uso. Para realizacdo da reacdo imunoenzimatica as
placas foram mantidas a temperatura ambiente. Foram adicionados 50 pL de

soros diluidos em leite desnatado a 2% em PBS-Tw a 1/50 (IgG1, IgG2 e
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IgG3) e 1/5 (IgG4), nas cavidades das placas, que foram incubadas por 40
minutos a 37° C. Apds 3 lavagens com PBS-Tw, foram adicionados a cada
cavidade 50 pL das diluigdes dos conjugados especificos anti-lgG1 (1/1000),
anti-lgG2, anti-lgG3 e anti-lgG4 marcados com biotina (1/500) em leite
desnatado a 2% em PBS-Tw. As placas foram incubadas novamente por 40
minutos a 37°C e lavadas 3 vezes com PBS-Tw. Foi adicionado o conjugado
estreptavidina-peroxidase (1/1000) (50pL/cavidade), as placas foram
incubadas a 37° C por 40 minutos. Apds, foi feito novo ciclo de lavagens de
3 vezes com PBS-Tw, foram adicionados a cada cavidade 50 pL substrato
cromogénico TMB (Sigma Chemical Co) e as placas foram incubadas por 30
minutos a 37° C. A reacdo foi interrompida com 25 pL de H,SO4 2N. A
densidade o6ptica (D.O.) do produto colorido obtida em leitor de microplacas
Titertek Multiskan MCC340 a 450 nm.

Foram testadas as amostras de soro de pacientes internados e
tratados com mefloquina em dose unica e dos doadores de sangue. Os
resultados foram expressos como indices de reatividade (I.R.), sendo IR=
densidade optica (D.O.) da amostra/ D.O. do “cut-off’. O “cut-off’ de cada
placa foi calculado a partir da média mais duas vezes o desvio padrao das
D.O.s de seis soros controles negativos.

Em cada placa, foram adicionadas diluicgbes dos mielomas de 1gG1,
1gG2, 1gG3 e IgG4 humanas (5120, 1280, 320, 80, 20 e 5 ng/ mL) para a
construgdo de curvas-padrao que foram utilizadas no programa STATELISA

para o calculo da concentragéo de subclasses de IgG anti—P. falciparum.
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5.1.1 Estudo da Afinidade Funcional ou Avidez das Subclasses de IgG anti-
P. falciparum

A técnica ELISA foi realizada conforme descrito anteriormente, sendo
que apods a incubacdo das amostras de soros em duplicata, a primeira
lavagem de uma duplicata foi realizada com solugdo de uréia 8M por 5
minutos (100 plL/cavidade). O indice de avidez (l.A.) foi calculado pela
relagdo da D.O. da amostra tratada com uréia pela D.O. da amostra sem o
tratamento com uréia e multiplicada por 100.

[.LA. = D.O. com uréia x 100

D.O. sem uréia

6. Padronizagcdo do “Immunoblotting” para pesquisa de subclasses

anti-P. falciparum

6.1. SDS-PAGE
Fragbes protéicas do extrato antigénico de P.falciparum foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% na presencga de
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), como descrito por LAEMMLI et al,
1970 em aparelho Mini-Protean II® (BIO RAD).
Em cada gel foi incluido um padrdo de massa molecular pré-corado
contendo proteinas recombinantes de 250, 160, 105, 75, 50, 35 e 30 kDa

(Sigma Chemical Co.).
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6.2. “Immunoblotting”

As fragdées antigénicas separadas por SDS-PAGE foram transferidas
eletroforeticamente para membranas de nitrocelulose (BioRad) por 18 horas,
em aparelho Mini-Protean 1I® - BioRad, segundo técnica descrita por
TOWBIN et al, 1979. As membranas foram cortadas em tiras de cerca de
4mm e bloqueadas com leite desnatado a 5% em PBS por 15 minutos. Apos
bloqueio, as tiras de nitrocelulose contendo as fragdes protéicas foram
incubadas com os soros diluidos a 1/10, 1/20 e 1/50 para anticorpos 1gG1,
IgG2 e 1IgG3 e a 2 e 1/5 para anticorpos 1gG4, em leite desnatado a 0,5%
em PBS-Tw-L (PBS-Tween-Leite 0,5%) por 18 horas a 4°C, em seguida
lavadas por 6 vezes de 5 minutos com PBS-Tw. As fitas foram ent&o
incubadas por duas hora com os conjugados anti-IgG1, anti-lgG2, anti-IgG3
e anti-lgG4 marcados com biotina e diluidos a 1/250 e 1/500 em PBS-Tw-L.
Em seguida foi realizada nova incubagdo apos lavagens das fitas com
conjugado estreptavidina-peroxidase diluido a 1/250 e 1/500 também por
duas horas. Apos novo ciclo de lavagens, a reacao foi revelada com solugao
cromogena de peréxido de hidrogénio e 4-cloro-a-naftol por 15 minutos ao
abrigo da luz e interrompida pela lavagem das fitas com agua destilada. As
fitas foram secas na auséncia de luminosidade sobre papel de filtro e

analisadas conforme o perfil imunolégico de reatividade das bandas.

6.2.1 Estudo da afinidade funcional ou avidez dos anticorpos anti-P.

falciparum
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Para o estudo da avidez de anticorpos no “immunoblotting”, as fitas
foram incubadas em duplicata com as amostras de soro e apos essa
incubagdo, uma das tiras foi tratada com uréia 8M em PBS por 15 min e a
outra apenas com PBS. O perfil de anticorpos contra as diferentes fragdes
protéicas foi considerado de alta avidez quando a reatividade permaneceu
apos o tratamento com uréia, de média avidez quando a reatividade diminuiu
apés o tratamento com uréia e de baixa avidez quando perdeu

completamente a reatividade apods o tratamento com uréia.

7. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas e dos dados descritivos foram realizadas
com o Programa Sigma Stat (Jandel Scientific Co) e Prysma. Os resultados
dos indices de reatividade e da concentracdo de anticorpos foram
apresentados em medianas. A comparacao entre os resultados obtidos em
diferentes tempos foi feita pelo método de Friedman para analise de
variancia de dados pareados nao paramétricos. As correlagcdes foram feitas
pelo método nao paramétrico de Spearman. As comparacdes entre as
frequéncias e proporcdes foram feitas pelo teste do Qui-quadrado (xz) e
teste de Fischer (para pequenas casuisticas). Todas as probabilidades dos

testes foram feitas para um nivel de significancia de 95%.
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RESULTADOS

1. PADRONIZAGAO DA TECNICA DE “IMMUNOBLOTTING” PARA A
PESQUISA DE DIFERENTES SUBCLASSES DE IMUNOGLOBULINAS

ANTI-P.falciparum

Foi padronizada a técnica de “Immunoblotting” para pesquisa de
subclasses de IgG anti-P.falciparum. Pelos resultados apresentados nas
figuras 5 a 8, escolhemos as diluicbes de 1/50 para anticorpos 1gG1, 1gG2 e
IgG3 e de 'z para anticorpos 1gG4; diluicdo de 1/500 para os conjugados
anti-lgG1-Biotina, -lgG2-Biotina, -IgG3-Biotina, -IgG4-Biotina e de 1/300 para

0 conjugado estreptavidina-peroxidase.
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Figura 5. Reatividade de anticorpos IgG1 contra antigenos de formas eritrocitarias de
P.falciparum. Diluicdes dos soros a 1/10 (A-D), 1/25 (E-H) e 1/50 (I-L); Diluicdes de
conjugado marcado com biotina 1/250 (A-B, E-F, I-J) e 1/500 (C-D, G-H, K-L); Diluigbes do

conjugado estreptavidina-peroxidase a 1/250 (A,C,E,G,I,K) e 1/500 (B,D,F,H,J,L).
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Figura 6. Reatividade de anticorpos 1gG2 contra antigenos de formas eritrocitarias de
P.falciparum. Diluicdes dos soros a 1/10 (A-D), 1/25 (E-H) e 1/50 (I-L); Diluicdes de
conjugado marcado com biotina 1/250 (A-B, E-F, I-J) e 1/500 (C-D, G-H, K-L); Diluigbes do

conjugado estreptavidina-peroxidase a 1/250 (A,C,E,G,I,K) e 1/500 (B,D,F,H,J,L).
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Figura 7. Reatividade de anticorpos 1gG3 contra antigenos de formas eritrocitarias de
P.falciparum. Diluicdes dos soros a 1/10 (A-D), 1/25 (E-H) e 1/50 (I-L); Diluicdes de
conjugado marcado com biotina 1/250 (A-B, E-F, I-J) e 1/500 (C-D, G-H, K-L); Dilui¢gdes do

conjugado estreptavidina-peroxidase a 1/250 (A,C,E,G,I,K) e 1/500 (B,D,F,H,J,L).
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Figura 8. Reatividade de anticorpos IgG4 contra antigenos de formas eritrocitarias de
P.falciparum. Dilui¢des dos soros a 1/2 (A-D), 1/5 (E-H); Dilui¢des de conjugado marcado
com biotina a 1/250 (A-B, E-F) e 1/500 (C-D, G-H); Diluigbes do conjugado estreptavidina-

peroxidase a 1/250 (A,C,E,G) e 1/500 (B,D,F,H).
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2. ELISA PARA DETECGAO DE DIFERENTES SUBCLASSES DE IgG

ANTI-FORMAS ERITROCITARIAS DE P.falciparum

2.1. Subclasses de IgG

Foi investigada a evolugdo dos niveis e da avidez das subclasses de
IgG anti-P.falciparum por ELISA de 48 pacientes com malaria falciparum,
internados em hospital e sob tratamento com mefloquina em dose unica.
Foram testadas sete amostras de soro de cada paciente colhidas nos
tempos 0, 48h, 7, 14, 28, 35 e 42 dias.

