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RESUMO

A infeccéo simultanea do Plasmodium falciparum e do Epstein-Barrvirus (EBV) pode
promover o desenvolvimento do agressivo linfoma de Burkitt endémico (eBL) em
criancas que vivem em areas holoendémicas para P. falciparum. Embora esteja
estabelecido que o eBL parece ndo estar associado a outros parasitos da malaria
humana, o impacto da infeccéo por EBV na geracado de imunidade a malaria humana
permanece em grande parte inexplorado. Considerando que este prevalente
herpesvirus estabelece uma infeccdo nas células B que persistente ao longo da
vida, nossa hipétese é que a coinfeccdo por EBV impacta nas respostas de
anticorpos naturalmente adquiridas ao P. vivax, o parasita da malaria humana mais
difundido no mundo. O desenho deste estudo envolveu trés cortes transversais com
intervalos de seis meses (linha de base, 6 e 12 meses) entre adultos expostos ao P.
vivax na Amazoénia brasileira. O desenho experimental se concentrou em um grupo
de individuos expostos a malaria cujo EBV-DNA (amplificacdo do gene balf-5 por
PCR em tempo real e PCR digital) foi detectado persistentemente no sangue
periférico (PersVona, N=27), e um grupo da mesma area, pareado por idade, cujo
EBV-DNA néo pode ser detectado durante o seguimento (NegVona, n=29); ambos os
grupos foram comparaveis em relacdo as variaveis demogréficas, parasitolégicas e
epidemioldgicas. Durante o periodo de estudo, a deteccao sorologica de anticorpos
EBV (através da técnica de ELISA) para antigenos virais de fase litica/latente (VCA-
pl8, ZEBRA, EAd-p45/52 e EBNA-1) mostrou que apenas anticorpos IgG para o
antigeno do capsideo viral (VCA) p18, foram significativamente diferentes entre os
grupos (PersVona>NegVona). De fato, nos individuos estudados, os niveis anticorpos
IgG anti-VCA18 foram associados com o nimero de cépias de EBV-DNA no sangue
periférico. Um painel de antigenos de estagio sanguineo de P. vivax, abrangendo
uma ampla faixa de imunogenicidade (PvDEKnull2, PvDBPII, PvAMA-1, PYMSP1-19),
confirmou que, em geral, o grupo PersVobna apresentou niveis baixos de anticorpos
anti- P.vivax em comparacdo com NegVona. Curiosamente, diferengas mais
significativas foram observadas para um novo antigeno vacinal da Duffy binding
protein Il (DBPII), chamado DEKnull-2, que tem sido associado a resposta de
anticorpos neutralizantes de longo prazo. As diferengas entre os grupos foram
menos pronunciadas com antigenos de estagio sanguineo (como MSP1-19) cujos
niveis podem flutuar de acordo com a transmissédo da maléaria. Em concluséo, neste
estudo de prova de conceito, demonstrou-se pela primeira vez que uma deteccdo
persistente de EBV-DNA no sangue periférico de populagdo semi-imune ao P. vivax
pode afetar a resposta imune de longo prazo as principais vacinas candidatas contra
a malaria. Estudos futuros fazem-se necessarios para avaliar o papel da deteccao
persistente de EBV-DNA na resposta de longa duracdo das células B de memoéria
para P. vivax.

Palavras-chave: malaria, Plamodium vivax, Epstein-Barr virus, coinfeccdo, resposta
de anticorpos, imunidade humoral.



ABSTRACT

The simultaneous infection of Plasmodium falciparum and Epstein-Barr virus (EBV)
could promote the development of the aggressiveendemic Burkitt's Lymphoma (eBL)
in children living in P. falciparum holoendemic areas. While it is well-established that
eBL seems not to be associated to other human malaria parasites, the impact of EBV
infection on the generation of human malaria immunity remains largely unexplored.
Considering that this highly prevalent herpesvirus establishes a lifelong persistent
infection on B-cells, we hypothesized that EBV co-infection could have impact on the
naturally acquired antibody responses to P. vivax, the most widespread human
malaria parasite. The study design involved three cross-sectional surveys at six-
month intervals (baseline, 6 and 12 months) among long-term P. vivax exposed
adults living in the Amazon rainforest. The approach focused on a group of malaria-
exposed individuals whose EBV-DNA (balf-5 gene amplification by real-time PCR
and digital PCR) was persistently detected in the peripheral blood (PersVona, n=27),
and an age-matched malaria-exposed group whose EBV-DNA could not be detected
during the follow-up (NegVona, n=29); both groups were similar in terms of
demographic, parasitological and epidemiological variables. During the follow-up
period, the serological detection of EBV antibodies (ELISA assay)to lytic/ latent viral
antigens (VCA-p18, ZEBRA, EAd-p45/52 e EBNA-1) showed that only IgG antibodies
to viral capsid antigen (VCA-pl8) were significantly different between groups
(PersVona>NegVona). In fact, in the study population the levels of VCA-p18 IgG
antibodies were associated with the number of EBV-DNA copies in the peripheral
blood. A panel of blood-stage P. vivax antigens covering a wide range of
immunogenicity (PvDEKnull2, PvDBPII, PvAMA-1, PYMSP1-19), confirmed that in
general PersVona group showed low levels of anti-P.vivax antibodies as compared
with NegVona. Interestingly, more significant differences were observed to a novel
Duffy binding protein 1l (DBPII) vaccine immunogen, named DEKnull-2, which has
been associated with long-term neutralizing antibody response. Differences between
groups were less pronounced with blood-stage antigens (such as MSP1-19) whose
levels can fluctuate according to malaria transmission.In conclusion, in a proof-of-
concept study, evidence was shown for the first time that persistent detection of EBV
DNA in adult peripheral blood in a semi-immune population of P. vivax can affect the
long-term immune response to major malaria vaccine candidates. Future studies are
needed to assess the role of persistent EBV-DNA detection in the long-term memory
B cells immune response to P. vivax.

Keywords: malaria, Plasmodium vivax, Epstein-Barr virus, co-infection, antibody
response, humoral immunity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da malaria humana

1.1.1 Panorama mundial da malaria

Caracterizada como uma doenca infecciosa febril aguda, a malaria tem uma
distribuicdo mundial, e € uma das principais causas de mortalidade e morbidade em
criancas abaixo de 5 anos, gestantes e pessoas nao imunes. De acordo com a
Organizacdo A distribuicdo de casos da doenca depende de fatores ambientais,
econbmicos, sociais e politicos que afetam, paises tropicais e subtropicais, em
regides de baixa renda e, desta forma, a malaria continua sendo considerada um
problema de saude publica (WHO, 2021).
Atualmente, cinco espécies sdo responsaveis pela quase totalidade dos
casos de malaria humana, - Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e
o P.knowlesi, sendo este Ultimo parasito de primatas ndo-humanos, que
recentemente tém causado infeccbes graves em humanos, principalmente no
sudeste asiatico e no continente africano (COX-SINGH et al, 2008; ONG et al, 2009).
Entre as espécies causadoras de malaria em humanos, o P. falciparum ainda é
responsavel pela maioria dos casos e mortes, principalmente na regido da Africa,
onde foi responséavel por 97% dos casos em 2019 (WHO, 2020). J&, o P. vivax, por
sua vez, é a espécie que possui a maior distribuicdo geografica mundial, além de
ser a espécie mais prevalente fora do continente africano (BATTLE et al., 2019).

Em 2020, estimou-se que cerca de 241 milhdes de casos de malaria
ocorreram globalmente nos 85 paises endémicos para a doencga (Figura 1). Foram
registrados 14 milhdes de casos da doenca a mais que em 2019, e este aumento de
casos foi associado as interrup¢cbes dos servigos locais de controle de malaria
devido a pandemia causada pelo novo corona virus (SARS-CoV-2), que causa a
COVID-19 (WHO, 2021).
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Figura 1. Paises segundo status de casos aut6ctones em 2000
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Fonte: Adaptado de WHO, 2020.

Entretanto, no inicio da pandemia, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
elaborou o documento “Adaptando as intervencfes contra a malaria na resposta a
COVID-19”, onde os paises deveriam buscar identificar os servicos essenciais que
deverdo ser priorizados, como servicos médicos, distribuicdo de medicamentos,
urgéncias e emergéncias (WHO/GMP, 2020).

Para reforcar a importancia da manutencao dos servi¢os essenciais de saude, a
OMS realizou ainda uma andlise do impacto de varios niveis de interrupcdo dos
servicos para maléaria. Desta forma, foi possivel conseguir financiamento de muitos
paises desenvolvidos (ndo endémicos) para reforcar os programas locais de paises
endémicos, particularmente, no continente africano (WHO, 2021). Embora a
suspensao dos servi¢cos dos programas de controle da maléria, limitou o acesso as
estimativas acuradas do numero de caso da doengca em 2020, as analises sugerem
qgue houve, aproximadamente, 0 mesmo numero de casos do ano anterior, 0 que
correspondeu a 108 paises endémicos, com predominio do continente Africano
(WHO, 2021).

Atualmente, estima-se que as metas estabelecidas pela Estratégia Teécnica
Global para a Malaria 2016-2030 (Global Technical Strategy for Malaria, GTS) para
reducdo na incidéncia e mortalidade global de malaria até 2030 estdo longe de
serem atingidas (GTS/WHO, 2020).
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Neste contexto, considera-se como agravante para o ndo cumprimento da meta
-- isto é, reducao de mais de 90% da transmisséo global de malaria até 2030 -- os
seguintes fatores (GTS/WHO, 2021): (i) conflitos sociopoliticos em regides de
transmisséo, incluindo em paises da América Latina e Africa; (i) recursos limitados
para os programas de controle e vigilancia; e (iii) resisténcia dos plasmdédios aos
antimalaricos e dos mosquitos vetores aos inseticidas (PATOUILLARD E et al.,
2017; WHO, 2017).

1.1.2 Malaria no Brasil

Em um contexto nacional, entre os anos de 2014 e 2016, os casos de malaria
apresentaram pouca variagcdo (FERREIRA M, et al., 2016), com um aumento de
mais de 50% no namero de casos registrados apenas em 2017, se mantendo no ano
seguinte.De acordo com dados do Ministério da Saude, desde o ano de 2018 o
namero de casos de maléaria no pais vem reduzindo, e em 2020 cerca de 145 mil
casos de malaria foram confirmados no pais, com uma reducéo de 7,8% em relacdo
ao ano anterior (SVS/MS, 2021) (Figura 2).

Figura 2. Série histdrica de casos de malaria notificados no Brasil, 1959 a 2020.
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Fonte: SHM, SISMAL, Sivep-Malaria/SVS/MS e Sinan/SVS/MS. Excluidaslaminas de verificacao de cura. P Vivax incluem casos de malaria por R vivax, P malarioe ou P ovale.
Casos de maldria jolciparum incluem casos de malaria por R falciparum ou maldria mista. Dados do Sivep-Maldria atualizados em: 17/8/2021. Dados do Sinan
atualizados em: 26/7/2021

Fonte: Boletim de malaria — Ministério da Saude, 04/2021.
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Foi observada também, no periodo de janeiro a junho de 2021, uma diminuicédo
de 12,5% dos casos de maléria notificados no pais, 11,8% de casos autéctones e de
51% no total de casos importados de outros paises, em relagdo a este mesmo
periodo do ano anterior(SVS/MS, 2021). Esta reducdo do niumero de casos de uma
forma geral, pode estar associada a intensificacdo dos programas de controle de
malaria no pais como medida de resposta aos casos importados da Venezuela nos
anos de 2017-2018 (WHO, 2020).

Além disso, a subnotificacdo de casos de maléria no ultimo ano, como reflexo
da pandemia de COVID-19, favoreceu a reducdo dosdeslocamentos dos pacientes
aos servicos de saude e dos agentes de endemia até as residéncias de dificil
acessopara diagnostico e notificacdo de casos. Em contrapartida, observou-se um
crescimento da solicitacdo de testes rapidos de malaria, e isso se deve
possivelmente pela dificuldade do diagndéstico por microscopia durante a pandemia,

bem como o aumento de casos suspeitos de maléaria (SVS/MS, 2021).

Figura 3. Mapa de risco de malaria por municipio de infeccdo, Brasil, 2019
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Fonte: Boletim de malaria — Ministério da Salde, 04/2021.
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Em grande parte, os casos de malaria no pais estdo concentrados na regiao
conhecida como Amazobnia legal, que compreende os estados do Acre, Amapa,
Amazonas (AM), Maranhdo (MA), Mato Grosso (MT), Para (PA), Rondbnia (RO),
Roraima (RR) e Tocantins (TO) (SNOW et al., 2005) (Figura 3). Nesta regido, cerca
de 89% dos casos sdo decorrentes de infeccdo por P. vivax, contudo também
circulam no pais oP. falciparum, o P. malariae entre outras espécies (SVS/MS,2021).

A ocupacao intensa e desordenada das areas peri-urbanas, o desmatamento
para extracdo de madeira, a atividade de garimpo, de agricultura e as condicoes
precarias de saneamento e moradia dos assentamentos, contribuem fortemente
para o agravamento e a manutencdo da transmissdo de malaria nessa regiao
(MARQUES et al., 1986; BROOKER S, 2007).Contribuindo ainda para a malaria na
regido, estdo os casos importados, originarios dos paises que fazem fronteira com o
Brasil. O fluxo migratdrio entres estes paises e o Brasil traz inGmeros desafios para o
programa de controle da malaria. No periodo de janeiro de 2020 a junho de 2021, o
pais registrou mais de 2 mil casos de malaria importados de outros paises(SVS/MS,
2021).

Os casos de malaria fora da é&rea endémica, classificados como extra-
amazonicos, também possuem grande importancia devido ao possivel diagndstico
tardio com alto indice de letalidade, desta forma a doenca nestes locais ndo deve
ser negligenciada (SVS/MS, 2021). Grande parte deles sao importados dos estados
amazonicos, bem como do continente africano e outros paises da América do Sul
(GUERRA, SNOW, & HAY, 2006).0 fato de existirem poucos casos importados na
regido extra-amazonica, nao significa que ndo ha risco (SVS/MS, 2021).

Mesmo sendo considerada area ndo endémica para malaria, na regido extra-
amazonica existe risco elevado de transmissao autoctone da doencga principalmente
devido & presenca de mosquitos vetores e do constante fluxo migratério de
individuos que ocorre entre area endémica e ndo endémica (LORENZ et al.,
2015).Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude, em 2020, mais de 90% dos
casos de malaria extra-amazonicos notificados no estado foram importados de areas
endémicas no Brasil, sendo os demais casos notificados provenientes de outros
paises endémicos, principalmente, do continente africano (SVS/MS, 2021).

De grande relevancia, existe ainda a transmissao autdoctone de malaria em
areas de Mata Atlantica (BRASIL et al.,, 2017) e nessas regides, 0s primatas nao

humanos tém sido mencionados com reservatorio da doenga, ja que 0s humanos
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podem se infectar com P. simium, parasito frequente na regido esemelhante
geneticamente e morfologicamente ao P. vivax(DE PINA-COSTA et al., 2014; DE
ALVARENGA et al., 2018).

Desta forma, o P. vivax continua sendo um grande desafio para os programas
de controle e eliminacdo da doenca no Brasil. Parte das dificuldades de controlar
este parasito se deve as peculiaridades do seu ciclo bioldgico, incluindo (i) presenca
de formas latentes no figado, que s@o responséveis por casos de recaidas da
doenca; (ii) producdo precoce de gametdcitos, que torna a infeccdo de mosquitos
vetores mais eficiente e, (iii) invasdo apenas de reticulécitos jovens, levando a
baixas parasitemias dificeis de serem detectadas no diagndstico de rotina (CHENG
et al., 2015;ADAMS& MUELLER, 2017;BOURGARD, Cet al., 2018; DE JONG, RMet
al., 2019). Assim, os métodos tradicionais de controle, baseados em diagndstico
precoce e tratamento oportuno, tém pouco impacto no controle desta espécie (DA
SILVA-NUNES et al., 2012; FERREIRA; CASTRO, 2016, 2019).

De fato, o tratamento precoce, antes que 0s gametécitos aparecam na
circulacdo, demonstrou consideravel impacto na transmissao de P. falciparum. Ja o
tratamento precoce contra P. vivax ndo apresentou muita eficacia, uma vez que os
gametoécitos se mantém circulantes no sangue cerca de trés dias apés o inicio do
ciclo eritrocitico (revisto por OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Além disso, as
infeccbes decorrentes da presenca de P. vivax transcorrem, na maioria das vezes,
em infec¢cbes preferencialmente benignas e muitas vezes assintomaticas,
favorecendo a subnotificacdo desta espécie (FERREIRA; CASTRO, 2016).Essas
razdes evidenciam porque a pesquisa em P. vivax deve ser considerada prioridade
nao so no Brasil, mas no mundo (SIQUEIRA, AM et al., 2016).

1.1.3 Ciclo biol6gico de Plasmodium ssp. em humanos

Os plasmodios possuem um ciclo heteroxénico, devendo obrigatoriamente, possuir
um hospedeiro vertebrado (homem), onde acontece a faseassexuada, e um
invertebrado (mosquito), responsavel pela fase sexuada do ciclo(MUELLER et al.,
2013).Ao realizar o repasto sanguineo, a fémea do mosquito anofelino inocula as

formas infectantes (esporozoitos) na derme do hospedeiro vertebrado. Os parasitos
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migram da pele do individuo através de duas vias: pela corrente linfatica (onde néo
sobrevivem), ou por meio da corrente sanguinea, por onde sédo levados até o figado,

atravessam os hepatdcitos, até estabelecem a infeccdo (TAVARES et al., 2013).

Figura 4. Representacéo esquematica do ciclo do Plasmodium no hospedeiro vertebrado humano
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Fonte: Adaptado de Karunajeewa & Mueller, 2016.

O ciclo hepatico ou exo-eritrocitico (Figura 4A) tem duracdo em média deduas
semanas e € assintomatico. Nessa etapa, 0s esporozoitos se desenvolvem em
esquizontes teciduais e posteriormente em merozoitos, que séo liberados para a
corrente sanguinea através de vesiculas chamadas merossomos (GREENWOOD et
al., 2008). As espécies P. vivaxe P. ovale desenvolvem uma forma chamada
hipnozoito, que permanece latente no figado por longos periodos e, quando
reativadas, levam o individuo a recaidas de maléaria, desenvolvendo um novo
episédio sem haver uma reinfeccdo pela picada do mosquito (ADAMS&MUELLER,
2017).

Uma vez na corrente sanguinea, 0s merozoitos invadem os eritrocitos e déao
inicio ao chamado ciclo sanguineo, ou eritrocitico (Figura 4B). No interior das
hemacias, o parasito se desenvolve por esquizogonia nas formas de trofozoito

jovem (anel), trofozoito maduro e esquizonte sanguineo até que a hemacia se rompa
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e o ciclo se reinicie com a invasdo de novos eritrocitos. Essa ruptura é responsavel
pelos sintomas clinicos caracteristicos da doenca (MOHANDAS; AN, 2013). Durante
o ciclo eritrocitico, alguns merozoitos se diferenciam nas formas sexuadas, 0s
gametdcitos masculinos e femininos. Essas formas séo infectantes para 0 mosquito
anofelino que as ingere junto com 0 sangue em um novo repasto sanguineo. O
aparecimento dos gametocitos no sangue periférico acontece em tempos distintos
nas diferentes espécies do parasito. No P. falciparum os gametécitos aparecem
apenas apos oito a dez dias de ciclo sanguineo, enquanto noP. Vivax esse
aparecimento acontece com trés dias (GILLES; WARRELL, 1985).