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados do ELISA para a detecgao
de 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 anti-P.falciparum expressos em medianas dos
IRs (indices de reatividade), IAs (indices de avidez) e concentragdes (pg/mL)
e em frequéncia de amostras reagentes para cada subclasse de IgG em
cada tempo do acompanhamento. No grafico da figura 9 apresentamos as
curvas das medianas das concentracdes de cada subclasse e dos
respectivos IAs.

No tempo inicial (antes do tratamento), todos pacientes eram reagentes
para 1gG1 (Md=20,17pug/ml) e continuaram reagentes durante o
acompanhamento, com excegao de um paciente que se tornou ndo reagente
no 28° dia. Os niveis iniciais de IgG1 aumentaram, alcangando um pico de
resposta no 7° dia (Md= 35,57ug/ml). Com relacédo ao indice de Avidez (IA),
foi constatado que os IA-IgG1 nos tempos 0, 48 horas, 7, 28, 35 e 42 dias
mantiveram-se praticamente nos mesmos patamares, somente aos 14 dias

ocorreu uma diminuigdo nos IAs. Mas, nenhuma das diferengas observadas
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entre concentragbes, IRs e |As nos diferentes tempos foi significante
(P>0,05).

Para anticorpos 19G2, 39,45 % das amostras de soro foram reagentes
no tempo inicial (Md= 3,80ug/ml). O pico de resposta foi alcangado em 48h
(Md= 6,99ug/ml), sendo que os niveis permaneceram estaveis até o 28° dia,
caindo a partir do 35° dia, apesar de ndo haver diferenga significante entre
os niveis de anticorpos (P>0,05). Os |IAs-IgG2 estiveram entre 55% e 66%
nos diferentes tempos (P>0,05).

Para anticorpos 1gG3, 80,59% das amostras de soro foram reagentes
no tempo inicial (Md= 1,47ug/ml). Maior produgao ocorreu 48 horas apos o
inicio do tratamento (Md= 2,28ug/ml), diminuindo a partir deste tempo. Os
|As-IgG3 n&o variaram muito, mas diminuiram a parti do 7° dia. Nenhuma
das diferencas observadas entre concentracdes e |As nos diferentes tempos
foram significantes (P>0,05).

Em relagdo aos anticorpos 1gG4, apenas 28,37% das amostras de soro
foram reagentes no tempo inicial (m= 0,07pg/ml). Muitas amostras nao
apresentaram concentragdes detectaveis de 1gG4, assim os resultados
foram analisados em média e ndo em medianas como para as outras
subclasses. O pico de resposta aconteceu no 7° dia com queda a partir do
14° dia do acompanhamento. Os |As-IgG4 aumentaram gradativamente até
o 7° dia e também diminuiram no a partir do 14° dia. Nenhuma das

diferencas observadas foram significantes (P>0,05).
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Tabela 2. Resultados do ELISA para detecgédo das subclasses IgG1, IgG2, 1gG3 e I1gG4

anti-formas eritrocitarias de P.falciparum durante o acompanhamento dos 48 pacientes

tratados com mefloquina. IR*= mediana dos indices de reatividade; IA= indice de avidez.

Subclasse Tempos de colheita da amostra de soro
de IgG Oh 48h 7d 14d 28d 35d 42d
IR* 8,43 11,08 13,08 9,53 8,58 11,23 13,38
% pos 100,00 100,00 100,00 100,00 97,22 100,00 100,00
IgG1  []upg/ml 20,17 30,52 3557 20,14 2244 27,99 27,72
IA 63,37 59,73 651 52,86 64,67 69,72 63,69
IR* 0,57 1,54 1,45 1,32 1,14 0,95 0,43
% pos 39,45 57,78 55 52,33 53,64 49,04 43,65
gG2 []ug/ml 3,80 6,99 6,80 6,56 6,75 5,04 2,97
IA 59,86 5529 65,09 63,64 61,02 60,15 66,08
IR* 2,19 2,70 3,39 2,29 1,52 1,83 1,04
%pos 8059 80,56 81,11 784 64,39 58,85 50,79
IgG3  []lug/ml 1,47 2,28 2,00 1,92 0,97 0,93 1,01
IA 55,36 53,38 59,9 5355 4642 4324 4519
IR 0,305 0,44 0,59 0,39 0,28 0,33 0,14
lgG4 % pos 28,37 22,23 23,89 14,00 19,73 17,71 11,83
[1pg/ml 0,07 0,08 0,8 0,05 0,05 0,06 0,07
IA 4711 5946 653 51,15 40,26 46,34 52,12

IR= densidade optica (DO) da amostra/ DO do “cut-off”
IA= (DO da amostra lavada com uréia/ DO da amostra lavada sem uréia) x

100
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Figura 9. Curva das medianas das concentragdes e dos indices de Avidez (IA) das

subclasses IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 anti-formas eritrocitarias de P.falciparum durante o

acompanhamento por 42 dias de 48 pacientes com malaria falciparum internados em

hospital e sob tratamento com mefloquina. IA= (densidade 6ptica da amostra lavada com

uréia/ DO da amostra lavada sem uréia)x100.



65

Na tabela 3 apresentamos as medianas dos niveis de anticorpos

maximos e o dia em que estes foram alcangados para cada subclasse.

Tabela 3. Medianas das concentragdes maximas das subclasses e dos indices de avidez
maximos de 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 anti-formas eritrocitarias de P.falciparum e dos
respectivos dias em que foram alcancados durante o acompanhamento por 42 dias de 48
pacientes com malaria falciparum internados em hospital e sob tratamento com mefloquina.

IA= (densidade oOptica da amostra lavada com PBS/ DO da amostra lavada sem uréia)x100.

Subclasse de anticorpos IgG

[ ] maxima IA maxima
(ng/ml) dia % dia
lgG1 42,24 7 85,49 7
lgG2 9,42 7 71,96 14
lgG3 2,94 7 78,24 7
lgG4 0,195 7 64,29 2

2.2. Associagcoes entre os niveis de anticorpos e a exposi¢ao prévia a

malaria

Avaliamos as possiveis correlagdes entre os resultados das subclasses
lgG1, 19G2, IgG3 e IgG4 e as variaveis preditoras de exposicdo a malaria:
tempo de permanéncia em area endémica de malaria (em anos); a idade
(em anos); o numero de episodios de malaria por P.falciparum nos dois anos

anteriores a admissao ao estudo, e o tamanho do bago medido no exame
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fisico de admissdo (em cm) (resultados das correlagbes apresentados no
Anexo I).

Os resultados das subclasses usados para estabelecer as correlagcoes
foram: a concentragédo inicial de anticorpos das subclasses 1gG1, 1gG2,
lgG3, IgG4; o maior nivel de anticorpos atingidos durante o periodo de
acompanhamento (IgG1max, 1gG2max, IgG3max e IgG4max) e o dia em
que este nivel foi alcangado (DiaG1max, DiaG2max, DiaG3max, DiaG4max).

Para 1gG1, IgG2 e IgG4 nao houve correlagdo significante (p>0,05)
para nenhuma das variaveis estudadas em relagdo a concentracdo inicial
dos anticorpos IgG1, o maior nivel dos anticorpos atingidos durante o
periodo de acompanhamento e o dia em que este nivel foi alcangado.

Para 1IgG3 houve uma tendéncia de correlagédo positiva entre o tempo
de permanéncia na area endémica e os niveis iniciais de 1gG3 (P = 0,067),
sendo que as outras variaveis ndo apresentaram significancia estatistica

(p>0,05).

2.3. Associagcoes entre os niveis de anticorpos e a resposta ao

tratamento

Avaliamos também as correlagdes entre os resultados das subclasses
e as variaveis de resposta individual a malaria, como: tempo com sintomas
no momento da admissdo (em dias) e a parasitemia inicial (numero de
formas assexuadas por mm® de sangue) e as varidveis de resposta ao

tratamento: tempo de clareamento parasitario (em horas) e o tempo de



67

clareamento de febre (em horas) (resultados das correlagbes apresentados
no Anexo ).

Ndo houve nenhuma correlacdo entre as variaveis de resposta a
infeccdo malarica e ao tratamento com mefloquina e os niveis de anticorpos
lgG1, 1gG2 e IgG4, os maiores niveis desses anticorpos atingidos durante o
periodo de acompanhamento (IgG-max) e os dias em que estes niveis foram
alcangados (DiaG-max) (P > 0,05). Apenas observamos uma tendéncia de
correlacdo negativa entre a parasitemia inicial das formas assexuadas de P.
falciparum e os niveis iniciais de IgG1 (P = 0,079).

Analisando os niveis iniciais de 1IgG3 e o tempo de clareamento
parasitario, observamos uma correlagdo negativa significante (P = 0,045)
(figura 10), sendo que com as outras variaveis nao houve correlagdo entre a
concentragao inicial de anticorpos 1gG3, o maior nivel de anticorpos 1gG3
atingido durante o periodo de acompanhamento e o dia em que este nivel foi

alcancgado (P > 0,05) (Tabela 10).
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Figura. 10. Correlacdo entre a concentragdo inicial de anticorpos IgG3 anti-formas
eritrocitarias de P. falciparum e o tempo de clareamento da parasitemia (em horas) (r= -

0,29; P = 0,04).

Analisamos a concordancia entre os resultados dos anticorpos IgG1 e
IgG3 e IgG2 e 1IgG4 em dois grupos de pacientes: aqueles que apresentaram
um tempo de clareamento parasitario (TCP) menor ou igual a 48h e os que

apresentaram TCP maior que 48h (figuras 11 e12).
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Figura. 11. Concordancia entre anticorpos IgG1 e IgG3 anti-formas eritrocitarias de
P.falciparum determinados em amostras de soro de pacientes com malaria falciparum que
tiveram tempo de clareamento da parasitemia menor que 48h (A) e maior que 48h (B). Os
resultados sdo expressos como indices de reatividade, que é a taxa da D.O. amostra/ D.O.

cut-off. As linhas azuis representam, os valores dos limiar de reatividade considerados.
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Figura 12. Concordancia entre anticorpos IgG2 e IgG4 anti-formas eritrocitarias de
P.falciparum determinados em amostras de soro de pacientes com malaria falciparum que
tiveram tempo de clareamento da parasitemia menor que 48h (A) e maior que 48h (B) Os.
resultados sdo expressos como indices de reatividade, que é a taxa da D.O. amostra/ D.O.

cut-off. As linhas azuis representam, os valores dos limiar de reatividade considerados.
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Nos graficos das figuras 11 e 12, podemos observar que os resultados
IgG1+/IgG3+ e 1gG2+/IgG4- foram mais frequentes nos pacientes com
TCP<48h (81,3% e 28,8%, respectivamente) do que nos pacientes com
TCP>48h (68,8% e 18,8%, respectivamente). Enquanto os resultados
IgG2+/IgG4+ e IgG4+ foram mais frequentes nos pacientes com TCP>48h
(18,8% e 31,3%, respectivamente) do que nos pacientes com TCP<48h
(12,5% e 25,0%, respectivamente).

A relacdo entre a soma dos niveis das subclasses 1gG1, 1gG2 e IgG3
pelos niveis de IgG4 apresentou uma correlacdo negativa préxima a

significante com os niveis de parasitemia inicial (r=-0,27; P=0,05).

3. IMMUNOBLOTTING PARA DETECGAO DE DIFERENTES
SUBCLASSES DE ANTICORPOS ANTI- FORMAS ERITROCITARIAS DE

P.falciparum

Foi também investigada a evolugdo dos niveis e da avidez das
subclasses de IgG anti-P.falciparum por Immunoblotting de 14 pacientes
com malaria falciparum, internados em hospital e sob tratamento com
mefloquina em dose unica. Foram testadas cinco amostras de soro de cada
paciente colhidas nos tempos 0, 48h, 7, 21 e 42 dias.

Foram reconhecidas 70 bandas protéicas por todas as subclasses de
IgG. O numero de bandas protéicas reconhecidas pelas subclasses IgG1,
lgG2, 1gG3 e IgG4 dos pacientes estudados foi de 67, 61, 60 e 53

respectivamente. Como o numero de bandas foi muito grande, excluimos
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das anadlises as bandas protéicas reconhecidas por 10% ou menos dos
pacientes em todos os dias do acompanhamento. Os resultados de cada
paciente contra cada banda protéica nos cinco tempos estudados,
considerando o grau de reatividade (alto ou baixo) e o grau de avidez (alta,
média ou baixa) das subclasses IgG1, I1gG2, IgG3 e IgG4 sdo apresentados
nos anexos lll, IV, V e VI, respectivamente.

Observamos que em geral, as frequéncias de reconhecimento das
bandas protéicas pelas diferentes subclasses de IgG dos 14 pacientes nos
dias do acompanhamento poderiam ser agrupadas em cinco padrdes:

l. frequéncia de reconhecimento abaixo de 15% em todos dias do
acompanhamento

Il. frequéncia de reconhecimento abaixo de 15% no tempo O,
aumentando em 48h e chegando a cerca de 35% no 7° dia, depois
voltando a diminuir

[I. frequéncia de reconhecimento entre 25 e 40% em todos dias do
acompanhamento

IV.  frequéncia de reconhecimento acima de 30% em todos tempos, com
um pico de cerca de 50% no 7° dia

V. frequéncia de reconhecimento acima de 50% em todos tempos, com

um pico de cerca de 60%no 7° dia

Nos graficos da figura 13, apresentamos as frequéncias médias de
reconhecimento das bandas protéicas em cada grupo pelas diferentes

subclasses de IgG anti-P.falciparum.
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BANDAS PROTEICAS
I- 145, 140, 127, 114, 74, 35, 27

II-172, 143, 138, 107, 105, 65, 50,

40, 38, 31, 30, 49

- 153, 150, 125, 122, 120, 118,
116, 112, 99, 96, 86, 83, 77, 75,
69, 63, 61, 55, 42, 37, 34

IV- 129, 94, 81, 47

V- 164, 158, 135, 110, 103, 101,
90, 84,79, 72, 58, 52, 44

I-172, 145, 133, 127, 114, 110,
105, 97, 95, 87, 61, 55, 34

[I- 150, 143, 140, 138, 129, 125,
116, 103, 101, 99, 96, 93, 90, 83,
77, 65, 63, 57, 47, 42, 40, 37, 31,
30

- 164, 158, 120, 118, 112, 107,
86, 81,79, 75,72, 69, 58, 44

IV- 84, 52

I- 172, 153, 143, 127, 122, 120,
118, 102, 99, 97, 83, 63, 62, 59,
51, 38, 37, 30

Il- 164, 158, 140, 138, 135, 129,
125, 116, 114, 110, 101, 90, 87,
86, 77, 75, 69, 58, 55, 49, 47, 42
- 150, 107, 103, 93, 81, 79, 65
IV-112, 96, 84, 72, 52, 44

I-172, 145, 125, 122, 120, 118,

114, 96, 90, 77, 75, 63, 62, 58, 57,

55, 50, 49, 47, 42, 40, 38, 30

Il- 164, 153, 150, 143, 140, 135,
129, 127, 116, 110, 101, 97, 87,
81,79,72, 65,52, 44

- 158, 138, 107, 103, 93

IV- 112, 84, 69
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Figura 13. Freqiéncia média de pacientes com resultados positivos de subclasses de I1gG

contra diferentes fragdes protéicas de formas eritrocitarias de P.falciparum divididas em

grupos (LILIILIV e V) de acordo com o padrao de reconhecimento em cada tempo do

acompanhamento.
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Analisando os graficos da figura 13, observamos que as frequéncias de
reconhecimento das bandas protéicas sao bastante semelhantes entre IgG1,
IgG2 e IgG3 para os grupos [, II, 1l e IV. No primeiro dia de tratamento as
frequéncias de reconhecimento s&o mais baixas em relagdo aos dias
subsequentes (exceto para IgG2 no grupo IV em que no tempo inicial e no 2°
dia de acompanhamento as frequéncias de reconhecimento foram
praticamente iguais), com as maiores frequéncias de reconhecimento
ocorrendo sempre no 7° dia do acompanhamento, e posterior declinio, e em
geral no 42° dia ficando muito proximas do tempo inicial do
acompanhamento. A uUnica diferenca observada foi a presencga de bandas
protéicas altamente reconhecidas por IgG1 (Grupo V) com frequéncia de
reconhecimento inicial maior que 50%, em todos dias do acompanhamento.
Para 1gG4 podemos observar que as maiores frequéncias de
reconhecimento ocorreram em dois tempos, 48h e 42° dia.

Na figura 14, apresentamos os mesmos resultados da figura 13, mas
colocando por banda protéica e por subclasse de IgG nos diferentes padroes

de frequéncias de reconhecimento.
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Figura 14. (Legenda no final do documento)
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Nas figuras 15, 16 e 17 apresentamos os resultados das reatividades

das subclasses contra as diferentes bandas protéicas em cada dia do

acompanhamento.
TEMPO
164/138 0
1121107 48horas
184/81/79 101/72 143kDa 158kDa 7 dias
69/58/52 kDa 21 dias
kDa 42 dias
0
48horas
116kDa 103/65 44kDa 129kDa 7 dias
93kDa 21 dias
42 dias
0
48horas
150kDa 7 dias
21 dias
42 dias
A
TEMPO
0
48horas
125kDa 90kDa 96kDa 75kDa 7 dias
21 dias
42 dias
0
48horas
30kDa 86/77 118kDa 120kDa 7 dias
kDa 21 dias
42 dias
0
48horas
83kDa 47kDa 42kDa 40kDa 7 dias
21 dias
42 dias
0 19G1
48horas 19G2
55kDa 122kDa 7 dias 19G3
21 dias 1gG4
42 dias
B

Figura 15. Bandas protéicas com freqiéncia de reconhecimento acima de 10% pelas

subclasses de IgG contra formas eritrocitarias de P.falciparum de pacientes com malaria

falciparum internados sob tratamento com mefloquina acompanhados por até 42 dias.