O ciclo no mosquito (Figura 4C) inicia com a exoflagelacdo do microgametdcito
formando oito microgametas e a diferenciacdo do gametécito feminino em
macrogameta (GUTTERY et al., 2012; MEIS et al., 1992). O zigoto formado pela
fusdo dos gametas masculino e feminino se desenvolve em oocineto, o qual
atravessa a membrana do intestino e 0 agora chamado oocisto se aloja entre o
intestino médio e a lamina basal, onde se rompem e liberam os esporozoitos, que
serdo posteriormente inoculados no hospedeiro vertebrado em um novo repasto

sanguineo, continuando o ciclo.

1.2. imunidade naturalmente adquirida contra a malaria

Individuos sem contato prévio com o0s parasitos da maléaria tendem a
desenvolver uma doenca febrilaguda. No entanto, fatores relacionados ao
hospedeiro e ao parasito podem influenciar na evolucéao clinica da doenca, podendo
levar a casos assintomaticos bem como sintomaticos com evolugdo para o o6bito
(revisto por LANGHORNE et al., 2008). De grande importancia na prevencédo de
casos gravesé o desenvolvimento de uma resposta imuneeficiente, incluindo
humoral (COHEN; MCGREGOR; CARRINGTON, 1961) celular (WIPASA et al.,
2010; NDUNGU et al., 2013).

Condicdes genéticas e idade do hospedeiro, espécie e variabilidade do parasito,
exposicdo previa a malaria, bem como o nivel de transmissdo sob o qual os
individuos estdo ou foram expostos, sdo fatores que podem influenciar na qualidade
da imunidade adquirida contra malariaexpostos (FOWKES; BOEUF; BEESON, 2016;
MUELLER et al., 2013; NOGARO et al., 2011).



23

Estudos demonstraram que a imunidade naturalmente adquirida contra a
doenca se desenvolve de forma lenta e gradativa apds sucessivas infeccdes
(LANGHORNE et al., 2008; ASHLEY EA et al, 2018). Em areas hiperendémicas para
a doenca, como na Africa, criangas menores de cinco anos sido altamente
susceptiveis & doenca grave. Entretanto, com o passar dos anos, os individuos
tendem a desenvolver uma protecéo clinica contra os sintomas graves da doenca,
sendo que a imunidade estéril € raramente alcancada (MARSH e KINYANJUI, 2006;
WEISS et al., 2010; ASHLEY EA et al, 2018; ANTONELLI et al, 2019). Nestas areas,
individuos adultos desenvolvem uma imunidade eficiente contra os parasitos,
considerados assim semi-imunes, apresentando baixos niveis de parasitemia
detectadas, em geral, pelas técnicas moleculares mais sensiveis (BOUSEMA T. et
al, 2014).

Ja estd bem demonstrado que esta imunidade naturalmente adquirida é
dependente da exposi¢cdo continua ao parasito, pois na auséncia desta exposicao o
individuo tende a perder a imunidade clinica adquirida (LANGHORNE et al., 2008;
GHANI et al., 2009; CROMPTON et al., 2010). Em areas de transmisséao instavel,
esporadica, individuos de todas as faixas etarias estdo potencialmente sujeitos a
malaria clinica (FOWKES et al.,, 2016). Neste quadro de auséncia de exposi¢ao
continua ao parasito, o desenvolvimento da imunidade duradoura contra a maléaria
parece ser deficiente, uma vez que, os individuos expostos tendem a desenvolver
uma resposta de anticorpos protetores de vida curta. Assim, a exposicdo continua
aos antigenos do parasito parece ser necessdria ndo s6 para a geracdao de
anticorpos protetores, mas também para a persisténcia de subpopulacdes de células
B e T de vida longa (NJAU e JACOB, 2012; ANTONELLI LR, et al., 2019).

Sabe-se que na malaria, os anticorpos produzidos sao direcionados
principalmente contra regides polimorficas de proteinas (CHAN et al., 2014) que séo
expostas durante a fase sanguinea do parasito. Desta forma, estes anticorpos
podem contribuir com o bloqueio da invasdo dos merozoitos nos eritrécitosinibindo o
desenvolvimento do parasito (COHEN J et al., 2011; O'DONNELL et al., 2001). Além
disso podem atuar em conjunto com o sistema do complemento para a lise do
parasito (BOYLE et al., 2015), e propiciar a fagocitose demerozoitos(CHAN;
FOWKES; BEESON, 2014; HILL et al.,, 2013). De maneira geral, os anticorpos

contra as proteinas de fase sanguinea do parasito auxiliam na reducdo da
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parasitemia e dos sintomas clinicos da doenca. Entretanto, pouco se sabe sobre a
aguisicdo e manutencao desses anticorpos na malaria.

Devido a extensa diversidade genética dos parasitos, o direcionamento dos
anticorpos contra essas regifes polimérficas das proteinas, pode ser utilizado pelo
parasito como uma forma de escape ao sistema imune humano (SCHERF A,
LOPEZ-RUBIO JJ, RIVIERE L., 2008; TAKALA SL, PLOWE CV., 2009), dificultando
0 estabelecimento de uma resposta imune eficiente contra a doenga. Assim, alguns
estudos tém sugerido que individuos expostos a infeccbes com diferentes clones do
parasito, parecem adquirir anticorpos capazes de combater diferentes variantes do
parasito, favorecendo o desenvolvimento de protecao clinica mais efetiva (KING et
al., 2015; MURUNGI et al., 2013).

De forma interessante, tem sido demonstrado que a aquisicdo de uma resposta
imune protetora — mediada por anticorpos e células - contra P. falciparum e P. vivax
parece ocorrer de forma diferente, sendo mais precoce para o P. vivax (KOEPFLI et
al., 2013; PHIMPRAPHI et al.,, 2008). De fato, os trabalhos classicos de
malarioterapia em pacientes com neurossifiis sugerem que poucas picadas
infectantes parecem ser suficientes para a aquisicdo de protecdo clinica contra o P.
vivax (revisto por Adams & Mueller, 2017).

Essa diferenca no tempo necessario para aquisicdo de protecao clinica parece
ser explicada pelas diferencas bioldgicas existentes entre estasduas espécies de
Plasmodium (MUELLER et al., 2013), incluindo: (1) a formacdo de hipnozoitos
durante o ciclo hepatico do P. vivax, onde a reativacdo pode promover um booster
na resposta imune; (2)maior forca de infeccdo (molecular force of blood-stage
infection, FOB) causada por parasitos geneticamente distintos ao longo do tempo, ja
que a infeccdo multiclonal € mais frequente em P. vivax que P.falciparum (KOEPFLI
et al., 2013; WHITE, NJ., 2011; MUELLER, I. et al., 2013; CHEN et al., 2016); e a (3)
grande dependéncia da proteina PvDBP para a invasao dos eritrocitos (ADAMS et
al., 1992), o que pode contribuir para uma resposta de anticorpos bloqueadores ao

P. vivax mais eficiente.

1.2.1. Antigenos candidatos a vacina contra as formas sanguineas do
Plasmodium vivax

Do ponto de vista de desenvolvimento de vacinas, 0s avancgos relacionados a

uma vacina contra o P. falciparum, espécie mais patogénica, progrediram
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consideravelmente nos ultimos anos. Como resultado, varios antigenos contra as
formas pré-eritrociticas e sanguineos de P. falciparum encontram-se em ensaios
clinicos (THAM, BEESON, RAYNER, 2017; DRAPER et al., 2018). Este é o caso da
vacina recombinante RTS,S/ASO01 que é baseada na proteina circum-sporozoita
(CS) do P. falciparum, em associagdao com a proteina do envelope viral do virus da
hepatite B (HBsAgQ). Esta vacina ja foi avaliada em ensaios de fase 3 em mais de
15.000 criangas africanas (LAURENS, 2018). Recentemente, a OMS recomendou
da vacina RTS, S entre criancas na Africa Subsaariana e em outras regibes com
transmissdo de moderada a alta da malaria por P. falciparum (OPAS., 2021). A
recomendacdao foi baseada em resultados de um programa piloto em andamento em
Gana, Quénia e Malaui que alcancou mais de 800 mil criangas desde 2019 (HOGAN
AB., 2020).

Em relacdo ao P. vivax, poucos antigenos encontram-se nos estagios iniciais de
ensaio clinico (BHARDWAJ et al.,, 2017; DE et al.,, 2021; SINGH et al., 2018;
AREVALO-HERRERA et al., 2022). Isso demonstra que a pesquisa para O
desenvolvimento de vacinas contra o P. vivax tem sido negligenciada. Neste sentido,
grande parte dos estudos vacinais em P.vivax tem se concentrado em antigenos
sanguineos do parasito, particularmente, proteinas envolvidas na invasdo dos
reticulocitos passiveis de serem bloqueadas por anticorpos neutralizantes da
invasédo (ADAMS, JH.; MUELLER, 1., 2017).

1.2.1.1 Duffy Binding Protein (DBP): principal antigeno candidato a vacina

contra as formas sanguineas do P. vivax

A DBP (Duffy Binding Protein) constitui atualmente um dos principais antigenos
candidato a vacina contra as formas sanguineas do P. vivax (CHOOTONG et al.,
2012; SINGH et al., 2018). Esta proteina faz parte de uma familia de proteinas que
se ligam aos eritrocitos (DBL-EBP) (ADAMS et al., 1992; GILBERGER et al., 2003;
MAYER et al., 2001). Estruturalmente a DBP é dividida em sete regides (Figura 5). O
ligante funcional da proteina encontra-se localizado na regido Il da DBP (DBPII) e
corresponde ha cerca de 300 aminoacidos, sendo seu sitio de ligacdo ao eritrocito
situado em um fragmento de 170 aminoacidos que contém as cisteinas 5 a 8
(RANJAN & CHITNIS, 1999; SINGH et al., 2003).
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Figura 5. Representacdo esquematica dos dominios estruturais da Duffybindingprotein de P.
vivax. Na figura, estdo representadas as sete regifes, sendo seis extracelulares (I-VI) e uma
transmembrana (VII). Um dominio N-terminal rico em cisteina, o dominio de ligacao DBL (regido Il), e
um segundo dominio conservado rico em cisteina (regido VI). O principal sitio de ligacdo para o
reconhecimento do receptor € a porcdo central da DBP entre os aminoacidos 206 e 530 (C4 e C7),
sendo esta, a por¢do mais polimérfica da proteina.
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Fonte: Adaptado de Vanbuskirket al., 2004).
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Para a maior parte dos isolados de P.vivax, a DBPII é essencial para ainvasédo
dos reticuldcitos, pois este ligante forma uma juncdo irreversivel com o receptor
Duffy/DARC presente na superficie destas células hospedeira (ADAMS&MUELLER,
2017).Em condi¢des naturais, a DBPII induz anticorpos inibitérios (BIABs — Binding
Inhibitory Antibodies), isto é, capazes de bloquear a interacdo ligante (DBPII) —
receptor (DARC) (MICHON; FRASER; ADAMS, 2000). Estudos recentes tém
mostrados que estes anticorpos induzem protecdo contra a doenca clinica em areas
endémicas (HE et al.,, 2019; KING et al., 2008), incluindo a Amazdnia brasileira
(NICOLETE et al., 2016).

Diante da importancia da resposta de anticorpos inibitérios da interacao ligante-
receptor, faz-se necessario avaliar anticorpos anti-DBPIlI ndo apenas pela sorologia
convencional (ELISA-enzyme-linked immunosorbent assay), mas também através de
ensaios in vitro que possam ser indicativos de anticorpos inibitorios (BIAbs) contra o
ligante (DBPII). Entretanto, a complexidade dos ensaios in vitro tem feito com que
poucos grupos de pesquisa utilizem estas metodologias, como é o caso do nosso
grupo de pesquisa (CERAVOLO et al., 2008; KANO et al., 2016; SOUZA-SILVA et
al., 2014).

Na Amazobnia brasileira, nosso grupo de pesquisa em malaria (BMIM,
IRR/Fiocruz) tem conduzido importantes trabalhos a fim de caracterizar o potencial
da DBPIlI como candidato a vacina (revisto por DE SOUSA et al., 2014). O grupo
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demonstrou que essa proteina é naturalmente imunogénica, e que essa resposta
aumenta em funcéo do tempo de exposicdo (CERAVOLO et al., 2010; CERAVOLO
et al., 2005). Além disso, em um estudo longitudinal conduzido na Amazoénia, foi
possivel demonstrar que uma pequena parcela de individuos naturalmente expostos
€ capaz de desenvolver uma resposta de anticorpos inibitorios da interacdo DBPII-
DARC (SOUZA-SILVA et al., 2014), corroborando achados  anteriormente
publicados por outros grupos de pesquisa (CHOOTONG et al., 2012; KING et al.,
2008). Entretanto, embora poucos individuos desenvolvam uma resposta de
anticorpos inibitorios, uma vez adquirida, esta resposta se mantém estavel por um
longo periodo (SOUZA-SILVA et al., 2014).

A razdo pelo qual apenas uma pequena parcela de individuos seja capaz de
desenvolver uma resposta inibitéria ainda ndo é completamente conhecida, mas
pode ser parcialmente explicada pelo polimorfismo genético na regido do ligante
(SOUSA et al., 2006, 2010) e susceptibilidade mediada pelo HLA-Classe Il (KANO et
al., 2016).

Andlises prévias das variantes de DBPIl em amostras de campo ja haviam
demonstrado que esta regido é hipervaridvel se comparada a outras regiées da
proteina (TSUBOI et al., 1994). Os polimorfismos ocorrem frequentemente em certos
residuos em um padrdo consistente com uma pressao seletiva na DBP, sugerindo
que essa variacao alélica seja um mecanismo de evasao imune (KHO et al., 2001,
TSUBOI et al., 1994; VANBUSKIRK et al., 2004).

A diversidade no dominio do ligante dessa proteina representa um potencial
problema que pode comprometer a eficAcia de uma vacina, uma vez que esses
polimorfismos presentes no ligante fazem com que a resposta ao P. vivax seja cepa-
especifica (CERAVOLO et al., 2009; VANBUSKIRK et al., 2004). Assim, espera-se
gue vacinas baseadas na DBPII possam superar essa limitacado de especificidade de
resposta. Para tal, prot6tipos vacinais baseados em epitopos conservados da DBPII
tem sido desenvolvidos (NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

1.2.1.2 Prototipo vacinal baseado na DBPII: DEKnull-2

Em um estudo conduzido na Papua Nova Guiné por Chootong e colaboradores
(2010) foi identificado um epitopo imunodominante e altamente polimdrfico na regiao

do ligante da DBP (DBPII). Esse epitopo - denominado DEK — é exposto a superficie
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adjacente ao dominio de ligacdo DARC, e parece nao ser funcionalmente importante
para a ligacéo aos eritrocitos (BATCHELOR; ZAHM; TOLIA, 2011; VANBUSKIRK et
al., 2004) . Com isso, protétipos vacinais tém sido desenvolvidos em uma tentativa
de direcionar a resposta imune para outros sitios ndo polimorficos (NTUMNGIA,;
ADAMS, 2012).

Com o objetivo de contornar a limitacdo de resposta de anticorpos anti-DBPII
cepa especifica, o grupo de pesquisa do nosso colaborador (JH Adams, South
Florida University, Tampa, FL, EUA) tem desenvolvido variantes sintéticas de DBPII
onde o epitopo polimorfico DEK foi eliminado por mutacdo site-especifica |,
denominada familia DEKnull(NTUMNGIA et al., 2015, 2017; NTUMNGIA; ADAMS,
2012). Neste sentido, dois protétipos vacinais se mostram mais promissores em
animais de experimentacao, DEKnull (Figura 6A) e DEKnull-2 (Figura 6B). Enquanto
a DEKnull possui como caracteristica a auséncia de residuos polimérficos e polares
gue estdo presentes no epitopo DEK (DEKAQQRRK), a DEKnull-2 foi construida
para eliminar a maioria dos residuos polimorfismos imunogénicos nao-funcionais
(isto é, que ndo sdo essenciais para a invasao). Embora ambas as construcdes
tenham sido imunogénicas em animais de laboratério (camundongos e coelhos), a
DEKnull-2 se mostrou mais promissora induzindo elevados niveis de anticorpos
contra diferentes variantes da DBPII, incluindo aqueles capazes de bloquear a
interacao ligante (DBPII) receptor (DARC) (NTUMNGIA et al., 2017).

No Brasil, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou que individuos naturalmente
expostos a maldria vivax apresentam uma elevada e estavel resposta de anticorpos
IgG contra esse protoétipo, quando comparado a cepa referéncia de DBPII Sal-1 e a
variante Brz-1, que € a mais frequente na Amazonia brasileira (NTUMNGIA et al.,
2017; PIRES et al., 2018). Assim, esta proteina tem potencial para ser utilizada em
métodos que visem identificar protecao clinica, isto €, anticorpos direcionados contra
epitopos conservados da DBPII que séo alvos de imunidade protetora (CHEN et al.,
2016; NICOLETE et al., 2016; NTUMNGIA et al., 2017).
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Figura 6. Representacdo esquematica dos prototipos vacinais da familia DEKnull. As estruturas
estéo representadas na forma dimérica, sendo cada monémero representado por uma cor (amarelo e
roxo). A) DEKnull, sendo a localizagdo original do epitopo DEK (DEKAQQRRK) ilustrada em rosa, e
B) DEKnull-2 ilustrando em vermelho a localizagéo dos principais epitopos polimérficos modificados

Fonte: NTUMNGIA et al., 2017

1.2.1.3 Proteina de superficie do Merozoito (MSP-1)

Estudos realizados para caracterizar a estrutura da superficie do merozoito
mostraram que o parasito nesta fase, é coberto por proteinas integrais de membrana
e periféricas chamadas MSPs (Merozoite Surface Proteins -MSPs), que sao
responsaveis por mediar as interacfes iniciais e reversiveis entre o parasito e a
célula sanguinea (KADEKOPPALA; HOLDER, 2010; KOUSSIS et al., 2009). Desta
familia de proteinas, a proteina de superficie do merozoito-1 (Merozoite Surface
Protein 1 -MSP1) é a mais abundante.

Nos parasitos da malaria, essa proteina é sintetizada como uma proteina
precursora de aproximadamente 200kDa que é ancorada a superficie do parasito
através de uma ancora C-terminal, sendo processada em quatro fragmentos antes
da ruptura das células sanguineas contendo os merozoitos (BLACKMAN et al.,
1990a). Um desses fragmentos é o C-terminal MSP142, que sofre uma clivagem
durante a invasdo do merozoito nas células sanguineas, formando MSP1ls3 e
MSP119. Ao final, MSP133 é liberado na circulacdo sanguinea, e MSP119 € 0 Unico
fragmento que permanece ancorado na superficie do merozoito (BLACKMAN et al.,
1990b; FREEMAN; HOLDER, 1983) (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquematica do processo de montagem e processamento do
complexo MSP1. A proteina MSP1 é sintetizada e associada com outras proteinas que incluem,
MSP6 e MSP7. Esse complexo é expresso na superficie do esquizonte em desenvolvimento e
ancorada na membrana por uma ancora de GPIl. Antes da liberacdo do merozoito esse complexo
sofre uma clivagem inicial mediada pela protease SUB1. Alguns produtos dessa primeira clivagem
permanecem associados a membrana do merozoito, e quando o merozoito invade uma célula
vermelha, uma nova clivagem mediada pela protease SUB2 acontece. Nesse momento, SUB2 cliva o
fragmento MSP1 de 42kDa ancorado na membrana em outros dois fragmentos de 33 e 19 kDa.
Posteriormente o complexo é liberado, e apenas o fragmento de 19k Da permanece ancorado a
membrana

MEROZOITO CELULA VERMELHA
liberacao/saida invasio
sug 1 SUB 2
¢ =T
¢ | s § \J [, | \ ) 1 ] l (GO L (- Y
Superficie do esquizonte Superficie do merozoita Superficle do estagio de ane!

Fonte: Adaptado de Holder AA., 2009

Cheng e colaboradores (2013) mostraram a capacidade de adesdo da proteina
MSP1-19 & eritrocitos humanos, evidenciando o potencial que esse antigeno tem de
ser essencial no processo de invasdo. Além disso, anticorpos de individuos
naturalmente expostos ao P. vivax, e soros obtidos com a imunizacdo de
camundongos com MSP1-19 foram capazes de inibir a interag&o in vitro entre MSP1-
19 e eritrocitos (CHENG et al., 2013). Em um estudo de imunizacdo de macacos
Saimiri, os autores demonstraram protecdo parcial contra infeccdo com P. vivax
apos esquema de imunizacdo com MSP1-19(YANG et al., 1999). Mais recentemente,
a importancia da MSP1-19 foi reforcada por Dobrescu e colaboradores (2020) que
demonstraram protecdo contra maléria grave, controle de parasitemia e balango
inflamat6rio em camundongos imunizados com MSP1l-19 e desafiados com P.
berghei (DOBRESCU et al., 2020). Esses dados corroboram com trabalhos
anteriormente publicados que revelaram uma forte imunogenicidade de MSP1-19 em
camundongos imunizados (BARGIERI et al., 2007, 2008; PARWEEN; GUPTA;
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CHAUHAN, 2011), e ressaltam a relevancia desse antigeno como candidato a
vacina.

Uma caracteristica importante da MSP1-19 € ser altamente conservado entre as
espécies de Plasmodium (COOPER, 1993; DEL PORTILLO et al., 1991; SOARES et
al., 1999b). Mas apesar de, a sequéncia génica dos antigenos de MS1-19 ser
exclusiva para cada espécie de Plasmodium, um certo grau de homologia entre elas
€ observado (DAWSON et al., 2010), mesmo assim, estudos imunoepidemiol6gicos
em é&reas de baixa endemicidade, como o realizado na Somalia por Bousema e
colaboradores, ndo observaram uma correlacao entre a resposta de anticorpos anti-
MSP1-19 de P. falciparum e P. vivax (BOUSEMA et al., 2010). No Cambodia, Priest e
colaboradores demonstraram que 79% das mulheres positivas para a resposta de
anticorpos contra malaria, apresentavam uma resposta de anticorpos anti-MSP1-19
apenas para uma espécie de Plasmodium(PRIEST et al., 2016). Com o objetivo de
caracterizar a especificidade da resposta de anticorpos anti-MSP1-19 em areas de
alta endemicidade, Priest e colaboradores (2018) conduziram um estudo com
amostras de Mocambique. Através de ensaio soroldgico multiplex pela citometria de
fluxo utilizando o antigeno MSP1-19 de P. vivax, P. falciparum, P. malariae e P.
ovale, os autores demonstraram que a resposta de anticorpos anti-MSP1-19 foi
espécie especifica, e que reatividade cruzada com outros plasmédios co-circulando
na area ocorreu raramente (PRIEST et al., 2018). Esses dados corroboram com o0s
anteriormente publicados por Amanfo e colaboradores, que demonstraram através
de um estudo imuno epidemiolégicos no Zimbabwe que a resposta de anticorpos
IgG contra MSP1-19 € espécie especifico (AMANFO et al., 2016).

O potencial imunogénico da MSP1-19 ja estd bem caracterizado, e individuos
residentes em areas endémicas de malaria apresentam elevada resposta de
anticorpos contra esse antigeno (RODRIGUES et al., 2003; SOARES et al., 1997,
SOUZA et al., 1999). Trabalhos realizados no Brasil, Turquia e Papua Nova Guine
demonstraram que individuos positivos para a resposta de anticorpos anti-MSP1-19
tinham uma maior chance de estarem infectados por P. vivax quando comparado
aos individuos nao-respondedores (FERNANDEZ-BECERRA et al., 2010; KANO et
al., 2012; LIMA-JUNIOR et al.,, 2012). Além disso, 0 nosso grupo de pesquisa
demonstrou que existe uma forte relacdo entre o nimero de episédios prévios de
malaria, e a resposta de anticorpos anti-MSP1-19 de P. vivax(KANO et al., 2012).

Outros trabalhos, como os realizados na Indonésia, e Cambodia utilizaram os dados
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sorologicos para determinar os indices de soroconversdo e monitorar o padrdo de
transmissao local (FERREIRA; CASTRO, 2019; SURENDRA et al., 2019).

Em um trabalho recém-publicado, que teve como objetivo identificar possiveis
portadores de hipnozoitos com base na resposta de anticorpos, Longley e
colaboradores (2020) demonstraram que individuos classificados como positivos
contra um painel de antigenos o qual MSP1-19 estava incluido, tinham uma maior
chance de desenvolver infeccdo por P. vivax dentro de 12 meses. Estes autores
confirmaram que a estratégia de resposta sorologica pode ser importante ndo sé
para identificar individuos infectados, mas também provaveis portadores de
hipnozoitos que seriam responsaveis pela manutencdo na transmissdo (LONGLEY
et al.,, 2020). Juntos, esses dados colaboram para entender a dinamica de
transmissao, identificar populagdo com maior risco de infeccdo, focos de

transmissao, e consequentemente, direcionar as medidas de controle e eliminacao.

1.2.1.4 Antigeno Apical de Membrana-1(AMA-1)

O antigeno de membrana apical 1 (Apical Membrane Antigen-1, AMA-1) é um
antigeno de estagios assexuados do parasito, que é sintetizado e localizado no
complexo apical de esporozoitos e merozoitos e esta presente em todas as espécies
de Plasmodium(DUTTA et al., 2003; SILVIE et al., 2004).

E uma proteina integral de membrana tipo |, e é estruturalmente dividida em trés
regides (I, Il e lll) (HODDER et al.,, 1996). AMA-1 é essencial para a invasdo do
merozoito (HEALER et al., 2002; TRIGLIA et al., 2000), e os dominios | e Il sdo
funcionalmente criticos. Ambos os dominios sdo reconhecidos por anticorpos
inibitorios in vitro, e, aléem disso, possuem clusters de polimorfismo que indicam que
s&o alvos da resposta de anticorpos (KOCKEN et al., 2000; MUFALO et al., 2008;
NAIR et al., 2002). Durante a invasdao AMA-1 é liberada pelos micronemas e exerce
uma funcéo essencial para formacdo da juncdo de movimento, que é usada pelo
Plasmodium para mediar a invasao na célula vermelha (LIM et al., 2013; TRIGLIA et
al., 2000) (Figura 8).

Assim como MSP1-19, AMA-1 é capaz de induzir uma elevada resposta de
anticorpos durante a infeccdo por P. vivax(MOTEVALLI HAGHI et al.,, 2012).
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Individuos naturalmente expostos a malaria sdo capazes de desenvolver uma forte
resposta de anticorpos anti-AMA-1 (MUFALO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2003;
SALAVATIFAR et al., 2015), e diferentes trabalhos conduzidos no Brasil (MORAIS et
al., 2006; MUFALO et al., 2008; PIRES et al., 2018), india (SETH et al., 2010) e Sri
Lanka (WICKRAMARACHCHI et al.,, 2006) demonstraram que essa resposta é

desenvolvida mesmo em individuos com exposicéo limitada a malaria.

Figura 8. Representacdo esquemaética da interacdo entre AMA-1 (verde) e o complexo RON
(azul). Durante a invasdo o complexo RON é inserido na membrana da célula vermelha (vermelho) e
a proteina AMA-1 na membrana do merozoito (roxo). Os dominios Il e Il estao diretamente envolvidos
na interagdo com o complexo RON para formacgdo da juncdo de movimento e reorientacdo do
merozoito.

Merozoito /

Complexo RON
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Fonte: Adaptado de Lim et al. 2013.

Além disso, um trabalho realizado na Turquia que incluiu a avaliacdo da resposta
de anticorpos a inumeros antigenos de P. vivax, demonstrou que a resposta de
anticorpos anti-AMA-1 estava associada a uma maior chance de infec¢cdo por P.
vivax (YILDIZ ZEYREK et al., 2011). Esses dados corroboram com os achados de
Fowkes e colaboradores (2012) que demonstraram que, mulheres gravidas
residentes na Tailandia que apresentavam uma resposta de anticorpos anti-AMA-1,
tinham quase cinco vezes mais chance de infec¢do por P. vivax(FOWKES et al.,
2012).

Esse antigeno, é até 0 momento, o Unico alvo para o desenvolvimento de uma

vacina contra o P. vivax multi-estagio, uma vez que participa do processo de invaséo
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de esporozoitos (SILVIE et al., 2004) e merozoitos (LIM et al., 2013). Anticorpos
naturalmente adquiridos sdo capazes de bloguear a interacdo ligante-receptor, e
apesar de, a regidao do ligante com RON-2 ser flanqueada por uma regido
polimérfica que induz uma resposta cepa especifica, foi identificado um epitopo
associado a protecdo (COLEY et al., 2007). Além disso, diversos trabalhos tém
avaliado o potencial imunogénico de uma vacina recombinante baseada na regiao Il
de AMA-1 e mostraram que camundongos imunizados desenvolvem uma elevada
resposta de anticorpos, incluindo anticorpos bloqueadores contra diferentes isolados
de P. vivax(GENTIL et al., 2010; VICENTIN et al., 2014), além de resposta celular e
protecdo clinica (BOUILLET et al.,, 2011; LIMA et al., 2020). Em conjunto, esses
dados demonstram o quao promissor € esse antigeno para o desenvolvimento de

uma vacina.

1.3 Coinfeccdes frequentemente associadas a maléaria

A exposicao frequente a multiplos patdégenos ocorre de maneira abundante nas
diversas populagdes do mundo, e vem sendo cada vez mais relatada. A maioria das
pessoas poder ser infectada de forma cronica ou latente por diversos agentes,
incluindo virus, parasitos ou bactérias. Além disso, todos os individuos albergam
microrganismos como parte da microbiota humana, e assim, quase toda nova
infeccdo poderd favorecer algum tipo de coinfeccdo (KUMAR N et al.,, 2018;
MCARDLE et al., 2018).

A infeccdo de um individuo com mais de um patdgeno pode ter consequéncias
consideraveis na evolucado clinica do paciente, podendo levar em muitos casos a
uma patologia mais grave quando comparada a infeccdo com uma Unica espécie de
patogeno (MCARDLE et al., 2018; DIAZ-MUNOZ et al.,2017; SCOTTA et al., 2016;
CEBEY-LOPEZ et al., 2016; ASNER AS et al., 2014), dificultando o diagndstico e o
tratamento especificos(VAUMOURIN et al., 2015). Em geral, individuos coinfectados
com mais de uma espécie de patbgeno tem risco aumentado para casos graves
devido a interagdes ndo bem esclarecidas entre os diferentes agentes infecciosos
(KINUNG’HI et al., 2014). Determinar as consequéncias das coinfeccdes através de

observacgdes das infec¢cdes naturais em humanos possui limitagdes, incluindo (i) a
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historia natural de cada infeccéo e fatores associados a coinfecgao por si; (ii) fatores
de risco associados ao hospedeiro susceptivel (iii) desenvolvimento de uma
resposta imune eficiente; (iv) aspectos intrinsecos de cada patdgeno, tais como
viruléncia, resisténcia e variabilidade genética (MCARDLE et al., 2018)(KUMAR N et
al., 2018).

Quando em contato com o hospedeiro vertebrado, 0s patdogenos precisam
sobreviver aos mecanismos de protecdo desencadeados pelo sistema imune inato e
adaptativo para se estabelecerem. Alguns patdgenos sdo capazes de evadir do
sistema imune facilitando ndo s6 sua permanéncia, mas também a infeccdo por
outros organismos (SUPALI, 2010). No entanto, outros agentes infecciosos podem
ser eliminados e/ou controlados por uma imunidade cruzada, isto é, induzida por

outra espécie com antigenicidade similar.

O ponto negativo para o hospedeiro € que a imunidade cruzada, em algumas
situacdes especificas, pode desencadear processos autoimunes, ja que células ou
tecidos do hospedeiro também podem ser reconhecidos (VAUMOURIN et al., 2015).
Um outro ponto negativo para o hospedeiro, ocorre quando as respostas de células
B e T de memodria geradas contra uma infeccdo, acabam influenciando na
quantidade e na qualidade da resposta imune a infeccdo secundaria subsequente.
Essa influéncia da imunidade a infeccdo primaria em uma infeccdo nao relacionada
subsequente é conhecida como imunidade heteréloga (KUMAR N et al., 2018).
Desta forma, e producdo de uma resposta imune eficaz para ambas as infeccdes

poderia ficar prejudicada.

Uma caracteristica comum das coinfec¢cdes em doencas infecto-parasitarias é
gue sdo mais prevalentes em paises em desenvolvimento, particularmente, entre as
populacdes mais pobres (HOWARD et al., 2001). A falta de acesso a agua limpa, as
instalagdes de saneamento melhoradas e a higiene pessoal inadequada sao fatores
de risco subjacentes importantes (ASAOLU et al., 2003). De fato, no caso especifico
da malaria, estudos epidemiologicos tém mostrado que o impacto das coinfeccdes é
maior em populacdes que vivem nas regides mais pobres do globo onde outros
agentes infecciosos sao altamente prevalentes, incluindo diferentes tipos de
helmintos, virus e bactérias(SHANKARKUMAR et al., 2011; BROOKER et al., 2007).

Tratando-se de coinfecc¢des envolvendo virus e maléaria, a maioria dos estudos

caracterizam mais detalhadamente infeccbes associadas ao P. falciparum.
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Diferentes estudos realizados na Africa avaliaram a associa¢éo entre P. falciparum e
HIV (MBALE et al., 2016; TAY et al, 2015; RATTANAPUNYA et al.,, 2015;
FRISCHKNECHT & FACKLER, 2016) onde foi observada uma piora do quadro
clinico, podendo ou ndo apresentar elevadas parasitemias e baixos indices
hematimétricos, sendo os quadros mais graves descritos haqueles pacientes com
comprometimento de células CD4 induzido pelo HIV.

Nas comorbidades envolvendo P. vivax, alguns estudos ainda séao
controversos, podendo mostrar ou ndo susceptibilidade a novas infec¢des ou
influéncia na evolucao clinica da doenca (VAUMOURIN et al., 2015). Na coinfec¢ao
humana entre P. vivax e Schistosoma mansoni, por exemplo, alguns trabalhos
demonstraram um aumento da morbidade da malédria enquanto outros nao
encontraram nenhuma associacao (GETIE et al.,2015; MAZIGOI et al.,2010). No
caso de uma infeccdo simultanea entre o virus da dengue e P. vivax, quadros de
malaria mais grave sao frequentemente observados (MAGALHAES et al, 2012).
Apesar disso, uma revisao sistematica de malaria grave feita na Amazénia brasileira,
demonstrou que as comorbidades, agudas e cronicas, sao frequentes, mas
raramente associadas com morte (LACERDA et al., 2012). Um estudo realizado por
Cruz e colaboradores em 2019, demonstrou que pacientes enfermos que possuiam
associacdo de hepatite viral B e malaria vivax, apresentaram um perfil de
biomarcadores distinto quando comparado com aqueles infectados apenas com P.
vivax. Estes pacientes manifestaram niveis aumentados de IL-10 que estédo
relacionados com a persisténcia viral e exaustdo de células T, e de CCL2 durante a
fase de lesdo aguda nos hepatécitos. De fato, trabalhos com foco em malaria por P.
vivax s8o recentes, desta forma, mais estudos envolvendo comorbidades

associadas a este parasito ainda sdo necessarios.

1.3.1 Epstein-Barr virus e malaria

A associacdo entre Epstein-Barr virus (EBV) e P. falciparum em areas
hiperendémicas para malaria, como é o caso de grande parte do continente africano,
é fortemente conhecida como sendo fator de risco para o desenvolvimento do
chamado Linfoma de Burkitt endémico (MOORMANN et al.,, 2016); o termo
endémico foi atribuido para especificar este tipo de cancer que tem elevada
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prevaléncia em criancas vivendo em areas onde a malaria € endémica
(MOORMANN et al., 2011). Nestas areas, observa-se que a maioria das criancas ja
€ soropositiva para o EBV aos trés anos de idade (MOORMANN et al., 2005), ao
passo que outras sdo infectadas antes mesmo dos seis meses de vida (PIRIOU et
al., 2012), o que as torna altamente vulneraveis a este tipo de cancer.

Sabe-se que o Plasmodium falciparum reativa o EBV presente nas células B de
memoria, in vivo e in vitro (OLWENY CL., 1984; CHATTOPADHYAY PK, et al.,
2013). Antigenos especificos do parasito, causam ativagéo policlonal das células B
e, consequentemente, aumentam a sobrevivéncia das células B infectadas pelo EBV
(SIMONE O, et al., 2011). Os linfécitos B presentes no CG, sdo células que possuem
uma rapida divisdo e altos niveis de expressdo da enzima Citidina Desaminase
Induzida por Ativacdo (AID). A AID, é a enzima responséavel por criar mutagées no
DNA que favorecem o0s processos naturais de Hipermutacao Somatica (SHM). O
aumento excessivo da expressao de AID nos linfocitos B do CG, ocasionado pela
exposicdo frequente & malaria, favorece o surgimento de translocacdes acidentais
entre genes durante o processo natural de mutacdo no DNA (gerada pela
hipermutacdo somaética e pela troca de classe). A transloca¢do cromossdmica coloca
0 oncogene c-myc (cromossomo 8) sob o controle do locus génico do Ig
(cromossomo 14), favorecendo a expressdo do gene c-myc (MAGRATH I., 2012;
ERIKSON J., et al, 1983; LOMBARDI L., et al, 1987).

Sabendo que o EBV permanece em laténcia nos linfécitos B ao longo da vida do
individuo (MATAR et al; 2015), estudos tem demonstrado que uma vez reativado, o
virus passa a atuar protegendo as células B da morte celular programa, através do
mecanismo de down-regulationdo gene p53 (apoptose). Este mecanismo € iniciado
a partir do aumento da expressao do oncogene c-myc, permitindo que as células
nao sofram apoptose, garantindo a sua sobrevivéncia (ROBBIANI., et al, 2015;
RICKINSON, 2014; LOMBARDI L., et al, 1987), e consequentemente favorecendo o
desenvolvimento do cancer (REYNALD et al., 2016).

O Linfoma de Burkitt € um céncer do sistema linfatico, considerado de alto grau
de malignidade, que ocorre nos linfécitos B produtores de anticorpos e acomete
frequentemente criancas com idade entre quatro e sete anos, residentes em areas
endémicas para a malaria (MOLYNEUX et al., 2012). Ja é bem estabelecido que a

presenca do EBV associada a exposicao cronica ou repetida a malaria por P.
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falciparum, aumenta o risco de desenvolvimento do Linfoma de Burkitt (BL)
(MOORMANN et al., 2005).

No Brasil, o linfoma de Burkitté regionalmente distinto, com cerca de 70% dos
casos ocorrendo da regido norte do pais. Além disso os casos da doenca no pais
possuem uma baixa incidéncia de superexpressdo de p53 e uma associa¢cdo acima
do esperado com EBV do tipo 1 (ou tipo A) em casos esporadicos (QUEIROGA EM.,
et al, 2008). O LB esporadico, o tipo mais frequente no pais, ndo esta associado a
infeccdo malarica, e se caracteriza, normalmente, sob a forma de tumores
abdominais (MAGRATH, 2012, MASAKHWE et al., 2016). Desta forma, os baixos
niveis de endemicidade do P. falciparum na Amazbnia, quando comparado aos
niveis africanos, parecem explicar estas diferencas (DE PINA-COSTA et al., 2014,
SVS/MS, 2017). Embora néo existam estudos que demonstrem a associacao entre
Linfoma de Burkitt e P. vivax, ndo se pode descartar a possibilidade de que o EBV
possa alterar o quadro clinico da maléaria (AKIN et al., 2013) ou possa influenciar na

resposta imune parasito-especifica.