Reconhecimento por todas subclasses de IgG (A) ou predominante por IgG1, 1IgG2 e IgG3

(B).
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TEMPO
0
48horas
110kDa 153kDa 87kDa 140kDa 7 dias
21 dias
42 dias
0
48horas
127kDa 7 dias
21 dias
42 dias
A
0
48horas
61/37 105/34 31kDa 63kDa 7 dias
kDa kDa 21 dias
42 dias
0 19G1
48horas 1gG2
99kDa 7 dias 19G3
21 dias 9G4
42 dias
B

Figura. 16. Bandas protéicas com frequéncia de reconhecimento acima de 10% pelas
subclasses de IgG contra formas eritrocitarias de P.falciparum de pacientes com malaria
falciparum internados sob tratamento com mefloquina acompanhados por até 42 dias.
Reconhecimento predominante por IgG4 e 1gG1 (A) ou predominante por IgG1 e IgG2 (B).
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TEMPO
0
48horas
172kDa 114kDa 135kDa 49/35 7 dias
kDa 21 dias
5. 42 dias
0 19G1
48horas 19G2
38kDa 7 dias 19G3
21 dias 9G4

42 dias

0
48horas
145kDa 74kDa 50kDa 7 dias

21 dias
42 dias

B3

Figura 17. Bandas protéicas com freqiéncia de reconhecimento acima de 10% pelas
subclasses de IgG contra formas eritrocitarias de P.falciparum de pacientes com malaria
falciparum internados sob tratamento com mefloquina acompanhados por até 42 dias.

Reconhecimento predominante por IgG1 e IgG3 (A) ou apenas por IgG1 (B).

Nas figuras anteriores, observamos os seguintes padrbes de
reconhecimento:
- bandas protéicas reconhecidas por todas subclasses de IgG em pelo
menos trés dias do acompanhamento (fig.16-A): 164,138, 112, 107, 84, 81,
79, 69, 58, 52 kDa;
- bandas protéicas reconhecidas por IgG1, 1IgG2 e IgG3 em todos dias do
acompanhamento e por IgG4 apos 48h ou 7 dias do acompanhamento (fig.

16-B): 125,96,90,75, 30 kDa;
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- bandas protéicas reconhecidas apenas por 1gG1, 1gG2 e 1IgG3 em pelo
menos trés dias do acompanhamento (fig. 16-B): 120, 83, 47, 42, 40, 55, 122
kDa;

- bandas protéicas reconhecidas predominantemente por IgG4 e IgG1 (fig.
17-A): 110, 153, 87, 140, 127 kDa;

- bandas protéicas reconhecidas predominantemente por IgG1 e IgG2 (fig.
17-B): 61,37,105, 34, 31, 63, 99kDa;

- bandas protéicas reconhecidas predominantemente por IgG1 e IgG3 (fig.
18-A): 172, 114, 135, 49, 35, 38 kDa;

- bandas protéicas reconhecidas apenas por IgG1 (fig. 18-B): 145, 74, 50
kDa.

Como as subclasses 1gG1, 1gG2 e IgG3 tém sido relacionadas a
protecdo na malaria e IgG4 relacionada com formas mais complicadas da
doenga, inclusive por resultados do nosso grupo (Leoratti, 2004) e também
pelos nossos resultados da relagdo entre a soma dos niveis das subclasses
lgG1, 1gG2 e IgG3 pelos niveis de IgG4 terem apresentado uma tendéncia
de correlagdo negativa com os niveis de parasitemia inicial, procuramos
identificar as bandas imunodominantes que fossem reconhecidas por 1gG1,
lgG2 e 1IgG3 e nado por IgG4 no tempo inicial (fig. 16-B), que foram: 125, 122,
120, 96, 90, 83, 77, 75, 55, 47, 42, 40 e 30 kDa.

Como os anticorpos 1gG3 apresentaram correlagdo negativa com o
tempo de clareamento da parasitemia (TCP), analisamos quais dessas
bandas protéicas foram reconhecidas por IgG3 de pacientes com TCP
menor ou igual a 48h, assim selecionamos as bandas 125, 96, 86, 75, 55 e

47 kDa.
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Baseando-se nas figuras 13 a 17 e nos anexos Il a V, as bandas

selecionadas apresentam perfis de reconhecimento interessantes para

serem estudadas como candidatas a alvos de vacinas, como:

»

125- banda protéica reconhecida por anticorpos IgG1 (grupo Ill, com
baixa reatividade em geral de baixa e média avidez), 1I9G2 (grupo II, com
baixa reatividade de baixa avidez) e IgG3 (grupo Il, com baixa reatividade,
baixa avidez);

96- banda protéica reconhecida por anticorpos 1gG1 (grupo Ill, com
baixa reatividade, baixa avidez), IgG2 (grupo Il, com baixa reatividade,
baixa avidez), IgG3 (grupo IV, baixa reatividade e baixa avidez);

86- banda reconhecida por anticorpos IgG1 (grupo Ill, baixa
reatividade e baixa avidez), 1IgG2 (grupo lll, baixa reatividade e baixa
avidez) e IgG3 (grupo I, baixa reatividade e baixa avidez) da maioria dos
pacientes estudados independente do numero de episddios anteriores de
malaria e ndo reconhecida por 1gG4;

75- banda reconhecida por anticorpos IgG1 (grupo Ill, baixa
reatividade, alta avidez), IgG2 (grupo lll, baixa reatividade, alta avidez) e
IgG3 (grupo I, baixa avidez);

55 banda reconhecida por anticorpos IgG1 (grupo lll, alta avidez),
IgG2 (grupo |, alta avidez) e IgG3 (grupo Il, média e alta avidez);

47- banda reconhecida por anticorpos 1gG1 (grupo IV, alta avidez),

IgG2 (grupo I, baixa avidez) e IgG3 (grupo I, média e alta avidez).
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DISCUSSAO

A fungado de anticorpos IgG naturalmente adquiridos contra antigenos
do estagio assexuado sanguineo na malaria falciparum tem despertado
interesse nos pesquisadores ha muitas décadas. Embora alguns estudos
tenham mostrado que altos niveis desses anticorpos IgG sejam pobres
preditores de protecdo (BOUHAROUN-TAYON & DRUILHE, 1992), ha um
crescente interesse nas diferentes fun¢des das subclasses de IgG na
aquisicao de imunidade na malaria.

No estagio eritrocitico da infeccdo malarica a imunidade é mediada
principalmente por anticorpos que cooperam com mecanismos de resposta
celular, chamados de citofilicos, apesar de também participarem anticorpos
neutralizantes ou nao citofilicos. Alguns estudos demonstraram que o grau
de imunidade em humanos se correlaciona com os niveis de anticorpos
produzidos contra antigenos de parasitos do estagio eritrocitico e é
dependente do isotipo do anticorpo (PIPER et al, 1999; ASTAGNEAU et al,
1995; CHIZZOLINI et al, 1988).

Nos ultimos anos tém-se um numero consideravel de estudos das
subclasses |gG especificas para antigenos de P. falciparum com o obijetivo
de determinar o papel protetor ou patogénico de cada subclasse em
populagcbdes expostas. A grande maioria desses estudos foram feitos em
areas de transmissdo estavel da malaria, onde €& muito evidente o
desenvolvimento de uma imunidade naturalmente adquirida. Ja em regides

de transmissao instavel da malaria, como nas areas endémicas do Brasil,
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esses estudos sdo mais raros, principalmente pela dificuldade de se definir
populagdes imunes.

Um estudo recente do nosso grupo em areas endémicas do Brasil,
Peixoto de Azevedo, MT e Manaus, AM, mostrou que anticorpos 1gG1, IgG2
e 1gG3 contra formas eritrocitarias de P.falciparum foram predominantes em
individuos com malaria ndo complicada e em individuos assintomaticos,
enquanto anticorpos 1gG4, IgE e IgM predominaram em individuos com
complicagbes clinicas causadas pela malaria. Estes resultados sugeriram
que mesmo em regides de transmissao instavel pode-se observar um certo
grau de imunidade naturalmente adquirida quando anticorpos apropriados
s&o produzidos, mesmo com analise sendo feita com antigenos totais do
parasito (LEORATTI, 2004).

Neste trabalho, ndés estudamos pela primeira vez, a evolugcdo das
subclasses de IgG contra formas eritrocitarias de P. falciparum de pacientes
com malaria falciparum ndo complicada internados em hospital por até 42
dias, sob tratamento com mefloquina. As subclasses de IgG foram avaliadas
pela técnica imunoenzimatica ELISA quanto a quantidade, determinada em
concentragédo (ug/ml), indices de reatividade (IR) ou em frequéncia (%) e
quanto a avidez dos anticorpos, determinada em indice de avidez (lA).
Também foram avaliadas quanto a especificidade e a avidez de
reconhecimento das diferentes bandas protéicas do antigeno de formas
eritrocitarias de P. falciparum pela técnica de Immunoblotting.

A resposta humoral de anticorpos IgG, IgM e IgA contra antigenos de formas

eritrocitarias de P. falciparum desses pacientes havia sido investigada em
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estudo anterior do nosso grupo. Os resultados mostraram que os anticorpos
IgG, IgM e IgA alcangam um pico de resposta no 7° dia do monitoramento.
Também foi observado que o0s niveis iniciais de IgG e IgM se
correlacionaram com algumas variaveis de exposigao prévia a malaria. As
correlagdes positivas foram entre IgG e o tamanho do baco e entre IgM e
idade, tempo de permanéncia na area endémica e tamanho do baco dos
pacientes. Os resultados sugeriram que o nivel de anticorpos especificos
apresentado no momento da admissdo podia refletir a experiéncia prévia
desta populacdo em relacdo a malaria podendo ser indicador de infeccéao.
Também foi observado que niveis maximos de IgG e IgM foram atingidos
durante a fase aguda da doenga, em média depois de 10 dias do inicio do
tratamento, além da tendéncia dos anticorpos retornarem a niveis pré
tratamento no final do periodo estudado. Outras observacdes feitas foram
que os niveis iniciais de anticorpos IgG e o nivel maximo atingido por
anticorpos IgM apresentaram correlagao inversa significante com o tempo de
clareamento parasitario (TCP), e essa correlagdo foi independente da idade
e da parasitemia inicial. Estes resultados sugeriram que os anticorpos IgG e
IgM podem desempenhar algum grau de protecdo a infecgdo malarica
(DURLACHER, 1998).

Para a determinacéo da quantidade e da avidez das subclasses de I1gG
no ELISA, sete amostras de soro de 48 pacientes (total= 290) colhidas nos
tempos Oh, 48h, 7, 14, 28, 35 e 42 dias, foram analisadas utilizando-se

metodologia padronizada por LEORATTI, 2004. Os pacientes selecionados
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haviam relatado em média cinco malarias prévias, residiam ha nove anos na
area endémica e apresentaram um TCP em torno de 50,3 horas.

Todos os pacientes apresentavam altos niveis de anticorpos 1gG ja no
inicio do tratamento, comprovando a alta exposi¢cao prévia relatada pelos
mesmos (dados ndo mostrados). Os anticorpos IgG1 também estavam
presentes em altas concentragées (Md= 20,17 pg/mL) em todos pacientes
no inicio do tratamento, provavelmente por IgG1 ser a subclasse
predominante no pool de anticorpos. Os niveis de IgG1 aumentaram
gradativamente, alcangando um pico no 7° dia, mas sem diferencas
significantes.

Quase 40% dos pacientes apresentavam anticorpos 1gG2 no inicio do
tratamento, com mediana de concentragao de 3,80ug/ml. O pico de resposta
de 1gG2 foi alcangado em 48h, tanto em concentracdo (Md= 6,99ug/ml)
como na frequéncia de positivos (57,8%).

Uma maior frequéncia de pacientes com anticorpos 1gG3 (80,6%) foi
observada no tempo inicial, com mediana de concentragédo de 1,47ug/ml. A
maior concentragdo de IgG3 foi observada 48 horas apds o inicio do
tratamento (Md= 2,28ug/ml), mas também sem diferencas significantes entre
os diferentes tempos.

Apenas 28,4% dos pacientes apresentavam anticorpos 1gG4 no tempo
inicial, sendo essa, a maior frequéncia observada durante o
acompanhamento. As concentragbes médias de IgG4 estiveram entre 0,05 e
0,08ug/mL, com excegdo do 7° dia que aumentou para 0,8ug/mL. Esse

aumento na média de concentragéo no 7° dia foi devido a um paciente com
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resposta muito alta, cujo resultado desviou a média para cima, ja que os
resultados de IgG4 foram analisados pela média e ndo mediana, pelo grande
numero de amostras com resultados negativos.

Ao analisarmos as medianas dos dias em que ocorreram as
concentragbes maximas para cada subclasse de IgG, observamos que para
todas subclasses foi o dia maximo foi o 7° dia e o dia maximo para os IA de
lgG1 e IgG3 foi o 7° dia, para IA de IgG2 foi o 14° dia e para IA de IgG4 foi o
2° dia (Tabela 3).

As associagbes entre os niveis das subclasses de IgG com as
diferentes variaveis preditoras de exposi¢ao prévia a malaria ou de resposta
ao tratamento, mostraram apenas correlagdo negativa significante entre o
clareamento parasitario e os niveis iniciais de 1gG3 (P < 0,05) e uma
tendéncia de correlagao positiva desses niveis e o tempo de permanéncia na
area endémica.

Uma vez que as diferentes classes e subclasses de anticorpos podem
reagir com os mesmos epitopos e aparentemente afetam o curso da
infeccao de formas diferentes, estabelecemos interacdes entre os anticorpos
calculando razbes entre os seus niveis, como um modo apropriado para
estimar a atividade de anticorpos. LEORATTI (2004) observou que as
interagdes dos anticorpos 1gG1, 1gG2 e 1gG3 predominaram nos individuos
assintomaticos e com malaria ndo complicada, enquanto que na malaria
complicada predominaram as interagdes entre 1IgG4 e IgE. Neste mesmo
estudo foi sugerido que as relagdes entre os anticorpos IgG/IgE, IgG1-lgG2-

lgG3/IgG4, 1gG4-IgE/IgG2 poderiam refletir o equilibrio entre a
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patogenicidade e a protegdo. Como no nosso estudo foram estudados
apenas pacientes com malaria ndo complicada, portanto com controle da
doenga, ndo conseguimos estabelecer correlagbes significantes quando
essas interagdes foram associadas as variaveis preditoras de exposicao
prévia e as variaveis de resposta individual a malaria. Apenas a relacao
entre a soma dos niveis das subclasses 1gG1, 1IgG2 e IgG3 pelos niveis de
IgG4 apresentou uma correlacdo negativa marginal com os niveis de
parasitemia inicial (r=-0,27; P=0,05).

Na analise das concordancias, observamos que o0s resultados
IgG1+/IgG3+ e I1gG2+/IgG4- foram mais frequentes em pacientes com
TCP<48h do que nos pacientes com TCP>48h, enquanto os resultados
IgG2+/IgG4+ e IgG4+ foram mais frequentes nos pacientes com TCP>48h
do que nos pacientes com TCP<48h. Estes resultados sugerem que mesmo
em um grupo relativamente homogéneo quanto ao controle da doenga, uma
melhor resposta ao tratamento avaliada pelo menor tempo de clareamento
parasitario foi associada a presencga de anticorpos citofilicos, como 1gG1,
1gG2 e IgG3.

A resposta predominante das subclasses IgG1, 1IgG2 e IgG3 observada
nestes pacientes, todos com malaria ndo complicada, pode mais uma vez
indicar que esses anticorpos estao cooperando para o controle de formas
graves da doenga e refletirem um certo grau de desenvolvimento de
imunidade adquirida.

Além dos anticorpos 1gG1 e IgG3, naturalmente considerados citofilicos

por serem capazes de se ligar a receptores Fcy e participarem de
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mecanismos imunes efetores como opsonizagdo, fagocitose e ADCI,
também IgG2 em determinadas situagbes pode agir como citofilico. Isto se
deve a existéncia em determinadas popula¢gées de um polimorfismo no gene
que codifica para o receptor FcyRlla (polimorfismo H131), um receptor
envolvido na ativagdo da producdo de TNF-a e consequente morte do
parasito. O polimorfismo H131 que é uma mudanga de arginina (R) para
histidina (H) na posi¢cao 131, permite a ligagdo da fragdo F. de IgG2 ao
receptor conferindo assim capacidade citofilica aos anticorpos 1gG2
(WARMERDAM et al, 1991).

Essa possibilidade de 1gG2 agir também como anticorpo citofilico
justifica a associagao entre altos niveis de 1gG2 e baixo risco de se adquirir
infecgdo por P. falciparum observada em alguns estudos em areas
endémicas de malaria (DELORON et al, 1995; AUCAN et al, 2000).
Resultados anteriores do nosso grupo mostraram a ocorréncia do
polimorfismo H131 em 70% de individuos de Peixoto de Azevedo, MT,
incluindo os pacientes do nosso estudo. E como ja citado, nestes individuos
os anticorpos 1gG2 foram associados com formas nao complicadas e
assintomaticas da malaria, sendo que tanto a frequéncia de positivos como
os niveis dos anticorpos 1gG2 foram significantemente maiores nos
individuos assintomaticos (76,9%) do que nos sintomaticos (39,1%) e entre
os individuos que carregavam o polimorfismo H131 os niveis de IgG2 foram
ainda mais altos nos assintomaticos (78,7pug/mL) dos que nos sintomaticos
(3,35 pg/mL) (LEORATTI, 2004). Assim, nossos resultados mostrando uma

frequéncia de positividade consideravel para anticorpos IgG2 ao longo do
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monitoramento de pacientes com malaria ndo complicada corroboram com o
papel protetor de IgG2.

Estimulos antigénicos naturais induzem primeiro a produgdo de
anticorpos 1gG1 ou IgG3 pelas células B e estimulos subsequentes induzem
a producédo de anticorpos IgG2 e por ultimo anticorpos 1gG4, sugerindo que
a expressao de isotipo reflete a ativacdo sequencial de células B especificas
por meio de estimulagdes antigénicas repetidas (WAHLGREN et al, 1986).
DUBOIS et al (1993) encontrou propor¢gdes bem semelhantes as nossas
para as quatro subclasses de IgG e se baseou no que havia sido postulado
por WAHLGREN (1986) para justificar seus resultados.