1.4 Epstein-Barr virus (EBV)

Entre os agentes virais associados a coinfeccoes maléricas, destaca-se o
Epstein-Barr Virus (herpesvirus humano tipo 4), um herpes virus da familia
Herpesviridae e subfamilia Gammaherpesvirinae (RICKINSON, A., et al, 2007). Seu
genoma e composto por uma molécula de DNA linear em fita dupla com
aproximadamente 172 mil pares de bases, codificando cerca de 85 genes. As
diferencas entre as sequéncias que codificam os antigenos nucleares (EBNA)
permitem a identificacdo de dois gendtipos de EBV; Tipo 1 (ou tipo A) distribuido
entre as populacdes asiaticas e caucasianas, e Tipo 2 (ou tipo B) distribuido na
populacao africana (COHEN, JI., et al, 2011).

O EBV e transmitido na maioria das vezes por contato com secrecdes
respiratorias de um individuo infectado e, desta forma, consegue se disseminar
facilmente. Diante disso, estima-se que cerca de 90% da populacdo mundial possui
resposta sorolégica positiva para o EBV (ANDREI G., et al, 2019; MASAKHWE C., et
al., 2016). A ocorréncia de soroconversdo de EBV tem dois padrdes. Evidéncias

indicam que a infeccdo primaria ao virus varia de acordo com fatores
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socioeconémicos como a grande concentracdo de pessoas em pequenos espacos e
no saneamento basico precario (BOUVARD V, et al., 2009), caracteristicas de
paises em desenvolvimento. Em paises com esse padrdo de vida, a infec¢do ocorre
no inicio da vida, com a maioria das criangas de paises positivas antes dos trés anos
de idade (REYNALDI A., et al., 2016). Em paises desenvolvidos com altos padrées
de higiene, a soroconversdo EBV atinge o pico em criancas entre 2 e 4 anos e em
14 e 18 anos. Este pico aumenta com a idade, variando de 0 a 70% na infancia e
chegando a mais de 90% na idade adulta (TROTTIER H, et al., 2012).

Os sintomas da infeccao pelo virus dependem da idade e do estado imunolégico
do individuo. Nas criancas, a doenca se manifesta através de febre e problemas
respiratorios e, na maioria dos casos, é confundida com outras doencas febris. Ja
nos adultos, a infeccéo pelo EBV se manifesta atravées da mononucleose infecciosa,
gue quase sempre desencadeia nos individuos febre e faringite (NOWALK &
GREEN, 2016). Entretanto, a maior parte dos pacientes infectados pelo EBV é
assintomatica, e estes individuos quando ndo tratados, contribuem intensivamente
para a transmissao do virus (SMETS F., et al, 2000).

De forma contraditoria, dada a natureza onipresente e assintomatica da infeccao,
o EBV é considerado um virus oncogénico desde a década de sessenta. Essas
caracteristicas incomuns séo, em parte, devidas as diversas maneiras pelas quais o
EBV evoluiu para exibir um controle otimizado sobre a morte celular. De fato, o EBV
foi o primeiro virus associado a uma forma incomum e agressiva de linfoma infantil
(EPSTEIN M., et al, 1964), e, estima-se que pode estar associado a diversos tipos
de cancer diagnosticados todos os anos (COHEN J., et al, 2011), como os
Carcinomas Nasofaringeal (NPC), os Linfomas de Células B em pacientes
imunocomprometidos, a Doenca de Hodgkin’s, o Linfoma de Burkitt (BL), desordem
linfoproliferativa pos-transplante e, ocasionalmente, pode estar associado com
linfomas de Células T e cancer gastrico (CARBONE A., et al, 2009; YOUNG L, et al.,
2004).

1.4.1. Ciclo de vida do Epstein-Barr virus

As gamaherpesviroses, como a causada pelo EBV, séo linfotropicas, isto &€,

possuem as células de linhagem linfoide como células-alvo que sdo infectadas
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primeiramente e se proliferam através do ciclo litico, mantendo-se em laténcia ao
longo da vida do hospedeiro por meio do ciclo lisogénico (MATAR C., et al; 2015).
Em um primeiro momento, o virus infecta as células epiteliais, onde véo desenvolver
seu ciclo litico (Figura 9).Para entrar nestas células, a proteina viral BMRF-2 interage
com as integrinas Bl celulares. Isso desencadeia a fusdo do involucro viral com a
membrana da célula epitelial, permitindo a entrada do virus (ANDREI G., et al,
2019).

Figura 9. Ciclo de vida do EBV, estagios de laténcia e linfomas derivados. O ciclo de vida viral
inclui pelo menos cinco estagios diferentes (entrada do virus, infec¢do, proliferacéo, diferenciacao e
persisténcia), e quatro deles estdo associados a doencas por EBV
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Fonte: Adaptado de Andrei G, et al., 2019.

Durante a infeccao litica, ocorre todo o repertério de expresséo do gene viral e a
progénie do virus € produzida. Os dois principais genes liticos precocesdo EBV (ou
seja, BZLF1 e BRLF1) codificam transativadores que ativam promotores virais e
certos promotores celulares, levando a uma cascata ordenada de expressao génica
viral: expressao génica precoce e replicagcdo gendmica seguida de expresséo génica
tardia. Os virions produzidos durante a replicacdo litica em células epiteliais
permissivas permitem a disseminacdo de particulas virais dentro e entre
hospedeiros(ANDREI G, et al, 2019).
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Os novos virions produzidos entdo, vao migrar para as células B ndo primadas
(“naive”) que estao no epitélio da orofaringe, porta de entrada do virus. A presenca
de uma glicoproteina no envelope viral (GP350), permite que o virus invada
rapidamente os linfocitos B (receptor CD21), escapando de outras células do
sistema imune, incluindo linfocitos T e células Natural Killer (MURATA T., et al, 2014;
CALATTINI S et al., 2010; MILLER G., et al, 2007). Os linfocitos B infectados vao
migrar para os linfonodos para apresentar os antigenos as células T, que vao se
tornar especificas para EBV, e desta forma controlar a infec¢do, mantendo o virus
latente dentro das células B de memoria (ANDREI G., et al, 2019; PIRIOU E., et al.,
2012).

Dentro das células B, o virus passa por trés programas de laténcia, e cada
etapa influencia no comportamento das células B (Figura 9). Ao infectar uma célula
B naive, o virus entra em Laténcia Ill, onde produz proteinas e RNAs que véo ativar
outras células B e conduzir a diferenciacéo e proliferacdo. Como estas células séo
muito imunogénicas, elas sdo rapidamente eliminadas pelas células T. Entretanto, o
EBV é capaz de sobreviver nestas células ja que mimetiza uma resposta de célula B
dirigida por antigeno (ANDREI G., et al, 2019). Acredita-se que 0 virus consiga se
manter em laténcia na célula, por meio deste mecanismo de mimetizacdo de
resposta celular, que pode atuar como outra forma de escape do sistema imune do
hospedeiro vertebrado (CALATTINI et al., 2010). Durante a fase de Laténcia Il, o
EBV consegue formar pequenos centros germinativos dentro dos foliculos e
restringem sua expressao génica, induzindo a célula a se diferenciar em célula B de
memoria.

Finalmente, os virus passam a expressar apenas a proteina nuclear 1 (EBNA-
1), permitindo que o genoma viral se divida durante a divisdo do genoma celular. A
entrada de células infectadas por EBV no sangue periférico resulta no desligamento
de todos os genes virais que codificam proteinas; isso € chamado de laténcia 0 ou
programa de laténcia onde nenhuma proteina viral € expressa. As células de
memaoria em repouso, nas quais o virus esta quiescente, ndo sdo atacadas pelo
sistema imunolégico do hospedeiro e sdo provavelmente os locais de persisténcia a
longo prazo(ANDREI G., et al, 2019).

As células B de memdria ocasionalmente se dividem para manter o namero
estavel de células e quando uma célula que carrega o virus se divide, a proteina

viral EBNA-1 € expressa para permitir que o genoma viral se replique junto com a
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célula. As células B de memoadria também podem sofrer diferenciacdo terminal em
plasmacitos e secretar anticorpos. Se tal célula contiver o virus, o programa litico do
EBV é ativado e o virus infeccioso liberado das células plasmaticas pode infectar
células epiteliais, onde o virus pode se replicar e ser eliminado em grandes
guantidades e entdo ser transmitido para outros hospedeiros (ANDREI G., et al,
2019).

1.4.2 Cinética de anticorpos na infeccédo pelo EBV

O genoma do EBV codifica diferentes genes estruturais e nao estruturais e,
alguns desses genes sao utilizados no diagndstico sorolégico, pois a resposta
humoral produz anticorpos contra o produto desses genes (SMATTI MK, et al.,
2018). Entre os mais comumente utilizados nos testes estdo os genes que codificam
os antigenos do capsideo viral (VCAS), os antigenos iniciais (EAs), bem como os
genes que codificam os antigenos nucleares de Epstein-Barr (EBNAs) (KLUTTS JS,
et al., 2009; HESS RD., 2004).

Em individuos imunocompetentes, geralmente sdo necessarios pelo menos trés
parametros soroldgicos para detectar anticorpos contra EBV: VCA-IgG, VCA-IgM e
EBNA-1 IgG (Figura 10) (GARTNER BC, et al., 2003). A deteccédo de anticorpos I1gG
para EBV EA também pode ser feita e ajuda na diferenciacdo do status da doenca
por EBV (HESS RD., 2004; DE PASCHALE M, et al., 2012).De forma resumida, a
deteccado de anticorpos VCA envolve as duas classes de imunoglobulinas IgG e IgM.
A resposta de IgM ao complexo VCA é tipicamente encontrada precocemente no
inicio dos sintomas clinicos (DUNMIRE SK, et al., 2015), e é produzido de forma
transitéria e usado como indicador de infecgcdo priméaria recente (HESS RD.,
2004).J4 o VCA-IgG é encontrado em infec¢cdes agudas, de convalescenca ou
passadas, pois comec¢a a aparecer ao mesmo tempo que o VCA-IgM (HESS RD.,
2004, DE PASCHALE M, et al., 2012, HINDERER W, et al., 1999). Anticorpos contra
0S componentes pl8 persistem por toda a vida como uma indicacdo de exposi¢céo
ao EBV (DUNMIRE SK, et al., 2015).
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Figura 10. Esquema de resposta soroldgica a infeccao pelo virus Epstein-Barr (EBV).Antigenos
virais do capsideo (VCA)-IgM s&o detectados na fase ativa da infeccdo e depois declinam na
convalescenca. O VCA-IgG aumenta ao mesmo tempo que o VCA-IgM, mas permanece positivo por
toda a vida, indicando infeccdo passada. Os anticorpos dos antigenos nucleares de Epstein Barr
(EBNA) sédo detectaveis tardiamente na fase da infeccdo e permanecem positivos. Anticorpos de
antigenos precoces (EA) para a classe R ou D aumentam na fase aguda da infeccdo e diminuem
apos a convalescenga.
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Fonte: Adaptado de Smatti MK, et al 2018.

A proteina EBNA-1 é expressa em todas as células infectadas com EBV, e a IgG
contra esta proteina € um marcador tardio da infeccdo por EBV (BALFOUR HH, et
al., 2015). Os anticorpos EBNA-1 IgG aparecem tardiamente, 3 a 6 meses ap0s o
momento da doenca, depois diminuem, mas continuam presentes em um nivel
detectavel por toda a vida. Assim, a deteccéo de anticorpos EBNA-1 indica infec¢éo
por EBV passada ou em recuperacdo (BOUVARD V, et al., 2009; BALFOUR HH, et
al., 2015). No entanto, VCA-IgG indica infecgdo passada com mais precisdo do que
EBNA-IgG porque EBNA-IgG nunca é desenvolvido em cerca de 5-10% dos
individuos saudaveis infectados por EBV, e essa porcentagem € maior em pacientes
imunocomprometidos (DUNMIRE SK, et al., 2015; BAUER G, et al., 2001).

Durante a transicdo da fase latente para a fase litica da infec¢do, ocorre a
expressdo da proteina ZEBRA, considerada o principal fator de transcricdo do EBV
(HABIB M, et al., 2017). Esta proteina foi relatada como sendo importante marcador
de infeccdo por ser expressa precocemente na infeccédo pelo EBV (CHEN J, et al.,

2015). Existem ainda um outro conjunto de proteinas expressas de forma precoce
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na infeccédo pelo EBV, conhecido como EA. Trata-se de um complexo de proteinas
nao estruturais que sao expressas por células infectadas com EBV na fase litica. O
EA é composto por dois componentes: EA-D difuso e EA-R restrito (CROWLAY A, et
al., 2012). Anticorpos IgG contra EA s&o detectados transitoriamente em até 3
meses ou mais durante a mononucleose da infeccdo (BAUER G, et al., 2001).
Geralmente a resposta humoral € contra o componente D; no entanto, criancas
submetidas a soroconversdo silenciosa para EBV também podem produzir
anticorpos para o componente R (DE PASCHALE M, et al., 2012; BIGGAR RJ, et al.,
1978). Normalmente, os anticorpos EA aparecem na fase aguda e depois declinam
para niveis indetectaveis (Adaptado de SMATTI MK, et al., 2018).



45

2 JUSTIFICATIVA

A maléria € uma doenca de grande impacto nas populacdes presentes em
regides mais pobres de paises em desenvolvimento, particularmente da Africa, Asia e
América Latina. Nessas areas a presenca de outras infeccbes € comum, como
infeccbes por virus, bactérias e helmintos. Isso pode resultar frequentemente em
coinfecgbes, que podem agravar ainda mais o estado de saude das populacdes
vulneraveis (SHANKARKUMA et al., 2011; BROOKER et al., 2007).

Estima-se que cerca de 90% dos adultos do mundo ja tiveram um primeiro
contato com o Epstein-Barr virus (MASAKHWE et al.,, 2016). Em paises em
desenvolvimento, a primeira infeccdo pelo EBV ocorre mais frequentemente na
primeira década de vida e, uma vez adquirida, a infec¢do permanece durante toda a
vida do individuo (MORMANN & BALEY, 2016). Na Africa, por exemplo, as criancas
se tornam positivas para o virus antes dos trés anos de idade, e concomitantemente,
estdo expostas a intensa transmissao de malaria por P. falciparum, uma vez que a
malaria tem elevada endemicidade no continente (REYNALD et al., 2016). Nesta
situacdo, o P. falciparum é sabidamente considerado um cofator importante para o
desenvolvimento do Linfoma de Burkitt chamado endémico, forma de céncer infantil
causada pelo EBV e frequente no continente africano (PIRIOU et al., 2012).

Até o momento, nenhum estudo demonstrou claramente que a infecgdo primaria
por EBV impacta negativamente o desenvolvimento de uma resposta imune
especifica para malaria, incluindo para o P. falciparum. Por outro lado, evidéncias em
malaria murina sugerem que o virus pode comprometer a resposta imune especifica
ao parasito (MATAR et al., 2015). Em contrapartida, ndo existem evidéncias de que
outras espécies de plasmaodios, como P. vivax, podem estar associadas a qualquer
tipo de céancer relacionado ao EBV. Isto sugere que estes plasmédios tém
peculiaridades bioldgicas importantes que resultam em quadros clinicos diferentes.
No caso do P. vivax, até o momento, existe apenas um relato de caso associando a

infecgdo por EBV com malaria sintomatica (AKIN et al., 2013).

Observando estas lacunas da literatura, particularmente no que se refere a
associacdo P.vivax e EBV, nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo-piloto para
investigar se a presenca do DNA viral de EBV durante a malaria vivax poderia

modificar o prognéstico da infeccdo malérica. De forma interessante, os achados
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iniciais demonstraram que a presenca do EBV no sangue periférico parece agravar a
anemia e trombocitopenia causadas por P. vivax (FRANCA-DIAS, 2018).

Neste sentido, pretendeu-se aqui ampliar os estudos de associacao entre EBV e
malaria por P. vivax, focando na influéncia do virus na resposta imune ao parasito.
Particularmente, porque a principal célula hospedeira do EBV sédo as células B
(MATAR C., et al; 2015), envolvidas diretamente na resposta humoral. Assim, a
hipotese de trabalho foi que a detecgéo persistente do EBV no sangue circulante (i.e.,
presenca de EBV-DNA circulante), poderia impactar as respostas de anticorpos
naturalmente adquiridas para P.vivax, o parasito da malaria humana geograficamente
mais difundido (WHO., 2021).



47

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo entre o virus Epstein-Barr e a malaria por Plasmodium
vivax, com énfase na influéncia do EBV na aquisicdo de uma resposta imune

humoral.

3.20bjetivos Especificos

(1) Avaliar a persisténcia do DNA circulante de Epstein-barr virus em
individuos com histérico de longa-exposicdo a malaria na Amazbnia
brasileira;

(i) Em individuos bem caracterizados quanto a presenca do EBV no sangue
circulante, caracterizar o status soroldgico de anticorpos anti- EBV,;

(ili)  Determinar se a presenca e intensidade do DNA viral circulante poderiam
alterar resposta imune aos principais antigenos candidatos a vacina contra

as formas sanguineas do P. vivax;
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4 DESENHO METODOLOGICO E ABORDAGEM EXPERIMENTAL

No presente estudo, foram incluidos individuos com historico de longa
exposicdo a malaria, residentes em um assentamento agricola do Estado do
Amazonas (item 4.1), onde nosso grupo tem conduzido um estudo de base
populacional de longa duracdo (KANO et al., 2012, 2016; SOUZA-SILVA et al.,
2014).A metodologia envolveu avaliar em um primeiro momento, amostras dos
individuos no primeiro corte do estudo (baseline), e posteriormente, fazer um
acompanhamento da flutuacdo da carga viral com 6 e 12 meses. Incialmente
utilizou-se a metodologia de ELISA convencional para identificar individuos que
possuem resposta de anticorpos anti-lgM e anti-lgG contra antigenos de fase
sanguinea do Plasmodium vivax, tais como DBPII, DEKnull2, AMA-1 e MSP1-19
(4.3). A deteccado de anticorpos atraves desta técnica foi realizada de acordo com
protocolos padronizados no laboratério (CERAVOLO et al., 2005).

Para identificar individuos que apresentam uma possivel DNAmia de Epstein-
Barr virus (EBV), caracterizada aqui pela presenca de DNA viral circulante de EBV,
foi utilizada a metodologia de PCR em Tempo Real (QPCR) (item 4.2.2), que nos
permitiu classificar os individuos de acordo com a persisténcia ou auséncia do DNA
viral circulantes nos trés cortes, nos subgrupos PersVpna €  NegVpna,
respectivamente.

Em um segundo momento, buscou-se padronizar um ensaio sorologico
através da técnica de sorologia convencional (ELISA)(item 4.2), para identificar nos
individuos dos subgrupos determinados a presenca de anticorpos anti-IgM e anti-IgG
contra peptideos de EBV, tais como VCApl8, EBNA-1, ZEBRA, EAd-p47/54-
biotina.Posteriormente,utilizou-se a técnica de PCR digital (ddPCR) (item 4.5) para

guantificar o DNA de EBV nos individuos com persisténcia de DNA circulante.
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Figura 11. Fluxograma referente ao desenho experimental do estudo que visa identificar a
presenca do virus Epstein-Barr (EBV) e avaliar possiveis influéncias na resposta imune aos
principais antigenos de formas sanguineas do P. vivax.Em um primeiro momento identificou-se a
presenca de anticorpos contra antigenos de fase sanguinea de P. vivax nos trés cortes transversais
do estudo baseline, 6 e 12 meses, através da metodologia de ELISA convencional. Posteriormente,
realizou-sea técnica de PCR em tempo real (QPCR) para a identificacdo do DNA viral circulante nos
individuos no baseline, 6 e 12 meses, conforme protocolo descrito anteriormente. Nos dois
subgrupos, estabelecidos de acordo com a presenca ou auséncia do DNA viral circulante nos trés
cortes (Pers Vona € Neg Vona respectivamente) foi utilizada a técnica de sorologia convencional
(ELISA) para identificar a presenca de anticorpos contra proteinas de EBV. Por fim, realizou-se a
quantificagdo do DNA viral circulante “DNAmia”, nos trés cortes transversais, para os individuos do
grupo Pers Vbna, através da técnica de PCR digital (ddPCR).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.1Populagéo e area de estudo

Este estudo foi realizado no assentamento agricola de Rio Pardo, localizado no
municipio de Presidente Figueiredo(Amazonas, Brasil), que fica a 160 km de
Manaus (figura 10).A comunidade foi criada em 1996 como parte dos projetos de
assentamento agricola do Instituto Nacional de Colonizagdo e Reforma Agraria
(INCRA) (DE CASTRO et al., 2006). Atualmente, cerca de 120 familias vivem no
assentamento, incluindo familias assentadas em areas denominadas de “ramais” -
vias ndo pavimentadas -, e as margens do Igarapé de Rio Pardo (populacdo

ribeirinha).



50

Figura 12. Mapa do estado do Amazonas, regido da Amazonia Legal, mostrando a localizacdo do
assentamento agricola de Rio Pardo (representado pelo tridngulo preto), localizado no municipio de
Presidente Figueiredo (representado em roxo), a aproximadamente 160 km de Manaus.
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Fonte: adaptado de Kano et al., 2012.

Em novembro de 2008, o grupo de pesquisa em Biologia e Imunologia da
Malaria (BMIM) do IRR/FIOCRUZ iniciou um estudo de base populacional na
populacdo de Rio Pardo, cujo objetivo principal era caracterizar, do ponto de vista
imunolégico e epidemiolégico, esta populacdo que possui histérico de longa
exposi¢do a transmissdo de malaria. Resumidamente, para o estudo foram incluidos
inquéritos transversais que foram realizados na area de acordo com 0s niveis de
transmissdo de malaria. O desenho detalhado do estudo foi previamente descrito
pelo grupo (Kano et al., 2012; Souza-Silva et al.,, 2014). Até o0 momento, foram
realizados dez (10) inquéritos transversais, porém, para este trabalho baseou-se
apenas no primeiro ano (2008-2009), contemplando a linha de base (novembro de
2008), e os inquéritos realizados apds 6 e 12 meses.

Nessa area, a transmissédo da malaria é considerada hipo a mesoendémica,
com periodos de alta e baixa transmissdo, e a maioria dos moradores eram nativos
da regido amazoénica. A populacdo local vive de agricultura de subsisténcia e da
pesca em pequenos riachos, residindo em habitagdes pouco estruturadas (muitas
vezes sem parede completa), o que torna ineficaz as medidas de controle do vetor
baseadas em inseticidas residuais. (KANO et al., 2012). Na area de estudo, a

incidéncia de malaria por P. falciparum diminuiu drasticamente nos ultimos anos, e
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P. vivax € agora responsavel pela maior parte dos casos clinicos de malaria

relatados (Figura 13).

Figura 13: Série temporal de casos de malaria no assentamento agricola de Rio Pardo
(Amazonas, Brasil) durante o periodo de estudo (Bs: baseline; 6 meses; 12 meses). O
desenho do estudo incluiu trés inquéritos transversais distribuidos em periodos de alta (Bs e
12 meses) e baixa transmissdo de malaria (6 meses). Os dados dos relatos de casos
diagnosticados por microscopia foram fornecidos pelo Registro do Sistema Nacional de
Vigilancia da Malaria (SIVEP-Malaria), com casos de P. falciparum (azul claro) e P. vivax
(azul escuro) demonstrados.

50 M P. vivax
P. falciparum

40

Malaria cases

|
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para o recrutamento dos voluntarios (linha de base), o0s seguintes
procedimentos foram realizados: (i) aplicagdo de um questionario estruturado para
todos os voluntarios a fim de obter dados demograficos, epidemiolégicos e clinicos;
(i) exames fisicos dos individuos, incluindo temperatura corporal e avaliacdo do
tamanho do figado e do baco; (iii) coleta de sangue venoso para individuos com
idade igual ou superior a cinco anos (EDTA, 5 mL); e (iv) esfregacos de gota
espessa corados por Giemsa para a presenca de parasitas da malaria por
microscopia de luz convencional, com infeccao por P. vivax confirmada por PCR em
tempo real especifico da espécie, conforme descrito anteriormente (AMARAL LC, et

al., 2019). A localizagdo geografica de cada residéncia foi registrada usando um
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sistema portatil de posicionamento global (GPS) de 12 canais (Garmin 12XL, Olathe,
KS, EUA) com uma preciséo posicional de 15 m.

Para o presente estudo, os critérios ndo elegiveis foram (i) recusa em assinar
o consentimento informado; (ii) criangas, pois a imunidade clinica ndo é prevalente
em criancas amazonicas (LADEIA-ANDRADE S, et al., 2009); (ii) gestantes; (iv)
qualquer outra morbidade que possa ser rastreada; e (v) individuos que nao
puderam ser recrutados durante os trés inquéritos transversais consecutivos.

Inicialmente, 360 participantes foram elegiveis para o presente estudo. A
estratégia metodoldgica envolveu ainda a triagem desses individuos expostos a
malaria de acordo com a deteccdo de DNA viral circulante durante todas as
pesquisas transversais (linha de base, 6 meses, 12 meses). Para o estudo atual,
focamos em dois subgrupos de individuos expostos a malaria (i) individuos cujo
EBV-DNA pode ser detectado persistentemente no sangue periférico (PersVona) e
(i) um subgrupo com a mesma idade cujo DNA viral ndo foi detectado em todo o
periodo de acompanhamento (NegVona). A tabela 1 descreve os dados
demograficos, clinicos e epidemioldgicos dos individuos e, de uma forma geral, a
populacao foi constituida, principalmente por individuos adultos, de ambos o0s sexos,
com uma mediana de 26 anos de residéncia na Amazbnia. Em sua maioria, 0S
individuos relataram ter tido cerca de 5 episddios prévios de maléria, e através das
técnicas de Gota Espessa e PCR, foi possivel observar que apenas 12% dos

individuos foram diagnosticados com malaria neste periodo.
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Tabela 1. Resumo dos dados demogréficos, clinicos e epidemioldgicos dos individuos com histéria
de longa exposicao ao P. vivax, residentes na comunidade de Rio Pardo, Amazonas.

Longa exposigao

(n=360)
Mediana de Idade, anos (IQR) 30 (14- 48)
Género, masculino / feminino 1.3/1
Mediana de residéncia em RP, anos (IQR) 8 (5-12)
Mediana de residéncia no AM, anos (IQR) 26 (14-44)
Individuos residentes no Igarapé, n (%) 55 (15%)
Episddios prévios de malaria, n (%) >5 (58%)
Episddios de malaria referida, mediana (IQR) 5(2-11)

iy iy 0

gsiig:ar;ongngE?Rp))ara malaria, n (%)(Gota 44 (12%)

Fonte: elaborado pelo autor.

4.1.1 Obtencao das amostras de plasma e DNA.

Ambas as amostras de Plasma e DNA, estdo estocadas a -20°C no
biorrepositério do Laboratério de Biologia Molecular e Imunologia da Maléaria — IRR,
Fiocruz Minas. Para a obtencdo do DNA genbmico dos individuos, o sangue total
coletado em campo foi separado em aliquotas de 1mL, e a extracdo foi feita
utiizando o kit QIAGEN (PUROGENE®, Gentra Systens, Minneapolis, USA)
seguindo as especificacoes do fabricante. Para a obtencdo do plasma, o sangue
total dos individuos foi coletado em tubos a vacuo contendo EDTA (Becton
Dickinson, Rutherford, NJ), e apds centrifugacdo (150 x g por 10min a 4°C), o

plasma foi aliquotado e conservado a -20°Caté o uso.
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4.2 Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) para a detec¢do de anticorpos IgG contra

proteinas recombinantes do Plasmodium vivax

O ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para detecgao de
anticorpos IgG anti-DBPu, anti-MSP119 e anti-AMAL1 foi realizado utilizando-se soros
dos individuos, de acordo com protocolos padronizados no
laboratério(CERAVOLO et al., 2005).Resumidamente, as placas (Maxysorp, Nunc,
Denmark) foram sensibilizadas com os antigenos de interesse na concentracdo de
3ug/mL, e mantidas a 4°C por 12 horas. Posteriormente, as placas foram
bloqueadas com tampéao de bloqueio (PBS 1x pH 7,2 + 0,05% Tween20 + 5% leite
em p6 desnatado) por 1 hora. Em seguida, as amostras de plasma diluidas 1:100
foram adicionados na placa e incubados durante 1 hora a 37°C. Apoés a incubacéao,
as placas foram lavadas com PBST (PBS 1x + 0,05% Tween 20) e 100uL do
conjugado anti-lgG humano ligada a peroxidase (Sigma-Aldrich, A8792) na diluicdo
de 1:5.000 foram adicionados. A revelacdo foi realizada com o-
Phenylenediaminedihydrochloride  (OPD-Sigma-Aldrich). Para deteccdo de
anticorpos IgM humano especificos foi utilizado o mesmo protocolo e condicdes
descritos acima para deteccao de IgG, diferindo apenas no anticorpo secundario, 0
conjugado anti-IlgM humano ligado a peroxidase (Sigma-Aldrich, A6907) diluido
1:10000.

Para os dois anticorpos, o céalculo do ponto de corte (cut off) para cada
proteina foi calculado utilizando-se a média da Densidade Optica (DOagonm) de 30
soros de individuos negativos (ndo expostos a transmissdo da maléria) mais 3 vezes
o desvio padrdo. Individuos com indice de Reatividade (médias das DOs sobre o

valor do cut off) maior que 1, foram classificados como positivos.

4.2.1 Antigenos recombinantes usados no teste de ELISA(PvDBPII,
PvDEKnull2, PvMSP1-19, PvAMAL1)

As proteinas DBPII recombinantes (variantes Brz-1 e Sal-1), correspondendo
a regidao do ligante da DBP (regido Il, aminoacidos 243 a 573, 39kDa), foram
produzidas no Laboratorio de Biologia Molecular e Imunologia da Malaria do

IRR/Fiocruz, conforme protocolos bem estabelecidos e rotineiramente utilizados pelo
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grupo (NTUMNGIA; ADAMS, 2012; SOUZA-SILVA et al., 2014). e se encontram
estocadas em nosso biorrepositorio, no Instituto René Rachou.

A DEKnull-2, um prot6tipo vacinal sintético de DBPII, foi produzido conforme
descrito por Ntumngiae colaboradores(2017).

As proteinas Plasmodium vivax merozoite surface protein (PVMSP119)
recombinante e Plasmodium vivax apical membrane antigen 1 (PvAMA1l)
(aminoécido 43 até 487) foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Irene Soares da
Universidade de Sao Paulo (USP), colaboradora do estudo.

4.3 Real-Time PCR (qPCR) para a detecc¢do do virus Epstein-Barr

4.3.1 Amostra controle para o Epstein-Barr virus (EBV)

Como amostra controle positivo, foi utilizado material genético de EBVgentilmente
cedido pela Dra.Talita Antonia Furtado Monteiro (UniversidadeFederal Do Para
Belém, PA). O DNA viral (153 pares de base) foi extraido a partir de linfécitos B de
paciente infectado. Como controles adicionais, foram utilizadas amostras de sangue
de 10individuos voluntarios, residentes em Belo Horizonte (MG), com histéricoprévio
de diagndstico clinico de mononucleose Infecciosa. Estas amostras com maior
chance de positividade pelo EBV foram utilizadas para a padronizacao inicial do

melhor protocolo para extragdo do DNA viral.

4.3.2 Protocolo de qPCR para identificagcdo do DNA viral

Para a identificag@o do virus nas amostras de DNA extraidas, foi utilizado

um ensaio de PCR em tempo real descrito por Moormann e colaboradores em

2005, modificado por Reynaldi e colaboradores em 2016. Este protocolo utiliza

um par de iniciadores e uma sonda (tabela 2) para a detec¢cdo de um alvo ja bem
descrito, que se baseia na amplificagdo do gene BALF-5, responséavel pela
codificagcdo de uma proteina de replicacdo do DNA viral, expressa durante o ciclo
litico do EBV e que desempenha a funcdode DNA polimerase. Resumidamente, o
DNA de amostras de sangue total coletadas em EDTA foi extraido usando o kit

Purogeneblood core kit B (Qiagen, Minneapolis, MN, EUA). A reacdo de PCR foi
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realizada usando uma mistura contendo 1uL de DNA, 0,2 uM de cada iniciador, 0,1
MM de sonda fluorogénica e 5 uL de TagMan Mater Mix (PE Applied Biosystems), e
o ciclo de PCR foi realizado da seguinte forma: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C
e 40 ciclos de 15segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. A mistura TagMan Master (PE
Applied Biosystems) foi usada para todas as reac¢des. Inicialmente, foram utilizadas
amostras de DNA controles, conforme descrito do item 4.3.1 e, em seguida,
amostras de individuos com histéria de infeccdo pelo EBV. Neste sentido, a técnica
foi padronizada no equipamento7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
software versdo 2.0.5), da Plataforma de PCR em Tempo Real, do Instituto René

Rachou.

Tabela 2. Resumo dos primers e sequéncias de sondas para PCR em tempo real para amplificacéo

do gene BALF-5 do virus Epstein-Barr.

Alvo : Epstein-Barr virus

Sequéncia
Inicidador Foward 5'CGGAAGCCCTCTGGACTTC3
Iniciador Reverse 5'CCCTGTTTATCCGATGGAATG3'
Sonda [FAM] TGTACACGCACGAGAAATGCGCC [TAMRA]

Fonte: elaborado pelo autor.

4.4Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para a deteccéo de anticorpos IgM e IgG

contra peptideos de Epstein-Barr virus

4.4.1 Peptideos sintéticos usados nos ensaios de ELISA

Os peptideos sintéticos utilizados nos ensaios de ELISA, foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Jaap M. Middeldorp, pesquisador do Centro Médico Universitario de
Amsterdam (Amsterdam UMC), colaborador do estudo. Os peptideos sintéticos
liofilizados Viral Capside Antigen p-18 (EBV-VCAp18), Epstein-Barr Nuclear Antigen
(EBV-EBNA-1), Viral Capside Antigen p-18, Transactivation antigen Z (Zta) (EBV-
ZEBRA N-terminal) e Early AntigenReativation (EBV-EAd-p47/54-biotina)foram
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dissolvidos e congelados a -80°C, e se encontram estocados no biorrepositério do

nosso laboratoério, no Instituto René Rachou.

4.4.2 Obtencdo de amostras controle para o ensaio de ELISA de
Epstein-Barr virus (EBV)

Como controle, foram utilizadas amostras de soro de individuos voluntarios,
residentes em Belo Horizonte (MG), que apresentaram ou ndo, diagnéstico clinico
de mononucleose Infecciosa e gPCR positiva ou ndo para deteccao do DNA viral.
Estes individuos foram investigados quanto a presenca de anticorpos IgG contra os
peptideos EBV-VCAp18 e EBV-EBNA-1, e IgM contra EBV-VCAp18, EBV-ZEBRA,
EBV-EAd p45/52.

4.4.3 Padronizagéo do ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA para deteccéo de anticorpos IgM e IgG contra EBV-VCAp18,
EBV-EBNA-1, EBV-ZEBRA N-terminal e EBV-EAd-p47/54-biotina, foi padronizado a
partir do protocolo descrito por Fachiroh e colaboradores em 2006. Resumidamente,
cada peptideo foi usado na concentragao final de 1 ug / mL com amostras de plasma
diluidas 1: 100. As reatividades de IgM (VCA, Zebra e EAd) e IgG (VCA e EBNA-1)
foram determinadas usando anticorpo secundario IgM e IgG anti-humano conjugado
comercial conjugado com peroxidase (HRP) (Sigma-Aldrich). Para cada peptideo,
foram utilizados soros de individuos voluntéarios, residentes em Belo Horizonte (MG),
gque apresentaram ou nao, diagnostico clinico de mononucleose Infecciosa, sendo
EBV soronegativo (n = 5) e controles positivos (n = 8).

Curvas de caracteristicas de operagdo do receptor (ROC) foram usadas para
determinar os pontos de corte ideais para cada peptideo (Figura 11).Com base na
area sob a curva ROC (AUC), os seguintes pontos de corte de ELISA foram
estabelecidos: (i) 0,38 para VCA IgG (sensibilidade de 82%; especificidade de 83%),
(i) 0,20 para EBNA-1 IgG (sensibilidade de 75%; 100 % de especificidade), (iii) 0,43
para VCA IgM (82% de sensibilidade; 100% de especificidade), (iv) 0,37 para
ZEBRA IgM (90% de sensibilidade; 100% de especificidade) e (v) 0,44 para EA-d
IgM (85% sensibilidade; 100% de especificidade).



Figura 14: Gréficos da curva TG-ROC estabelecidos (GrahPadPrism 9) para cada peptideo utilizado

no ensaio de ELISA para detecc¢éo de anticorpos de EBV.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.5 Droplet Digital PCR (ddPCR) para a quantificacdo do DNA de Epstein-
Barr

A droplet PCR digital (ddPCR) combina a tecnologia de gotas, formadas a partir
de uma emulsédo agua-6leo, e microfluidica, permitindo a separacdo das moléculas
de DNA da amostra nas gotas dessa emulsdo e a quantificacdo de moléculas alvo
de maneira absoluta. Inicialmente, o gerador de gotas automatico (Automated
Droplet Generator, BIO-RAD) particiona cada amostra em 20 mil gotas uniformes.
Em seguida, ocorre a amplificacdo do DNA particionado as milhares de gotas (figura
15), através do termocicladorC1000 Touch ThermalCycler, BioRad, e que se
comportam como reac¢des de PCR individuais. Finalmente, as gotas sao analisadas
no leitor QX200 Droplet Reader (BIO-RAD) para determinar se contém ou nao a

sequéncia alvo por meio da detecc¢éo de fluorescéncia.
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Figura 15: Desenho esquematico representando o processo de formacao de gotas, onde uma Unica
amostra de PCR é particionada em 20.000 gotas

o
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Fonte: Adaptado de Droplet Digital PCR — ApplicationsGuide — BioRad).

45.1 Amostras controle

Para controle foram utilizadas as amostras selecionadas para controle do
ensaio de gPCR, conforme demonstrado no item 4.3.1, onde para controle
positivo, foi utilizado material genético de EBV extraido apartir de linfocitos B de
paciente infectado. Como controles adicionais, foram utilizadas amostras de
sangue de 10 individuos voluntarios, residentes em Belo Horizonte (MG), com

histdrico prévio de diagnostico clinico de mononucleose Infecciosa.
4.5.2 Padronizacéo do protocolo de ddPCR

A técnica de ddPCR foi utilizada para quantificar o DNA circulante de Epstein-
Barr virus, através da determinacdo do niumero de copias/uL de DNA. O protocolo
sugerido pela BioRad consiste no preparo da reacdo de PCR utlizando alguns
reagentes, previamente descongelados em temperatura ambiente, e
homogeneizados para desfazer o gradiente de concentracdo formado pelo
congelamento a -20°C. A reacdo de PCR foi realizada usando uma mistura contendo
2uL de DNA, 0,9uM de cada iniciador, 0,25uM de sonda fluorogénica e 10 uL de
2xddPCRSuperMixfor Probes (No DUTP - BioRad), para um volume final de 20uL.