A baixa frequéncia de positividade para IgG4 pode ser explicada pelo fato
desse isotipo estar associado a auséncia de protecdo e as formas
complicadas da doenga, que nao estiveram presentes em nenhum dos
pacientes estudados (LEORATTI, 2004). A associagdo de anticorpos 1gG4
especificos na malaria com auséncia ou baixa protecdo também foi
observada por outros autores (ARIBOT et al, 1996; AUCAN, 2000). GROUX
e GYSIN (1990) observaram que IgG4 inibe in vitro a acdo de anticorpos
citofilicos 1gG1 e 1gG3, responsaveis por mediarem a opsonizagdo de
eritrocitos infectados. AUCAN et al (2000) observaram que a correlagao
positiva de 1IgG4 com o risco de infecgao foi mais forte quando os niveis de
IgG2 eram mais baixos, sugerindo que IgG4 poderia estar neutralizando a
citotoxicidade celular mediada por mondcitos ou outras células efetoras
dependentes de IgG2. Portanto, IgG4 teria um papel bloqueador da agéo

protetora de 1IgG2 nos individuos que apresentam o polimorfismo H131.
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FERREIRA et al (1996), encontraram um predominio de anticorpos IgG1 e
IgG3 contra formas eritrocitarias de P. falciparum durante a fase aguda da
infecgdo tanto de africanos clinicamente imunes quanto de brasileiros
residentes na regido amazénica considerados semi-imunes, mas durante a
fase de convalescencga, observaram uma diminuicdo dos niveis desses
anticorpos nos brasileiros, principalmente para 1gG3. Ja os niveis das
subclasses IgG2 e IgG4 foram baixos em geral.
Resultados semelhantes foram obtidos por TAYLOR et al (1998), uma vez
que observaram um predominio de anticorpos IgG3 contra MSP-2 em
adolescentes e adultos protegidos do oeste da Africa (Gambia). Outros
trabalhos em areas de transmiss&o estavel de malaria também observaram
um predominio de anticorpos IgG1 e IgG3 nos individuos considerados
protegidos, associando-os portanto com protegdo na malaria, enquanto
anticorpos 1gG4 predominaram em individuos n&o protegidos, sendo assim
nao protetores e/ou bloqueadores dos anticorpos protetores (BOUHAROUN-
TAYOUN & DRUILHE, 1992; DUBOIS et al, 1993; RZEPCZYK et al, 1997;
TANGTEERAWATANA et al, 2001).
Um outro aspecto da resposta imune humoral quase n&o explorado na
malaria € a medida da forga da ligagao entre o antigeno e os anticorpos, ou
seja, a avidez ou afinidade funcional dos anticorpos naturalmente adquiridos
e que pode trazer informacgdes quanto a qualidade desses anticorpos.

A forga da interag&do primaria entre um antigeno unico e um anticorpo
monovalente é resultado de forgas atrativas e repulsivas existentes entre as

moléculas, e €& conhecida como afinidade de anticorpo ou afinidade
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intrinseca. Esta € uma medida termodinamica e € expressa pela constante
de equilibrio (K). Anticorpos de alta afinidade s&o aqueles que ndo dissociam
do complexo antigeno-anticorpo facilmente, necessitando de uma
quantidade relativamente alta de energia para se dissociarem. Interagdes
secundarias e terciarias levam a maior coesdo entre as moléculas e a forga
total das ligagbes é conhecida como avidez ou afinidade funcional, o que
também descreve a forgca de ligagdo de anticorpos policlonais contra
estruturas antigénicas complexas avaliados por varios imunoensaios
(JANEWAY — TRAVERS, 1994).

A avidez pode ser um importante parametro qualitativo da resposta
imune na malaria, semelhante ao que ja foi observado em outras patologias.
Em algumas doencas infecciosas como na rubéola, citomegalovirus,
herpesvirus, varice-zoster, a medida da avidez é utilizada para fins
diagnosticos (revisado em WOZNICOVA, 2004). Na toxoplasmose, a avidez
de anticorpos IgG permite diferenciar a fase aguda de infecgdo pregressa
(CAMARGO, 1991).

Ao considerarmos que indices de avidez acima de 30% no ELISA
representam anticorpos de alta avidez, podemos afirmar entdo que
anticorpos de alta avidez de todas subclasses de IgG predominaram em
todos pacientes em todos tempos estudados, desde que as medianas dos |IA
foram sempre acima de 45%. Provavelmente o predominio de anticorpos de
alta avidez mesmo na fase aguda da infecgdo seja resultante da ativagao de
células B de memoaria especificas para as diferentes proteinas presentes no

antigeno somatico de formas eritrocitarias de P. falciparum.
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FERREIRA et al (1996) observaram anticorpos IgG anti-P. falciparum
de alta avidez, especialmente IgG1, em pacientes africanos clinicamente
imunes. Ja em pacientes da regido amazdnica observaram predominio de
anticorpos de baixa avidez durante a fase aguda da infecgdo, o que poderia
ser explicado pela ativacdo policlonal de células B, e um aumento
significativo de anticorpos de alta avidez dois meses apos a quimioterapia.
Os autores sugeriram que anticorpos de alta avidez anti-P. falciparum seriam
produzidos inicialmente durante o crescimento intra-eritrocitico do parasito, e
que agiriam enquanto as parasitemias ainda fossem baixas, sendo portanto
mais efetivos contra a severidade da doenga. LEORATTI (2004) observou
um predominio de anticorpos IgG1, 1IgG2 e IgG3 de alta avidez e de baixa
avidez para anticorpos IgG4 entre individuos n&o infectados, porém o
inverso foi observado entre os individuos infectados. LEORATTI (2004)
postulou que nos individuos nao infectados os anticorpos de alta avidez
poderia estar controlando a reinfec¢gdo e desempenhando um papel protetor
eficaz contra o parasito. Enquanto que nos individuos infectados, a producao
de anticorpos de baixa avidez pudesse ser devida a ativag&o policlonal de
células B, semelhante ao verificado por FERREIRA et al (1996). e
LEORATTI (2004) ainda observou o predominio de anticorpos de baixa
avidez nos individuos com malaria complicada entre todos os isotipos de
IgG, fato esse que poderia ser devido aos poucos episodios anteriores de
malaria relatados por esses individuos ou ainda estar associado ao nao
controle da infeccdo como uma expressdao de imunodeficiéncia, como

sugerido por FERREIRA et al (1996). Portanto, o predominio de anticorpos
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de alta avidez em nossos pacientes com malaria ndo complicada esta de
acordo com os poucos estudos sobre a avidez de anticorpos na malaria.

Varios estudos tém enfatizado a importancia da analise do perfil de
resposta de anticorpos contra antigenos especificos e que possam ser
usados no desenvolvimento de vacinas ou com valor diagndstico na malaria.
Com esse objetivo, analisamos também a reatividade das subclasses de 1gG
contra diferentes proteinas do antigeno somatico de P. falciparum.

Para tanto, inicialmente padronizamos a técnica de Immunoblotting
para a pesquisa das subclasses de IgG utilizando antigeno somatico de
formas eritrocitarias de P. falciparum e o sistema biotina-estreptavidina.

Apesar de n&o termos encontrado na literatura outros trabalhos
utilizando o sistema biotina-estreptavidina em Immunoblotting, o escolhemos
para padronizacao pela possibilidade que o mesmo oferece de amplificagcao
do sinal, visto que concentragdes muito baixas de anticorpos deveriam ser
detectadas no caso de 1gG2, 1gG3 e 1gG4.

As diluicbes de todos reagentes foram escolhidas por titulagdo em
bloco, ou seja, diferentes diluicdes do soro contra diferentes diluigbes dos
conjugados anti-lg humana marcados com biotina e diferentes diluigbes do
conjugado estreptavidina-peroxidase. Para a pesquisa de anticorpos 1gG1,
IgG2 e IgG3 a diluicdo dos soros escolhida foi 1/50, por ser a maior diluicao
gue nao afetou o padrao de reconhecimento das diferentes fragdes protéicas
pelos anticorpos. Para a detec¢éo de anticorpos IgG4, que estdo presentes
em concentragcbes muito baixas no soro, foi escolhida a diluicdo ‘2. A

diluicdo para os conjugados anti-lgG1, anti-lgG2, anti-IgG3 e anti-IgG4-
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Biotina escolhida foi de 1/500 e para o conjugado estreptavidina-peroxidase
foi de 1/300.

Geralmente a técnica de Immunoblotting € considerada altamente
especifica, enquanto a técnica de ELISA é considerada altamente sensivel
por visualizarmos a reagdo contra todas proteinas presentes num antigeno
complexo. Porém através desta padronizagdo observamos a detecgao de
anticorpos 1gG4 especificos a diferentes fragbes protéicas do antigeno
somatico de P. falciparum, mesmo em pacientes que haviam sido negativos
no ELISA para IgG4 (dados ndo mostrados), o que nos permite sugerir que a
técnica de Immunoblotting empregando o sistema biotina-estreptavidina
apresenta alta sensibilidade para a deteccdo de anticorpos da subclasse
IgG4 contra o antigeno empregado.