A ciclagem também seguiu o protocolo padrdo da BioRad para reacdo com sonda,
com alteracdo apenas da temperatura de anelamento dos primers, que demonstrou

melhor desempenho a 55°C. Desta maneira, o protocolo foi utilizado da seguinte
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forma: (i) 10 minutos a 95°C para abertura das fitas de DNA, (ii) 30 segundos a 94°C
garantir a abertura das fitas, (iii)1 minuto a 55°C para anelamento dos iniciadores e
extensdo da nova fita, (iv) mais 39 ciclos dos passos (ii) e (iii), (v) 10 minutos a 98°C
para o endurecimento das gotas e, finalmente, a temperatura de 12°C é mantida até
0 momento da retirada da reacdo. A técnica foi padronizada utilizando os
equipamentos do sistema QX200 Droplet Digital PCR - BioRad, da Plataforma de
PCR em Tempo Real, do Instituto René Rachou.

4.6 Analises de dados

Neste estudo, verificou-se uma possivel associacdo entre virus Epstein Barr e

malaria por Plasmodium vivax, e seu efeito sobre parametros imunolégicos de
pacientes. Um banco de dados foi construido com as informacfes obtidas dos
pacientes (pacote estatistico EpiData 2002).
Para tanto, foram feitas andlises univariadas para comparacdo de medianas,
utilizando-se os testes ndo paramétricos de Kruska-Wallis ou Mann-Whitney, quando
0S grupos nao apresentaram distribuicdo normal, e os testes t de student ou ANOVA
em caso de distribuicdo normal dos dados. A fim de comparar proporcdes, realizou-
se o teste qui-quadrado (x?) ou, quando necessario, o teste Exato de Fisher. As
andlises de correlacdo foram examinadas pelas matrizes de Spearman. Todos 0s
testes consideraram nivel de significancia de 5%, ou seja, valores de P < 0,05.A
analise das curvas caracteristicas de operacdo do receptor (ROC) foi usada para
determinar os valores de corte 6timos para peptideos de EBV em ensaios ELISA.O
software utilizado nas analises estatisticas foi GraphPad (InStat 4.0; Prism9.0).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos grupos expostos a malaria por Plasmodium vivax

Com o intuito de verificar a persisténcia do DNA circulante de EBV (EBV-DNA),
amostras de DNA total dos 360 individuos elegiveis para o estudo foram avaliadas
através da técnica de gPCR — EBV (item 4.3)em todas as pesquisas transversais
(inha de base, 6 meses, 12 meses). No periodo do primeiro levantamento
transversal, 123 (34%) dos 360 individuos amazénicos apresentaram o EBV-DNA
detectavel no sangue periférico. Pesquisas posteriores (6 e 12 meses depois)
identificaram 27 de 123 individuos como portadores persistentes de DNA viral, ou
seja, individuos cujo EBV-DNA foi amplificado no sangue periférico durante todo o
periodo de acompanhamento (PersVpna). Paralelamente, selecionou-se um grupo de
29 individuos representativos da populacdo exposta, cujo DNA viral nunca pode ser
detectado no sangue periférico (NegVona); este grupo foi pareado por idade com o
grupo PersVpona.Como ilustrado na Tabela 1, as caracteristicas demogréficas,
parasitologicas e epidemioldgicas foram comparaveis entre os grupos. A maioria dos
individuos eram adultos, com proporcdo semelhante entre homens/mulheres, e
idade correspondendo basicamente ao tempo de exposicdo a malaria na regiao
amazonica (medianas de 32 e 33 anos para PersVpna € NegVona, respectivamente).
Nestes individuos, com histérico de longa-exposicdo a maléria, poucas infeccbes
agudas foram detectadas durante o periodo de acompanhamento, sendo a
totalidade causada por P. vivax, conforme identificado pela por microscopia e/ou

ensaio de PCR espécie-especifico) (Tabela 1).
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Tabela 3. Dados demograficos, epidemiolégicos e parasitologicos de individuos expostos a malaria

cujo EBV-DNA pode ser detectado (PerVDNA) ou ndo (NegVDNA) no sangue periférico durante o

periodo de acompanhamento de 12 meses.

PerVopna NegVona
p valor
(n=27) (n =29)
Caracteristicas
Idade, mediana, anos (IQR) 2 38 (22-54) 33 (27-42) p=0.1227
Sexo,masculino:feminino 151 0.9/1 p= 0.4357
Tempo de exposi¢do a malaria (anos), mediana (IQR) ® 32 (16-51) 33 (25-40) p=0.7233
‘Ir;]e;rgip;(:]:g(ge;es)leenua em Rio Pardo (anos), 8 (4-10) 9 (3-14) o= 0.2326
Populacéo ribeirinha, n (%) ¢ 4 (15%) 6 (21%) p=0.7308
Episddios de malaria relatados,mediana (IQR) 5(2-11) 11 (3-21) p=0.1410
Infeccdo aguda por Plasmodium vivax, n (%) ©
Baseline 6 (22%) 6 (21%)
6 meses 1 (4%) 3 (10%)
12 meses 4 (15%) 5 (17%)

21QR = Intervalo Interquartil;
bTempo de vidana area endémica (Amazonia brasileira);
¢ Tempo de residéncia na area de assentamento agricola;

dPopulagdo que vive ao longo do Rio Pardo;

A infeccdo por malaria foi detectada por microscopia de luz convencional e PCR em tempo real.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2 Perfil soroldgico de EBV nos grupos expostos a maléaria por P.vivax

Visando caracterizar o perfil soroldégico de EBV nos grupos estudados, avaliou-
se, através do ensaio de ELISA (item 4.4), a resposta de anticorpos IgM e IgG contra
peptideos sintéticos de EBV (item 4.4.1). Como era de esperar, todos 0s individuos
dos grupos PersVpna ou NegVona foram soropositivos para pelo menos um peptideo
de EBV durante o estudo (Figura 16).

Figura 16: Frequéncia de anticorpos anti-EBV de acordo com o numero de marcadores
soroldgicos reconhecidos pelos individuos cujo EBV-DNA pode ser detectado (PersVpna) ou
ndo (NegVona) ao longo do periodo de seguimento. Para cada grupo, os resultados foram
apresentados como a proporcao de respondedores para um (1), dois (2), trés (3), quatro (4) ou cinco
(5) marcadores soroldgicos de EBV [IgM (VCA-p18, Zebra e EAd) -p45/52) e 1gG (VCA-p18 e EBNA-
1)].
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar disso, os individuos classificados como PersVpna tiveram uma resposta de
anticorpos EBV mais ampla, ja que 42% dos portadores de EBV-DNA respondem a
todos os cinco marcadores usados no EBV-ELISA versus 15% do grupo NegVona
(teste qui-quadrado = 4,276; p = 0,038). Este perfil discrepante de resposta entre 0s
grupos PersVona e NegVona foi mantido ao longo do estudo de coorte (Figura 13.)

Entre os 4 antigenos de EBV utilizados aqui, apenas a resposta de IgG ao
antigeno litico VCA-p18 permitiu uma clara diferenciacao entre os grupos PersVona e
NegVona (Figura 17).
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Figura 17: Variacdo temporal nos niveis de anticorpos IgG contra o antigeno capsideo viral
(VCA) do virus Epstein-Barr em individuos com (PersVDNA) ou sem persisténcia do DNA viral
(NegVDNA)durante o periodo do estudo (baseline, 6 e 12 meses).Em cada grafico, aresposta de
anticorpos detectados no Elisa esta representada pela densidade ética (OD a 450 nm), sendo os
valores individuais representados por pontos, com a mediana e o intervalo interquartil (IQR)
representados por linhas transversais. Abaixo de cada grafico, foram incluidos os valores da
mediana e IQR, com diferengas entre grupos representadas pelos valores de p (teste de Mann-
Whitney). A proporc¢éo de respondedores para cada grupo foi incluida no topo de cada grafico com as
diferencas entre grupos avaliados pelo teste qui-quadrado (valores p).A positividade no Elisa foi
estimada como OD > 0,38 conforme descrito nos métodos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No baseline, enquanto 89% dos PersVona tinham uma resposta positiva de
anticorpos IgG para VCA-pl18, apenas 45% dos NegVonaapresentaram resposta ao
peptideo (teste qui-quadrado; p = 0,0006). De forma interessante, a diferenca na
resposta entre 0s grupos permaneceu constante durante todo o periodo de
acompanhamento. Os niveis de anticorpos para VCA-pl8 também foram
significativamente diferentes entre os grupos (teste de Mann-Whitney), com niveis
variando de 0,70 a 0,77 para PersVpna e de 0,34 a 0,40 para NegVona (Figura 17).
Embora anticorpos IgM para antigenos liticos de EBV (VCA-pl18, EAd-p45/52 e
Zebra) ndo tenham sido capazes de diferenciar os grupos de estudo, em nivel
individual, uma resposta IgM positiva para um antigeno de EBV foi relacionada a
positividade para os outros (Figura 18). Notavelmente, este perfil de resposta IgM foi

mantido durante todo o periodo de observacao.
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Figura 18: Resposta individual de anticorpos aos peptideos do virus Epstein-Barr (EBV) (VCA-
p18, ZEBRA, EAd-p45/52 e EBNA-1) durante os cortes transversais. Os mapas de calor ilustraram
a resposta individual de anticorpos de cada individuo exposto a maléaria classificado de acordo com a
deteccdo (PersVona) ou ndo (NegVona) de EBV-DNA durante o periodo de acompanhamento. De
acordo com a resposta de anticorpos ao EBV, os individuos foram categorizados como n&o
respondedores (negativos) ou respondedores (estratificados em baixa, média ou alta, de acordo com
a reatividade do anticorpo ao EBV — valores determinados através do tercil). Os valores ausentes séo
registrados como espacos em branco.
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Além disso, comparamos o0 padrdo de respostas de anticorpos a todos os
antigenos de EBV entre PersVpona e NegVona (Figura 19). No grupo PersVona, houve
tendéncia de correlagdo positiva entre anticorpos especificos para EBV,
principalmente para anticorpos IgM. Ao contrario, o grupo NegVona foi caracterizado
por uma predominancia de correlacbes negativas de anticorpos para varios

antigenos de EBV.

Figura 19: Correlagdes pareadas entre os niveis de anticorpos EBV registrados em individuos
com e sem DNA viral persistente durante as pesquisas transversais. O agrupamento foi baseado
no coeficiente de correlacdo de Spearman para ensaios que medem anticorpos anti-EBV no soro. As
correlagdes entre as proteinas do EBV nos subgrupos de DNA viral persistente e nao persistente
estéo representadas na primeira e segunda linhas, respectivamente. Azul indica correlacdo positiva e
vermelho indica correlacdo negativa, e 0s nUmeros em negrito representam correlagdes
estatisticamente significativas.
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5.3Perfil de reposta de anticorpos especificos contra antigenos de P. vivax

em individuos com DNA viral persistente

Na préxima etapa, investigou-se se a deteccdo continua de EBV-DNA no
sangue periférico poderia afetar a resposta humoral especifica aos antigenos de P.
vivax. Para isso avaliou-se, através do ensaio de ELISA (item 4.2), anticorpos contra
0s principais candidatos a vacinas de estagio sanguineo de P. vivax (antigenos
relacionados a DBPIl, AMA-1 e MSP1- 19) (item 1.2.1). Em geral, ndo foram
observadas diferencas significativas na frequéncia de respondedores entre o0s
grupos, no entanto, os niveis de anticorpos aos diferentes antigenos de P. vivax

foram significativamente diferentes entre PersVona € NegVopna.

Figura 20: Variag&o temporal nos niveis de anticorpos IgG contra DEKnull-2 de P. vivaxem
individuos com (PersVDNA) ou sem persisténcia do DNA viral (NegVDNA) durante o periodo
do estudo (baseline, 6 e 12 meses).Em cada gréfico, a resposta de anticorpos detectados no Elisa
esta representada pelo indice de reatividade (IR>1 como resposta positiva), sendo os valores
individuais representados por pontos, com a mediana e o intervalo interquartil (IQR) representados
por linhas transversais. Abaixo de cada gréfico, foram incluidos os valores da mediana e IQR, com
diferencas entre grupos representadas pelos valores de p (teste de Mann-Whitney). Em (A) esta
representada a amplitude de resposta individual para os dois grupos durante o periodo de estudo, e
em (B) os graficos de Violino Plot representam a amplitude de resposta total das amostras. A
proporcao de respondedores para cada grupo foi incluida no topo de cada grafico com as diferencgas
entre grupos avaliados pelo teste qui-quadrado (valores p).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Interessantemente, a resposta de anticorpos contra o novo imunégeno baseado na
DBPII (DEKnull-2) mostrou uma tendéncia para niveis mais baixos de PersVpna em
comparagcdo com NegVona (Figura 20). Especificamente, enquanto os indices de
reatividade sorologica (RI) de DEKnull-2 variaram de 0,59 a 0,95 para PersVpna, 0S
valores de RI variaram de 2,11 a 3 para o grupo NegVpna. Considerando todas as
amostras analisadas, a frequéncia de positividade foi de 40% vs. 61% (teste qui-
quadrado, p=0,0079) para amostras PersVona e NegVona,
respectivamente.Resultados semelhantes foram obtidos para a proteina DBPII

original (Figura 21).

Figura 21: Variagcdo temporal nos niveis de anticorpos IgG contra DBPIl de P. vivaxem
individuos com (PersVDNA) ou sem persisténcia do DNA viral (NegVDNA) durante o periodo
do estudo (baseline, 6 e 12 meses).Em cada gréfico, a resposta de anticorpos detectados no Elisa
esta representada pelo indice de reatividade (IR>1 como resposta positiva), sendo os valores
individuais representados por pontos, com a mediana e o intervalo interquartil (IQR) representados
por linhas transversais. Abaixo de cada grafico, foram incluidos os valores da mediana e IQR, com
diferencas entre grupos representadas pelos valores de p (teste de Mann-Whitney). Os gréficos de
ScatterPlot (A) representam a amplitude de resposta individual para os dois grupos durante o periodo
de estudo, e (B) os graficos de Violino Plot representam a amplitude de resposta total das amostras.
A proporcdo de respondedores para cada grupo foi incluida no topo de cada grafico com as
diferencas entre grupos avaliados pelo teste qui-quadrado (valores p).

A B
Baseline 6 months 12 months Total
4%  55% 3%  55% 48%  45% 56%  63%
20+ o 25
164 20+
12+ : : 15
8 , ' _ 104
% 44 % 5
o 20- o 20
& 15- 245 1
1.0 104
0.5 0.5
0.07 0.0 -
Pers IVDNA Neg IVDNA Pers ‘VDNA Neg IVDNA PETSIVDNA Neg IVDNA Pers Vous Neg Voun
N=27 N=29 N=27 N=29 N=27 N=29 N=61 N=73
Median (IR) 0.49 1.75 0.64 1.78 0.95 0.91 Median (IR) 0.41 0.73
IQR  (0.29 - 2.24) (0.30 - 4.94) (0.18 - 2.77) (0.21 - 3.30) (0.27 - 2.37) (0.23 - 5.50) IQR (0.18 - 1.23) (0.20 - 2.67)
p=0.0025 p=0.0061

Fonte: elaborado pelo autor.

Considerando as proteinas mais imunogénicas de P. vivax, como a MSP1-19, a
diferenca entre os grupos foi menos pronunciada (Figura 22), com diferencas

estatisticamente significativas observadas apenas durante o periodo de alta
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transmissao na linha de base do estudo (Figura 22). Os anticorpos circulantes contra

AMA-1 apresentaram um padrao de resposta semelhante (Figura 23).

Figura 22: Variagcdo temporal nos niveis de anticorpos IgG contra MSP1-igde P. vivaxem
individuos com (PersVDNA) ou sem persisténcia do DNA viral (NegVDNA) durante o periodo
do estudo (baseline, 6 e 12 meses).Em cada grafico, a resposta de anticorpos detectados no Elisa
esta representada pelo indice de reatividade (IR>1 como resposta positiva), sendo os valores
individuais representados por pontos, com a mediana e o intervalo interquartil (IQR) representados
por linhas transversais. Abaixo de cada grafico, foram incluidos os valores da mediana e IQR, com
diferencas entre grupos representadas pelos valores de p (teste de Mann-Whitney). Os gréficos de
ScatterPlot (A) representam a amplitude de resposta individual para os dois grupos durante o periodo
de estudo, e (B) os graficos de Violino Plot representam a amplitude de resposta total das amostras.
A proporcdo de respondedores para cada grupo foi incluida no topo de cada grafico com as
diferencas entre grupos avaliados pelo teste qui-quadrado (valores p).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 23: Variacdo temporal nos niveis de anticorpos IgG contra AMA-l1de P. vivaxem
individuos com (PersVDNA) ou sem persisténcia do DNA viral (NegVDNA) durante o periodo
do estudo (baseline, 6 e 12 meses). Em cada grafico, a resposta de anticorpos detectados no Elisa
esta representada pelo indice de reatividade (IR>1 como resposta positiva), sendo os valores
individuais representados por pontos, com a mediana e o intervalo interquartil (IQR) representados
por linhas transversais. Abaixo de cada grafico, foram incluidos os valores da mediana e IQR, com
diferengas entre grupos representadas pelos valores de p (teste de Mann-Whitney). Os gréaficos de
ScatterPlot (A) representam a amplitude de resposta individual para os dois grupos durante o periodo
de estudo, e (B) os graficos de Violino Plot representam a amplitude de resposta total das amostras.
A proporcdo de respondedores para cada grupo foi incluida no topo de cada grafico com as
diferencas entre grupos avaliados pelo teste qui-quadrado (valores p).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Independentemente da deteccdo de EBV-DNA no sangue periférico, anticorpos
contra antigenos sanguineos de P. vivax ndo se correlacionaram com o padrao de
anticorpos EBV. Em ambos 0s grupos, a resposta de anticorpos aos antigenos do
estagio sanguineo de P .vivax resultou em correlacdes fracas com o padrao IgG
EBV (Figura 24).
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Figura 24: Correlacdes pareadas entre os niveis de anticorpos EBV e P. vivax em individuos
com (PersVpna) ou sem (NegVona) DNA viral persistente durante os inquéritos transversais. O
agrupamento foi baseado no coeficiente de correlacdo de Spearman para ensaios que medem
anticorpos anti-EBV no soro. Mapas de calor de matriz foram mostrados para cada pesquisa
transversal (linha de base, 6 e 12 meses), com 0s painéis superior e inferior representando 0s grupos
PersVpona € NegVona, respectivamente. Correlacdes positivas mostradas em azul e correlagbes
negativas mostradas em laranja, com nameros em negrito diferencas estatisticamente significativas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.4 Numero de cépias de EBV-DNA versus niveis de anticorpos

Considerando que a presenca do DNA viral circulante influenciou na resposta de
anticorpos contra antigenos de P. vivax, buscou-se avaliar se o numero de copias do
DNA viral (item 4.5) poderia correlacionar com a resposta de anticorpos especificos.

Para tal, o numero de cépias de DNA viral foi avaliado nos individuos do grupo
PersVona. Como mostrado na Figura 22A, o numero de cépias/uL do DNA viral no
sangue circulante deste grupo ndo apresentou diferencas significativas entre os

cortes transversais, com valores variando entre 0.77 e 0.84 (p= 0.6993) (figura 25A),
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e na maior parte dos individuos, os niveis de DNA se mantiveram estaveis ao longo
do estudo (figura 25B).

Figura 25: Caracteristicas da quantificacdo do DNA viral de EBV em individuos com deteccéao
persistente do genoma viral (PersVpna).(A)representa a amplitude do DNA viral demonstrada pelos
valores da mediana e do intervalo interquartil abaixo de cada corte transversal, e (B) representa o
acompanhamento dos niveis individuais de DNA viral ao longo do estudo.Os resultados da ddPCR
foram demonstrados em ndimero de copias/pL.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na amostra estudada, anticorpos anti-VCApl8 se correlacionaram
positivamente com nimero de cépias/uL do DNA viral (p=0.015, r=0.32); entretanto
anticorpos contra os demais peptideos virais ndo se correlacionaram com as

guantidades de DNA viral circulando no sangue periférico (figura 26).
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Figura 26: Correlacdo entre o peptideo de VCA-p18 e o DNA viral circulante, de EBV, nas
amostras dos individuos com genoma viral persistente. A associagao entre o peptideo sintético
de EBV (VCAp-18) e o nimero de copias/uL DNA viral, foi baseada no coeficiente de correlagdo de
Spearman para ensaios que medem anticorpos no soro. O gréafico de correlagdo foi desenhado para
as amostras de todos os cortes transversais estudados (baseline, 6 e 12 meses), com resultados
positivos expressos por valor de p< 0.05 e com valores de r demonstrando correlacdes positivas ou

negativas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Finalmente, foi possivel demonstrar que namero de copias/piL do DNA viral ndo
se correlacionou (positiva ou negativamente) com a resposta de anticorpos contra

qualquer uma das proteinas de P. vivax (figura 24).
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Figura 27: Correlacao entre os niveis de anticorpos de P. vivax e numero de cépias/yL de EBV-
DNA circulante (“DNAmia”) nas amostras dos individuos com genoma viral persistente. A
associacdo entre as proteinas de P. vivax e o DNA viral detectado foi baseada no coeficiente de
correlacdo de Spearman para ensaios que medem anticorpos no soro. A matriz de correlac@o foi
demonstrada para as amostras de todos os cortes transversais estudados (baseline, 6 e 12

meses).Correlacdes positivas sdo mostradas em laranja e correlagées negativas mostradas em azul
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Fonte: elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

Populacdes de paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil, estdo
frequentemente expostas a infecgbes por mais de um patégeno. Essas coinfec¢des
podem ter consequéncias consideraveis na evolu¢ao do quadro clinico do individuo,
dificultando o diagnostico e o tratamento especifico (VAUMOURIN et al., 2015).
Estudos tém mostrado que o impacto das coinfec¢cdes envolvendo a malaria € maior
em populacdes que vivem nas regidées mais pobres do mundo, como € o caso do
continente africano, onde é alta a prevaléncia de outros agentes patogénicos
(SHANKARKUMAR et al., 2011; BROOKER et al., 2007).

No que se refere a infeccbes envolvendo maléaria e virus, nota-se que grande
parte dos estudos tem avaliado a associacao entre P. falciparum e HIV ou o Epstein-
barr virus (EBV). Em estudos que envolvem infecgfes por P. falciparum e HIV/Aids,
os resultados de evolugdo do quadro clinico do individuo ainda séo conflitantes,
podendo ou ndo resultar em elevadas parasitemias e baixos indices hematimétricos
(MBALE et al.,2016; TAY et al, 2015 RATTANAPUNYA et al, 2015;
FRISCHKNECHT & FACKLER, 2016). Por outro lado, a associacdo P.
falciparum/EBV levando ao linfoma de Burkitt em criangas africanas esta bem
estabelecida (MOORMANN et al., 2011). Apesar de o EBV ser considerado um virus
altamente prevalente da populacdo mundia MASAKHWE et al., 2016), apenas no
continente africano, onde a transmissdo de malaria é hiperendémica, o virus esta
associado a esta modalidade de Ilinfoma denominado Burkitt endémico
(MOORMANN et al., 2011; PIRIOU et al.,2012; ROBBIANI et al, 2015).

Na Amazobnia, tanto a malaria quanto as infec¢bes por Epstein-Barr virus sao
comuns, mas o linfoma de Burkitt (LB) € raro (GONCALVES RM,, et al, 2014) uma
vez gque esta ligado a exposicdo ao P. falciparum, mas néo a outros parasitas da
malaria (QUINTANA et al., 2020), como P. vivax. Até 0 momento, existe apenas um
relato de caso clinico associando a infeccdo pelo EBV com malaria sintomatica
(AKIN et al., 2013). Uma vez que P. vivax € a espécie de plasmodio prevalente no
Brasil, e que a malaria causada por este parasito seja considerada um problema de
saude publica na Amazobnia, os resultados imunologicos de coinfecgbes virais
prevalentes sao frequentemente negligenciados (CRUZ LAB., et al, 2019; DEL-TEJO
PL., et al, 2021; CERAVOLO IP., et al, 2009).
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Neste sentido, este estudo propds investigar se uma detecgao continua do DNA
circulante do Epstein-Barr virus no sangue periférico de adultos expostos a malaria
por P.vivax (PersVpbna) poderia impactar a resposta de anticorpos para as principais

vacinas candidatas ao estdgio sanguineo de P. vivax.

6.1 Deteccao do DNA viral circulante nos individuos dosgrupos expostos
ao P. vivax

Os individuos aqui estudados eram adultos e imunocompetentes, cuja idade
refletiu o tempo de exposicdo a maléria. Este longo tempo de exposicao pode
explicar os poucos casos de malaria aguda registrados na populacdo de estudo. De
fato, os individuos frequentemente expostos ao parasito tendem a desenvolver uma
protecdo clinica contra os sintomas graves da doenca, (MARSH e KINYANJUI, 2006;
WEISS et al., 2010; ASHLEY EA et al, 2018; ANTONELLI et al, 2019), sendo
considerados assim individuos semi-imunes, podendo apresentar baixos niveis de
parasitemia detectadas, em geral, pelas técnicas moleculares mais sensiveis
(BOUSEMA T. et al, 2014).

Tendo em vista que o EBV é um virus linfotrépico, mantendo-se em laténcia nos
linfécitos B ao longo da vida do individuo infectado (MATAR et al; 2015), buscou-se
aqui, verificar a persisténcia do DNA circulante de EBV (EBV-DNA) em 360
individuos residentes em &rea endémica para P. vivax. Os resultados aqui
apresentados demonstraram que 34% dos individuos avaliados tiveram o DNA viral
amplificado na linha de base do estudo, e destes 22% apresentaram deteccéo
persistente (6 e 12 meses depois) do DNA viral. A frequéncia de positividade
encontrada em nosso estudo esta dentro da faixa de positividade descrita para
individuos adultos e saudaveis, cuja positividade pode ser extremamente variavel,
com dados variando de 0 a ~70% (GOPAL MR et al., 1990; HAQUE T et al., 1997;
IKUTA K et al., 2000; BRENGEL-PESCE K et al., 2002; LING P et al, 2003).

Esta grande variabilidade de positividade, pode ser influenciada por varios
fatores, incluindo, entre outros a sazonalidade e nivel socioecondmico da area (LING
P et al., 2003; KANO F et al., 2012; PIRES C et al., 2018). Além disto, diferencas em

protocolos de deteccdo do virus podem influenciar nos resultados. De fato, grande
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parte dos estudos publicados determinou a presenca do EBV através de amostras
de DNA provenientes de células B (WILMORE et al, 2015; MOORMANN et al, 2007).

No nosso protocolo, o DNA foi extraido a partir de sangue total, como descrito
por outros autores (REYNALDI et al, 2016; PIRIOU et al, 2012). Estas diferencas de
protocolo de extracdo e de procedéncia da amostra podem influenciar na
variabilidade de deteccdo encontrada na literatura e limitar as comparacdes entre
estudos. Apesar disto, todos os individuos categorizados nos subgrupos (PersVona
ou NegVbna) foram positivos pela sorologia convencional, o que confirma a alta
prevaléncia de infeccdo pelo EBV na Amazonia brasileira (TIGUMAN G et al., 2020).

A deteccdo persistente doDNA viral em um grupo de individuos (PersVopna)
permitiu selecionar uma amostra representativa da populacdo de estudo, cujo DNA
viral nunca pode ser detectado no sangue circulante (NegVona). Embora o pequeno
namero de amostras aqui caracterizadas por grupo nao tenha permitido andlises
estatisticas mais robustas (multivariada), ambos os grupos foram comparaveis por
fatores demogréficos, parasitologicos e epidemioldgicos. Isto reduziu o risco da

influéncia de fatores de confusao.

6.2 Avaliacdo do painel de anticorpos de Epstein-Barr virus

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a deteccdo de EBV no sangue
circulante, incluindo a deteccdo de anticorpos IgM e IgG contra proteinas do
capsidio viral (VCAs) e antigenos nucleares (EBNAs) (DE PASCHALE & CLERICI,
2012; MORISON et al, 2015), e, mais recentemente, a deteccao da proteina ZEBRA
(Zta) que estad envolvida na replicacdo viral (HABBIB et al., 2017). Assim, no
presente estudo, buscou-se caracterizar o perfil sorolégico de EBV nos grupos
estudados baseado na presenca de anticorpos contra peptideos sintéticos de EBV
(4.4.1).

Do painel de 4 antigenos de EBV, apenas a resposta de IgG ao antigeno litico
VCA-pl18 distinguiu os grupos PersVona e NegVona, em qualquer momento do
estudo de acompanhamento. De fato, a avaliagdo de anticorpos VCA-IgG parece ser
o melhor teste para indicar uma infeccdo passada por EBV (BALFOUR HH., et al,
2015; BAUER G., 2001), considerando que os antigenos do capsideo viral sdo
associados a altos titulos de IgG persistentes ao longo da vida do individuo infectado
(LENNETTE, E T., 1995; SCHILLINGER, M et al, 1993).
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Curiosamente, no grupo PersVona, 0s anticorpos IgG-VCAp-18 tenderam a estar
associados aos anticorpos IgM para antigenos liticos (VCA-pl18, EAd-p45/52 e
ZEBRA), e isso pode estar associado a fase do ciclo viral em que a infecgéo se
encontra, com a presenca de anticorpos IgM e IgG podendo caracterizar uma
infeccdo ativa por reativacao viral (DE PASCHALE & CLERICI, 2012; HABBIB et al.,
2017). Entretanto, vale ressaltar que nesta populacdo adulta imunocompetente
exposta a malaria evitou-se o0 estadiamento da infeccdo pelo EBV com base na
sorologia, j& que a manutencao desses anticorpos na circulagdo depende de varios
fatores, incluindo a dindmica da doenca na presenca de outras infec¢cbes, 0 que
pode conduzir a perfis de anticorpos atipicos (GARTNER et al., 2000; NOWALK &
GREEN, 2016). Assim, o perfil sorolégico do EBV foi usado aqui como ferramenta
complementar para descrever o status sorolégico do EBV do grupo PersVona versus
NegVbna.

De forma interessante, as respostas de EBV-IgM foram relativamente estaveis
durante o periodo de acompanhamento (em ambos o0s grupos para todos o0s
antigenos de EBV). Embora as razdes para esses achados ndo sejam claras,
hipéteses foram levantadas sobre possiveis reacdes cruzadas de anticorpos EBV-
IgM com outras infeccBes virais relacionadas antigenicamente (GUERRERO-
RAMOS A., et al, 2014; LANG D., et al, 2001; BERTH M., et al, 2009) como
citomegalovirus (CMV) que é prevalente na area amazénica (TIGUMAN GMB., et al,
2020). Embora a reacgéo cruzada de IgM n&o possa ser descartada, estimamos uma
alta sensibilidade e especificidade dos peptideos de EBV usados nos ensaios
ELISA. De acordo, em um grupo de 34 criancas da Amazodnia (idade média de 9
anos, IQR 8-11) cujas amostras de plasma foram rastreadas para anticorpos anti-
EBV usando o mesmo protocolo ELISA baseado em peptideo (item, 4.4)
observamos que os niveis de anticorpos IgM VCA-p18 elgM ZEBRA diminuiram ao
longo do tempo, enquanto IgG VCA-pl8 e IgG EBNA-1 aumentaram no mesmo
periodo (12 meses de acompanhamento) e permaneceram positivos durante o
periodo de observacéo (Figura 28). Esses resultados confirmaram o padréo tipico de
soroconversdo de criancas e adultos imunocompetentes de baixo nivel
socioeconémico (SMATTI MK, et al., 2018).
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Figura 28: Resposta de anticorpos IgM e IgG contra peptideos do virus Epstein-Barr em
criangas amazobnicas ao longo do tempo. Para cada peptideo EBV (VCA-p18; Zebra, EAd-p45/52 e
EBNA-1) a resposta do anticorpo foi representada pela frequéncia de respondedores (barra) e
magnitude da resposta (densidade 6ptica-OD mediana, linhas). Os resultados representaram trés
pesquisas transversais realizadas em intervalos de 6 meses, ou seja, na matricula (Om) e seis (6m) e
12 meses apos (12m). Os ensaios ELISA foram realizados conforme descrito nos métodos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.3 Influéncia do EBV-DNA na resposta de anticorpos contra proteinas de P.

vivax

Ja esta bem estabelecido que em areas hiper e holo-endémicas de transmisséo
de malaria por P. falciparum, a infeccéo crbnica e continua pelo parasito resulta na
reativacdo do EBV (MOORMANN & BAILEY, 2016). Neste sentido, o presente
estudo buscou avaliar se a persisténcia de DNA viral na circulacdo de individuos
com exposicdo continua ao P. vivax na Amazonia, ainda que em intensidade baixa,

poderia influenciar no perfil de anticorpos especificos contra P. vivax.
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O estudo de acompanhamento de 12 meses permitiu demonstrar, pela primeira
vez, que o0s niveis de anticorpos especificos para P. vivax eram em geral mais
baixos no grupo PerVona em comparagdo com individuos controles sem deteccao de
DNA viral (NegVpna).Curiosamente, diferengcas mais significativas foram observadas
para o novo imunégeno de DBPII, DEKnull-2, que ja foi associado a uma resposta
de anticorpos neutralizantes (protetores) ampla e de longa duracdo (KANO FS., et
al, 2016; NTUMNGIA FB., et al, 2012). Para DEKnull-2, a diferengca na magnitude da
resposta de anticorpos entre os grupos PerVpona € NegVona variou de duas a quatro
vezes, e essa diferenca foi mantida durante todo o periodo de acompanhamento. De
fato, a DEKnull-2 foi desenvolvida para superar o viés de DBPIlI frente ao
desenvolvimento de uma imunidade cepa-especifica associada a baixa
imunogenicidade (MUELLER I., et al, 2013) e isso pode explicar a diferenca na
magnitude de reposta de anticorpos, e de frequéncia de individuos respondedores a
proteina encontradas entre os grupos estudados.

Nossa abordagem metodolégica também incluiu uma variante de DBPII
nativa(Sall) circulando na area amazonica (PIRES CV., et al, 2018). Um perfil de
resposta semelhante foi observado para a variante Sall-DBPII, na qual foi
observada menor reatividade no grupo PerVona. Em conjunto, os resultados
sugeriram que longos episodios de deteccdo de EBV-DNA podem influenciar nos
niveis de resposta imune DBPIl cepa-especifica e cepa-transcendente. Portanto,
pode-se especular que, pelo fato de o EBV infectar células B (WILMORE et al.,
2015), a resposta de células B de memadria (MBCs) especificas para a DBPII poderia
estar comprometida. Para tal, estudos futuros fazem-se necessarios para a
avaliagcéo de células B de memodria DBPII especificas.

Considerando os antigenos mais imunogénicos de fase sanguinea de P.
vivax, como MSP1-19 (CUNHA MG., et al, 2014) a diferengca na magnitude da
resposta de anticorpos entre 0os grupos foi menos pronunciada e observada apenas
durante a linha de base (PerVbona<NegVbna), quando a transmissao da malaria foi
mais evidente na area de estudo. Embora as razdes para a diferenca no perfil de
resposta de anticorpos entre os antigenos de P. vivax ndo sejam conhecidas,
podemos especular que a variagdo sazonal local na transmissdo da malaria pode ter
desempenhado um papel, pois os anticorpos contra MSP1-1o/AMA-1 podem flutuar
consideravelmente de acordo com a transmissao da malaria (VICENTIN EC., et al,
2014; YMAN V., et al, 2016; IDRIS ZM, et al, 2017).
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De acordo, nosso grupo demonstrou anteriormente que os niveis de MSP1-
19/AMA-1 (mas ndo antigenos especificos de DBPII) cairam quando a transmisséo
da maléaria foi reduzida (MEDEIROS CMP., et al, 2020). Considerando que o
desenho do nosso estudo envolveu variagdo temporal no perfil de transmisséo da
malaria (PIRES C et la., 2018), € razoavel considerar que 0s niveis mais baixos
desses anticorpos detectados em 6 e 12 meses de acompanhamento (ou seja, no
grupo NegVpona) podem ter mascarado a diferenca entre os grupos PerVpna €
NegVona. Embora o tamanho de nossa amostra tenha impedido uma analise
estatistica mais robusta, a mediana para MSP1-19caiu de 3,7 (na linha de base) para
0,8-1,16 (6 e 12 meses, respectivamente), e para AMA-1 de 2,82 para 1,48-1.
Estudos futuros devem levar em consideragdo uma ampla gama de

imunogenicidade entre as proteinas do estagio sanguineo de P.vivax.

6.4 Associacdo entre os niveis de DNAviralno sangue circulante e resposta

de P. vivax

Em seguida foi importante verificar se os niveis de DNA circulante influenciavam
na resposta de anticorpos para a maléaria. Para tal, buscou-se utilizar uma técnica
sensivel para a quantificacdo do DNA viral. Diferentes técnicas moleculares tém sido
desenvolvidas e utilizadas para a deteccdo e quantificacdo do DNA de EBV
(GULLEY ML, et al., 2008; GATTO F, et al.,, 2011; NIESTERS HG, et al., 2000;
OKANO M, et al., 1988), além da utilizacdo para diagnéstico e monitoramento de
infeccdes primarias, reativacao e doencas relacionadas a este virus (GULLEY ML, et
al., 2008; KIMURA H, et al., 2008).

Aqui, utilizamos a técnica de ddPCR (Droplet Digital PCR) para quantificar o
DNA viral circulante (DNAmia”) em individuos sabidamente persistentes para a
deteccdo do DNA viral por gPCR (item 4.3). Por possuir uma alta sensibilidade e
grande praticidade na analise dos resultados, esta técnica tem sido frequentemente
utilizada para deteccgéo e quantificacdo de amostras de DNA, incluindo genoma viral
(MUNDO L, et al.,, 2020; SHUTO T, et al., 2019; KUUSELA E, et al., 2018; VAN
HEETVELDE M, et al., 2017). A grande maioria dos individuos aqui avaliados
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apresentaram numeros reduzidos de copias de DNA/UL, com medianas variando
entre 0.77 e 0.84 durante o periodo de estudo.

Alguns trabalhos tém demonstrado que niveis elevados de cépias de DNA estdo
associados a reativacdo subclinica de EBV, favorecida pelas condi¢cdes de vida,
fisicas e ambientais do individuo (LI HP, et al., 2003; RICKINSON AB, et al., 1987),
condicbes essas encontradas em areas com casos de malaria aguda
(BUDININGSIH |, et al.,, 2021; HUDNALL SD, et al., 2008). Os individuos aqui
estudados, tem um histérico de longa exposicdo a maléria e, possivelmente, aos
virus da Amazonia sendo capazes de desenvolver algum grau de protecédo clinica
nao apenas contra a malaria (ANTONELLI et al, 2019; BOUSEMA T. et al, 2014),
mas também para o EBV (SMATTI MK, et al., 2018), o que poderia entdo explicar os
niveis reduzidos de copias de DNA observados.