Na padronizagédo do Immunoblotting para anticorpos IgG1, observamos
a reatividade de soros de doadores de sangue (controle negativo) contra
algumas fragbes protéicas do antigeno de P. falciparum, o que nao foi
observado para as outras subclasses de anticorpos. Esta reatividade foi
observada por outros autores com antigenos de P. falciparum (AVILA et al,
1994; TOZETTO-MENDOZA, 1997) e de P. vivax (SANCHEZ et al, 1994); e
provavelmente seja devida a presenga de anticorpos contra componentes de
hemacias (autoanticorpos) ou mesmo anticorpos de reatividade cruzada.

Para avaliagdo da avidez dos anticorpos por Immunoblotting
realizamos a lavagem de uma das duplicatas das fitas de nitrocelulose com

uréia 8M por 15 minutos e a outra com PBS, segundo TOZETTO-MENDOZA
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(1997). Essas condigbes sdo as mais utilizadas nos ensaios de avidez de
anticorpos com antigeno adsorvido em fase solida.

ApOs a padronizagdo do Immunoblotting, avaliamos a reatividade das
subclasses de IgG anti-P. falciparum em cinco amostras de soro de 14
pacientes (total= 70) colhidas nos tempos 0, 48horas, 7, 28 e 42 dias.

Os resultados do Immunoblotting mostraram o reconhecimento de um
grande numero de bandas protéicas pelas subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4, 67, 61, 60 e 53 bandas protéicas, respectivamente. O numero de
bandas protéicas reconhecidas pelas subclasses de IgG foi relacionado com
o0 numero de episodios anteriores de malarias relatados pelos pacientes
(dados n&o mostrados).

Nossos resultados corroboram com os apresentados por THELU et al
(1991), que também observaram um amplo numero de bandas antigénicas
de diferentes massas moleculares sendo reconhecido por subclasses de 1gG
de adultos imunes. TOZETTO-MENDOZA (1997) também observou um
amplo espectro de bandas protéicas de P. falciparum sendo reconhecidas
por anticorpos IgG de individuos com multiplos episodios anteriores de
malaria e um menor numero de bandas sendo reconhecidas por individuos
com primo-infecg¢ao e portanto postulou que o repertério de bandas protéicas
reconhecidas pelos anticorpos aumenta com o grau de exposigao,
semelhante ao observado por THELU et al (1991).

Apesar de muitas bandas protéicas terem sido reconhecidas pelas
subclasses de IgG, esse reconhecimento foi sempre inferior a 50% dos

pacientes em todos dias do acompanhamento e por todas subclasses, com
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excecao das bandas 164, 158, 135, 110, 103, 101, 90, 84, 79, 72, 58, 52 e
44 kDa que foram reconhecidas por anticorpos IgG1 desde o inicio do
tratamento por mais de 50% dos pacientes. THELU et al (1996) também
observaram que poucos determinantes antigénicos somaticos foram
fortemente ativos para a expressdo de isotipo especifico, e que os outros
antigenos estimularam fracamente a expresséao de isotipo.

As respostas especificas das subclasses 1gG1, IgG2 e IgG3 contra as
diferentes bandas protéicas também alcangaram o maximo de frequéncia de
positividade no 7° dia do monitoramento, como observado no ELISA (fig. 14),
ou seja, durante a fase aguda da infec¢do. As frequéncias de positividade
dos anticorpos 1gG1, IgG2 e IgG3 retornaram a patamares proximos aos
iniciais ao final do monitoramento. Fato semelhante foi observado por
THELU et al (1991) durante o acompanhamento de criangas com malaria por
cinco meses apos o inicio da quimioterapia. Apenas os anticorpos 1gG4
apresentaram dois picos de frequéncia de reconhecimento, no 2° e no 42°
dias do monitoramento.

Em relagdo a avidez das subclasses, observamos que ao invés de
determinada banda protéica ser reconhecida preferencialmente por
anticorpos de alta, média ou baixa avidez, em geral os pacientes & que
apresentavam um mesmo padrao de avidez das subclasses, ou alta/média
ou baixa contra as diferentes bandas protéicas (Anexos Ill a VI). Isto
provavelmente ocorra porque a avidez das subclasses contra diferentes
bandas protéicas deve depender do nivel de exposi¢cdo prévia e da

intensidade da resposta de memoéria de cada paciente. FERREIRA et al
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(1996) observaram que houve uma mudanga de anticorpos citofilicos de
baixa avidez na fase aguda da malaria em pacientes da regido amazonica
para anticorpos de alta avidez nos mesmos pacientes dois meses apds o
ataque malarico, mostrando que a maturacdo da afinidade pdde ser
evidenciada pela medida sorolégica da avidez dos anticorpos.

Baseados nos resultados anteriores do nosso grupo e em dados da
literatura, que mostram a associag¢ao das subclasses IgG1, 1IgG2 e IgG3 com
protecdo na malaria e associagdo de IgG4 com formas complicadas da
doenga e com maior risco de infecgdo, selecionamos algumas bandas
protéicas reconhecidas preferencialmente pelas subclasses IgG1, 1gG2 e
IgG3 e ndo por IgG4 (pelo menos no inicio do monitoramento). Também
consideramos na sele¢do dessas bandas as associagdes com o tempo de
clareamento da parasitemia, com exposicdo prévia a malaria e com os
resultados das interagdes de anticorpos. Assim, selecionamos as seguintes
bandas protéicas com perfil de reconhecimento associado a prote¢ao e que
deverdo ser melhor investigadas como alvos de vacinas: 125, 96, 86, 75, 55
e 47 kDa.

Algumas dessas proteinas tém massas moleculares idénticas ou
proximas a antigenos do parasito ja descritos previamente. As bandas
protéicas de 125 kDa e de 47 kDa podem se tratar da proteina de 126 kDa
do vacuolo parasitoforo (p126) e seu segmento de 47 kDa, respectivamente,
descritos na literatura como um dos candidatos a alvo de vacina na malaria.
A proteina é processada em fragmentos de 50 e 73 kDa , e mais tarde se

divide em dois peptideos, de 47 e um 18 kDa ligados por pontes dissulfeto.
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Esse processamento € associado com a liberagdo de merozoitos de
esquizontes maduros (DELPLACE, 1987). Num estudo conduzido em Porto
Velho no Brasil por BANIC et al (1998), foi mostrado que 95% dos pacientes
estudados apresentaram anticorpos anti-p126 detectaveis no soro
independente do numero de malarias prévias e que 77% desses pacientes
apresentaram anticorpos anti-Nt47 (por¢cao N-terminal da p126). A analise da
resposta de subclasses de IgG para Nt47 mostrou que individuos com
maiores niveis de anticorpos citofilicos tinham os menores niveis de
parasitemia, sugerindo que estes anticorpos contribuam para a aquisigao de
imunidade na malaria (BANIC et al, 1992). A banda protéica de 96kDa pode
ser a mesma estudada por NKUO-AKENJI et al (1993), contra a qual foram
observados anticorpos que aumentaram com a idade e foram relacionados
com a exposicdo ao antigeno, sugerindo que estes anticorpos estariam
relacionados com algum grau de protegcdo contra a infeccdo por P.
falciparum A banda protéica de 55 kDa pode ser tanto uma glicoproteina
presente em trofozoitos jovens e maduros, como nos esquizontes e final da
esquizogonia que se expressa na superficie dos merozoitos descrita como
de 56 kDa (STANLEY et al,1985) ou a de 55 kDa presente no vacuolo
endocitico do parasito com atividade de protease semelhante a catepsina-D.
A banda protéica de 75 kDa pode se tratar da proteina de choque térmico
Pfhsp70, estudada atualmente como candidata a vacina na malaria por
elicitar anticorpos com fungédo protetora contra P. falciparum (TSHEFU &

JAMES, 1995)
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As bandas de 86 e 75 kDa também foram relatadas por THELU et al
(1991) e as de 46, 75, 125 e 96 por TOZETTO-MENDOZA (1997) por terem
sido reconhecidos com alta frequéncia por anticorpos IgG contra antigeno
somatico de P.falciparum. TOZETTO-MENDOZA (1997) mostrou ainda que
as bandas de 46, 125, 75, 96, e 56 eram reconhecidas por anticorpos de alta
avidez.

A selecao de subclasse e maturacao da afinidade de uma resposta de
anticorpo, sado as consequéncias de um processo de diferenciacao de
células B especificas ocorrendo nos centros germinativos de linfonodos em
um individuo imunizado (nessa situagcdo — um individuo que tenha
encontrado o epitopo do antigeno relevante). Embora a afinidade dependa
do antigeno e da selegdo clonal de células produzindo anticorpos com
melhores cinéticas de ligagdo ao epitopo, a selegdo de isotipos (classe e
subclasse) € um fenbmeno complexo que resulta de mecanismos multiplos,
muitos dos quais n&o estdo ainda bem entendidos (MANIS, 2002).

Entre os mecanismos mais importantes que levam a mudanga do
isotipo da cadeia pesada estdo a intensidade e a duragdo da ligagdo do
receptor da célula B com o epitopo e a natureza dos sinais co-estimulatérios
que acontecem simultaneamente a ligagédo. As citocinas predominantes no
contexto da resposta a um determinado antigeno € que vao fornecer ou
aumentar esses sinais co-estimulatorios para as células B, agindo no nucleo,
ou diretamente na cadeia pesada da imunoglobulina ou ainda regulando a
maturacdo da afinidade (GARRAUD & NUTMAN, 1996). Citocinas

produzidas por células CD4" Th1, como IFN-y, IL-2, IL-12 induzem a
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producao dos anticorpos citofilicos que participam de mecanismos efetores
celulares dependentes de anticorpos. Citocinas produzidas por células CD4"
Th2, como IL-4, IL-5, IL-10, induzem a producdo de anticorpos neutralizantes
e ainda bloqueadores dos mecanismos induzidos por Th1.

WINKLER et al. (1998) mostraram mudanga de resposta Th2
preferencial em malaria aguda né&o tratada para uma resposta regulada por
Th1, sendo que IFN-y foi essencial para a resolugao da parasitemia e IL-10
pareceu ser a molécula chave no controle de respostas inflamatérias que
quando exageradas podem levar a dano tecidual mais do que ao
clareamento da parasitemia.

Provavelmente, o desenvolvimento gradual de imunidade protetora na
malaria, de fato, corresponde a uma modificagado progressiva na regulagéo
da resposta imune e ndo, como se pensou por muito tempo, o lento
desenvolvimento de uma resposta ou a moléculas pobremente
imunogénicas ou altamente polimorficas. Dados de Immunoblotting e ADCI
sugerem que o hospedeiro exposto uma vez ou a um numero limitado de
vezes a malaria pode desenvolver altos niveis de anticorpos a antigenos que
levam a mecanismos protetores, embora estes mecanismos ndo sejam
funcionais. Ao contrario, a aquisicdo de um estado de resisténcia parece
correlacionar com a habilidade de desenvolver anticorpos a um isotipo
préprio na maioria 1gG1 e IgG3 e reduzir a propor¢do de isotipos nao
citofilicos (IgG4 e IgM) da mesma especificidade que bloqueiem

mecanismos efetores (BOUHAROUN-TAYOUN & DRUILHE, 1992).
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A existéncia de subpopulacdes de células T CD4" especificas para
antigenos de plasmodios tem sido demonstrada in vitro, tanto em
camundongos como em humanos. O estudo da reatividade de clones de
células CD4" respondedores a antigenos eritrociticos do parasito em
camundongos infectados por P. chabaudi mostrou heterogeneidade
consistente com a idéia de dois subtipos de células CD4" diferentes
funcionalmente. Células derivadas de infecgado primaria recente secretaram
IL-2 e y-IFN apos o estimulo antigénico in vitro, portanto, apresentavam um
repertorio de citocinas tipico de células CD4" Th1 e contribuiram para o
clareamento precoce da parasitemia. Com o decorrer da infecgdo, foi
observado um declinio da subpopulagdo Th1 e aumento de células tipo Th2,
ou seja, produtoras de IL-4 e com fung¢do de células auxiliares da sintese de
anticorpos in vitro, agindo no controle da infeccdo e clareamento da
parasitemia (TAYLOR-ROBINSON et al, 1993).

Com os resultados desse trabalho ndo conseguimos observar
mudancgas no perfil da resposta de subclasses de IgG especificas durante a
infegccdo por P. falciparum que pudessem mostrar uma mudanca do perfil
Th1 na fase inicial da doengca para Th2 numa fase mais tardia,
provavelmente pela casuistica estudada. Provavelmente se tivéssemos
monitorado a cinética de produgdo das diferentes subclasses de IgG em
pacientes primo-infectados, os resultados obtidos mostrassem uma
mudanca de perfil da resposta imune. No Immunoblotting, algumas bandas

protéicas apresentaram mudanga de reconhecimento inicial por IgG1, IgG2 e
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IgG3 e reconhecimento mais tardio por 1gG4: 125, 96, 90, 75, 30 kDa (fig.
16-B).

Nossos resultados mostram que a populagdo estudada mesmo sendo
oriunda de regido de transmissao instavel de malaria no Brasil apresentou
um certo grau de imunidade protetora, uma vez que anticorpos apropriados
(IlgG1, 1gG3 e possivelmente 1IgG2) foram produzidos em resposta a infec¢ao
mesmo que a analise tenha sido realizada por meio de antigenos totais de
formas eritrocitarias, o que pode n&o refletir a realidade em campo segundo
THELU et al (1991).

Nossos estudos de monitoramento de pacientes por Immunoblotting nos
permitiu identificar fragées protéicas que deverédo ser melhor avaliadas como
alvo de vacinas. Outro ponto a ser destacado é a avaliagdo de pacientes
com malaria grave e pacientes assintomaticos por Immunoblotting para
tentar observar possiveis diferengas de padrdes de reconhecimento de
fragBes protéicas para subclasses de IgG com avaliagdo da avidez para ser
realizada analise das trés diferentes formas clinicas de malaria como
objetivo de encontrar diferengas que possam ser usadas no diagnostico da
malaria, ou tentar definir perfis de acordo com a forma clinica como ja

ocorreu em outras doengas.
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CONCLUSOES

1. Anticorpos 1gG1, IgG2, 1gG3 e 1gG4 anti-P. falciparum, na maioria de
alta avidez, estavam presentes, respectivamente, em 100%, 39,5%, 80,6% e
28,4% dos pacientes com malaria falciparum ndo complicada no inicio do
tratamento;

2. As concentragbes maximas das subclasses de IgG anti-P. falciparum
foram alcangadas em média no 7° dia, e os indices de avidez maximos de
IgG1 e IgG3 foram alcangados em média no 7° dia, e os de IgG2 no 14° dia
e os de IgG4 no 2° dia;

3. A concentragdo inicial dos anticorpos IgG3 anti-P. falciparum
apresentou correlagcdo negativa com o tempo de clareamento parasitario e a
relagdo das somas dos anticorpos IgG1, 1IgG2 e 1gG3 pelos niveis de 1gG4
se correlacionaram negativamente com a parasitemia inicial,

4. Foram identificadas no Immunoblotting fracbes protéicas que podem
estar relacionadas com o reconhecimento imune protetor, por serem
reconhecidas pelas subclasses 1gG1, IgG2 e IgG3 e ndo reconhecidas ou
reconhecidas tardiamente por IgG4: 125, 96, 86, 75, 55 e 47 kDa.

5. A resposta predominante das subclasses IgG1, 1gG2 e 1gG3
observada nestes pacientes, todos com malaria ndo complicada, pode
indicar que esses anticorpos estao cooperando para o controle de formas
graves da doenga e refletirem um certo grau de desenvolvimento de

imunidade adquirida.
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Anexo Il - Resultados da reatividade dos anticorpos IgG1 anti-P. falciparum
em Immunoblotting de cada paciente (2, 5, 14, 17, 73, 89, 100) com malaria
falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento com
mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).

A Z 5 7 T7 73 B9 T0 0
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baixa reatividade, baixa avidez alta reatividade, média avidez

n&o reagente = alta reatividade, baixa avidez
baixa reatividade, alta avidez = alta reatividade, alta avidez
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Cont. Anexo Ill - Resultados da reatividade dos anticorpos 1gG1 anti-P.
falciparum em Immunoblotting de cada paciente (7, 9, 12, 16, 35, 46, 92)
com malaria falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento
com mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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Anexo IV - Resultados da reatividade dos anticorpos 1gG2 anti-P. falciparum
em Immunoblotting de cada paciente (2, 5, 14, 17, 73, 89, 100) com malaria
falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento com
mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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Cont. Anexo IV - Resultados da reatividade dos anticorpos 1gG2 anti-P.
falciparum em Immunoblotting de cada paciente (7, 9, 12, 16, 35, 46, 92)
com malaria falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento
com mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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baixa reatividade, alta avidez



109

Anexo V - Resultados da reatividade dos anticorpos IgG3 anti-P. falciparum
em Immunoblotting de cada paciente (2, 5, 14, 17, 73, 89, 100) com malaria
falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento com
mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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= baixa reatividade, alta avidez
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Cont. Anexo V - Resultados da reatividade dos anticorpos 1gG3 anti-P.
falciparum em Immunoblotting de cada paciente (7, 9, 12, 16, 35, 46, 92)
com malaria falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento
com mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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Anexo VI - Resultados da reatividade dos anticorpos 1gG4 anti-P. falciparum
em Immunoblotting de cada paciente (2, 5, 14, 17, 73, 89, 100) com malaria
falciparum nao complicada em diferentes tempos do tratamento com
mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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Cont. Anexo VI - Resultados da reatividade dos anticorpos 1gG4 anti-P.
falciparum em Immunoblotting de cada paciente (7, 9, 12, 16, 35, 46, 92)
com malaria falciparum ndo complicada em diferentes tempos do tratamento
com mefloquina. Tempos: 0 (a), 48h (c), 7dias (d), 21 dias (f) e 42 dias (i).
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"JAMAIS CONSIDERE SEUS ESTUDOS COMO
UMA OBRIGACAO, MAS COMO UMA OPORTUNIDADE
INVEJAVEL (...) PARA APRENDER A CONHECER A
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FUTURO TRABALHO PERTENCER."

ALBERT EINSTEIN



Fig.14. Reatividade das subclasses 1gG1 (1), IgG2 (2), 1gG3 (3) e IgG4 (4) contra bandas
protéicas divididas de acordo com o padrao de freqiiéncia de reconhecimento nos dias de
acompanhamento 0, 48h, 7,21 e 42 dias (Grupos I, II, lll, IV e V).