De fato, nos individuos estudados néo foi encontrada correlacdo entre os niveis
do DNA viral e a resposta de anticorpos anti-P. vivax. As razdes para este resultado
nao sao conhecidas, podendo-se especular que a longa-exposi¢cao ao EBV desde a
infancia (TIGUMAN GMB., et al, 2020), pode ter levado a uma menor
susceptibilidade dos individuos a reagudizacao sintomética e, consequente elevacéo
da carga viral. De fato, em areas com nivel socioecondmico mais elevado, as
infeccbes por EBV sintomaticas (mononucleose) acontecem na adolescéncia
(HALLEE TJ et al., 1974; NIEDERMAN JC, 1982; NAUGHTON P et al.,, 2021).
Entretanto, o desenho do estudo ndo permite concluséo definitiva sobre este topico.

No entanto, demonstramos aqui uma associacdo positiva entre anticorpos
contra antigenos do capsideo viral (VCA-p18) e os niveis de DNA viral circulante. De
fato, anticorpos IgG contra os VCA’s, sdo encontrados em infec¢gdes agudas,
convalescentes e passadas (DE PASCHALE M, et al.,, 2012; HESS RD., 2004,
HINDERER W, et al., 1999), e podem persistir durante toda a vida como indicador
de exposicdo ao EBV (DUNMIRE SK,et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

A frequéncia de deteccdo do DNA de Epstein-Barr virus (EBV) circulante
observada na populacdo estudada encontra-se dentro da faixa de
positividade descrita para individuos adultos e saudaveis, e foi confirmada

pela sorologia convencional.

Anticorpos IgG contra o antigeno do capsideo viral (VCA) p-18 de EBV,
foram capazes de diferenciar os grupos de individuos com e sem DNA
viral detectavel (PerVDNA e NegVDNA respectivamente). Estes anticorpos
demonstraram associac¢ao positiva com os niveis de DNA viral circulante e

tenderam a uma associacdo com anticorpos IgM para antigenos liticos;

O acompanhamento de 12 meses da populacdo de estudo demonstrou
gue os niveis de anticorpos especificos para proteinas candidatas a
vacina contra P. vivax, foram em geral mais baixos em individuos com
DNA viral detectado em comparacdo com individuos controles sem
detecgéo de DNA viral. E de interesse, diferengas mais significativas foram

observadas para o novo imunégeno de DBPII, a DEKnull-2;

Os resultados sugeriram que longos episodios de deteccdo de EBV-DNA
podem influenciar nos niveis de resposta imune DBPII cepa-especifica e

cepa-transcendente do P. vivax;
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Abstract

Background

The simultaneous infection of Plasmodium falciparum and Epstein-Barr virus (EBV) could
promote the development of the aggressive endemic Burkitt’s Lymphoma (eBL) in children
living in P. falciparum holoendemic areas. While it is well-established that eBL is not related
to other human malaria parasites, the impact of EBV infection on the generation of human
malaria immunity remains largely unexplored. Considering that this highly prevalent herpes-
virus establishes a lifelong persistent infection on B-cells with possible influence on malaria
immunity, we hypothesized that EBV co-infection could have impact on the naturally
acquired antibody responses to P. vivax, the most widespread human malaria parasite.

Methodology/Principal findings

The study design involved three cross-sectional surveys at six-month intervals (baseline, 6
and 12 months) among long-term P. vivax exposed individuals living in the Amazon rainfor-
est. The approach focused on a group of malaria-exposed individuals whose EBV-DNA
(amplification of balf-5 gene) was persistently detected in the peripheral blood (PersVpya, n
= 27), and an age-matched malaria-exposed group whose EBV-DNA could never be
detected during the follow-up (NegVpna, N = 29). During the follow-up period, the serological
detection of EBV antibodies to lytic/ latent viral antigens showed that IgG antibodies to viral
capsid antigen (VCA-p18) were significantly different between groups (PersVpna >
NegVpna)- A panel of blood-stage P. vivax antigens covering a wide range of immunogenic-
ity confirmed that in general PersVpna group showed low levels of antibodies as compared
with NegVpna. Interestingly, more significant differences were observed to a novel DBPII
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immunogen, nhamed DEKnull-2, which has been associated with long-term neutralizing anti-
body response. Differences between groups were less pronounced with blood-stage anti-
gens (such as MSP1-19) whose levels can fluctuate according to malaria transmission.

Conclusions/Significance

In a proof-of-concept study we provide evidence that a persistent detection of EBV-DNA in
peripheral blood of adults in a P. vivax semi-immune population may impact the long-term
immune response to major malaria vaccine candidates.

Author summary

In the Amazon rainforest, both Plasmodium vivax and Epstein-Barr virus (EBV) infec-
tions are common, yet the Burkitt’s lymphoma (BL) is rare, despite an association between
endemic BL with chronic P. falciparum exposure. Nevertheless, the influence of EBV
infection on malaria immunity remains undetermined. Here, we investigated for the first
time whether continuous detection of EBV-DNA in the peripheral blood of adults
exposed to P. vivax could impact the antibody response to blood-stage malaria vaccine
candidates. The methodological approach involved 12-month follow-up among P. vivax-
exposed Amazonian classified as persistent EBV-DNA carriers (PersVpya) and an age-
matched group with no viral DNA detection (NegVpya); groups were further differenti-
ated based on profile of viral antibodies (mainly IgG VCA-p18). Collectively, our findings
demonstrated that antibody levels against P. vivax antigens were in general lower in the
PersVpna group as compared with NegVpna. More significant differences were observed
to a novel vaccine candidate (DEKnull-2) whose antibody response were previously asso-
ciated with broadly neutralizing P. vivax antibodies. Differences between groups were less
pronounced with P. vivax antigens associated with seasonal changes in the antibody
responses. In this conceptual study, we provide evidence that long-term detection of EBV
in peripheral blood may impact immune response to major malaria vaccine candidates.

Introduction

The impact of malaria infection is greater on populations living in the poorest regions of the
globe, where sanitary conditions are precarious, leaving the population subject to possible co-
infections with other infectious agents, including parasites [1,2], bacteria [3,4] and viruses
[5,6]. Consequently, in malaria endemic areas, the simultaneous infection with multiple patho-
gens has implications for understanding the development of protective immunity as well as
the efficacy of antimalarial vaccines [7,8]. Common co-infections include herpes viruses as
most vertebrates are infected with one or more types that remain for the rest of their lives [9].
The severe consequence of co-infection involving holoendemic Plasmodium falciparum
and the Epstein-Barr virus (EBV)—a gammaherpes virus that infects B cells and maintains
latency throughout the individuals’ lifetime [10,11]—is well established, as the interaction
could promote the development of endemic Burkitt’s Lymphoma (eBL) [12,13]. In Sub-Saha-
ran Africa, eBL is the most lethal of childhood cancers, with the highest prevalence in children
aged 5-9 years old who are chronically exposed to P. falciparum malaria (revised by [14,15]).
Malaria appears to play multiple roles in eBL etiology, including the expansion of latently
infected B-cells and the likelihood of c-myc translocation that is a hallmark of BL tumors [16-
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19]. Of relevance, the aggressive eBL childhood cancer seems to be exclusively linked to P. fal-
ciparum exposure, but not to other human malaria parasites [20].

Despite the compelling evidence indicating a role for P. falciparum in impaired immune
responses that control EBV infection [21-23], the impact of acute EBV infection on the gener-
ation of anti-malarial immunity is uncertain [24]. Notwithstanding, rodent models of EBV
demonstrate that it is possible for a primary gammaherpes virus infection to negatively modu-
late the generation of antimalarial immunity [7]; an outcome that was correlated with a defect
on the generation of humoral immunity to a secondary malaria infection. Evidence of the
immune suppressive nature of an acute EBV infection on the development of malaria immu-
nity has also been suggested in experimentally marmosets co-infected with EBV and the quar-
tan malaria P. brasilianum [25].

Considering the B-cell compartment as the primary niche for EBV persistence [11] and that
humoral malaria immunity may be altered during EBV co-infection [7], we hypothesized here
that EBV co-infection could impact on the naturally acquired antibody responses to P. vivax,
the most geographically widespread human malaria parasite [26]. Taking into account the
rapid spread of P. vivax drug-resistant strains [27], and the potential for relapse, progress
towards the development of a P. vivax vaccine is critical (reviewed in [28]). In this perspective,
studying P. vivax immunity in the context of EBV co-infections can enhance our understand-
ing of malaria-protective immunity and progress towards the design of next-generation
malaria vaccines. Here, we took advantage of a longitudinal follow-up study previously carried
out in the Amazon rainforest, where P. vivax IgG responders were identified to major leading
P. vivax blood-stage vaccine candidates [29-31], including the Apical Membrane Antigen-1
(AMA-1) [32]; the 19-kDa C-terminal region of the Merozoite Surface Protein-1 (MSP1-19)
[33]; and the Duffy Binding Protein region II (DBPII), a key ligand involved in the main
P. vivax reticulocyte invasion pathway [34]. Since DBPII induces both strain-specific [35], and
strain-transcending antibody responses [36], we also included in this study a novel engineered
DBPII construct (DEKnull-2) associated with broad DBPII antibody responses [37]. To inves-
tigate whether a persistent EBV infection could interfere with this profile of P. vivax antibody
responses, we examined in the study population the presence of circulating viral DNA over the
time as well as EBV antibody response to lytic viral capsid antigen -VCA, replication activator
protein-ZEBRA, early diffuse antigen- EAd, and latent EBV nuclear antigen 1—EBNA-1
(revised by [38]).

Methods
Ethics statement

The ethical and methodological aspects of this study were approved by the Ethical Committee
of Research on Human Beings from the René Rachou Institute (Reports No. 007/2006, No. 07/
2009, No.12/2010, No. 26/2013 and CAAE 50522115.7.0000.5091), according to the Resolu-
tions of the Brazilian Council on Health (CNS-196/96 and CNS-466/2012). Formal written
consent was obtained from all participants, which was also obtained from the next of kin, care-
givers, or guardians on the behalf of child participants.

Area and study population

The study was carried-out in the agricultural settlement of Rio Pardo (1°46'S—1°54’S, 60°

22’W—60°10'W), Presidente Figueiredo municipality, Northeast of Amazonas State in the
Brazilian Amazon region. The methodological approach involved a retrospective study, in
which local malaria transmission pattern was described in detail elsewhere [29,39]. In this

area, malaria transmission is considered hypo to mesoendemic, and most residents were
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natives of the Amazon region. Inhabitants of the settlement live on subsistence farming and
fishing along the small streams. In the study area, P. falciparum malaria incidence has
decreased drastically in recent years, and P. vivax is now responsible for all clinical malaria
cases reported [30].

Study design and cross-sectional surveys

A population-based open cohort study was initiated in November of 2008 and included three
cross-sectional surveys carried at six-months interval (baseline, 6 and 12-months), and distrib-
uted in periods of high and low malaria transmission (S1 Fig), as previously reported [29].
Briefly, (i) interviews were conducted through a structured questionnaire to obtain demo-
graphical, epidemiological, and clinical data; (ii) physical examination, including body temper-
ature and spleen/liver size were recorded according to standard clinical protocols; (iii) venous
blood was collected for individuals aged five years or older (EDTA, 5 mL); and (iv) examina-
tion of Giemsa-stained thick blood smears for the presence of malaria parasites by conven-
tional light microscopy, with P. vivax infection confirmed later by a species-specific real-time
PCR as described [40]. The geographical location of each dwelling was recorded using a hand-
held 12-channel global positioning system (GPS) (Garmin 12XL, Olathe, KS, USA) with a
positional accuracy of within 15 m. For the current study, the non-eligible criteria were (i)
refusal to sign the informed consent; (ii) young children (<5 years), as children have not yet
developed a robust malaria-specific antibody response [41]; (iii) pregnant women; (iv) any
other morbidity that could be traced; and (v) individuals who were unable to be recruited dur-
ing all three consecutive cross-sectional surveys. Initially, 360 participants were eligible to the
current study. The methodological strategy further involved screening all 360 malaria-exposed
individuals according to the detection of circulating EBV-DNA during the baseline and conse-
cutive cross-sectional surveys (6-months, 12-months). For the current study, we focused on
two sub-groups of malaria-exposed individuals (i) individuals whose EBV-DNA could be per-
sistently detected in peripheral blood (PersVpy,) and (ii) an age-matched subgroup whose
viral DNA was undetected throughout the follow-up period (NegVpya) (Table 1).

As adults can have antibodies against EBV for the rest of their lives [38], plasma samples of
a group of children (n = 34; median age 9 years, IQR 8-11) were used to confirm the sensitivity
and specificity of the EBV-peptides used in serological assays.

Table 1. Demographic, epidemiological, and parasitological data of malaria-exposed individuals whose EBV-DNA could be detected (PersVDNA) or not
(NegVDNA) in the peripheral blood during the 12-month follow-up period.

PersVpna NegVpna p value

(n=27) (n=29)
Characteristic
Age, median, years (IQR) * 38 (22-54) 33 (27-42) p=0.1227
Gender ratio, male:female 1.5/1 0.9/1 p=04357
Years of malaria exposure, median (IQR) b 32 (16-51) 33 (25-40) p=0.7233
Years of residence in Rio Pardo, median (IQR) ¢ 8 (4-10) 9 (3-14) p=0.2326
Riverine population, # (%) d 4 (15%) 6 (21%) p=0.7308
Self-reported malaria episodes, median (IQR) 5(2-11) 11 (3-21) p=0.1410
Acute Plasmodium vivax infection, n (%) ©

6 (22%) 6 (21%)

1 (4%) 3 (10%)

4(15%) 5 (17%)
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010305.t001
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Recombinant blood stage P. vivax proteins and IgG antibodies detection

DBPII-related antigens. DBPII-Sall, a recombinant Duffy binding protein region II
(DBPII) including amino acids 243-573 of the Sal-1 reference strain [42], and recombinant
DEKnull-2, an engineered DBPII immunogen [37], were expressed as a 39kDa 6xHis fusion
protein, properly refolded, as previously described [37,43]. MSP1-19 antigen. The 19-kDa C-
terminal region of the Merozoite Surface Protein-1 of P. vivax (MSP1-19), which represents
amino acids 1616-1704 of the full-length MSP-1 polypeptide, has been described elsewhere
[44]. AMA-1 antigen. The ectodomain of P. vivax Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1,
encompassing amino acids 43 to 487, were produced as previously described [45]. To enable
purification, MSP1-19 and AMA-1 constructs were also produced as carboxyl-terminal 6xHis-
tag fusion proteins from Escherichia coli and Pichia pastoris, respectively. Conventional
Enzyme-Linked Immunoassays (ELISA) for P. vivax IgG antibodies was carried out using P.
vivax blood-stage recombinant proteins as previously described [30], with serum samples at a
dilution of 1:100. Recombinant proteins were used at a final concentration of either 3 pug/mL
(DBPII and DEKnull-2) or 1 pg/mL (MSP1-19 and AMA-1). For each protein, the results were
expressed as ELISA reactivity index (RI), calculated as the ratio of the mean optical density
(OD at 492 nm) of each sample to the mean OD plus three standard deviations of negative
control plasma samples from 30 individuals living in a nonendemic area of malaria (Belo Hori-
zonte, Minas Gerais, Brazil) and who have never been exposed to malaria transmission (unex-
posed volunteers). Values of RI > 1.0 were considered seropositive.

EBYV antigens and serostatus

EBV-specific antibodies were detected using 4 synthetic peptides covering immunodominant
epitopes of the viral capsid antigen P18 (VCA-p18 [BFRF3]), EBV nuclear antigen 1 (EBNA1
[BKRF1]), early diffuse antigen complex (EAd-p45/52 [BMRF1]) and BZLF1-encoded replica-
tion activator protein of EBV (Zebra [BZLF1]) [46,47]. All synthetic peptides were kindly pro-
vided by Dr. J. M. Middeldorp (VU University Medical Center, Amsterdam, Netherland). For
the assessment of the levels of antibodies to lytic (VCA-p18, EAd and Zebra) and latent EBV
antigens (EBNA1), we used synthetic peptide-based ELISA assays as described [48,49]. Briefly,
each peptide was used at final concentration of 1 pg/mL with plasma samples diluted 1:100.
IgM (VCA, Zebra and EAd) and IgG (VCA and EBNA-1) reactivities were determined using
commercial anti-human IgM and IgG secondary antibodies conjugated to horseradish to per-
oxidase (HRP) (Sigma-Aldrich). For each experiment, plasma samples from subjects with or
without a history of mononucleosis infection who had previously been screened for the pres-
ence or absence of EBV-specific antibodies were included as positive (EBV seropositive, n = 8)
or negative controls (seronegative, n = 5), respectively. As recommended by the original proto-
col [46], all OD 450 values were normalized by subtracting the value for 1:100-diluted EBV-
negative sera used in duplicate in each ELISA run. Receiver-operating characteristic (ROC)
curves was used to determine optimal cutoff points for each peptide (S2 Fig). Based on the
area under the ROC curve (AUC) the follow ELISA’s cutoff were established: (i) 0.38 for VCA
IgG (82% sensitivity; 83% specificity), (ii) 0.20 for EBNA-1 IgG (75% sensitivity; 100% specific-
ity), (iii) 0.43 for VCA IgM (82% sensitivity; 100% specificity), (iv) 0.37 for ZEBRA IgM (90%
sensitivity; 100% specificity) and (v) 0.44 for EA-d IgM (85% sensitivity; 100% specificity).

EBV DNA detection by real-time PCR

The PCR primers for this assay were previously selected in the single-copy BALF-5 gene
encoding the viral DNA polymerase [50]; the upstream and downstream primer sequences
were 5'-CGGAAGCCCTCTGGACTTC-3" and 5'-CCCTGTTTATCCGATGGAATG-3/,
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respectively, with a fluorogenic probe (5-TGTACACGCACGAGAAATGCGCC-3') with a
sequence located between the PCR primers. Detectable DNA from EBV was identified by a
real-time PCR assay as previously described [51,52]. Briefly, DNA from whole blood samples
collected in EDTA was extracted using Purogene blood core kit B (Qiagen, Minneapolis, MN,
USA). The PCR reaction was performed using a mixture containing 1pL of DNA, 0.2 uM each
primer, 0.1 uM fluorogenic probe, and 5 pL of TagMan Master Mix (PE Applied Biosystems),
and the PCR cycle was performed as follows: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C, and 40 cycles of
15sat95°C and 1 min at 60°C. The TagMan Master mix (PE Applied Biosystems) was used
for all reactions. For all PCR analyses, water was used as negative control, and B958 and
P3HRI1 viral DNA were used as positive controls. The B958 and P3HR1 viral strains were
kindly provided by Dr. Talita A. F. Monteiro (Federal University of Pard, PA, Brazil) and were
described elsewhere [53]. Samples were defined as negative if the CT values exceeded 40
cycles.

Quantification of EBV-DNA copies by the digital droplet PCR (ddPCR)

The ddPCR assays were prepared using the same primers and probes used in qPCR, with a
total of 22 pL per reaction containing ddPCR reagents (10 pL of the Bio-Rad 1X ddPCR Super
Mix [no dUTP], 900 nM of forward and reverse primers, and 250 nM of the probe), and 2 pL
of the DNA template. Initially ddPCR was carried out in a Bio-Rad Droplet Generator with a
Droplet Digital PCR System used to automatically generate droplets. To optimize the PCR
annealing temperature, a temperature gradient of 54-63°C was used. An annealing tempera-
ture of 55°C provided better separation between the positive and negative droplets for EBV.
Endpoint PCR assays were performed using the following cycling parameters: enzyme activa-
tion at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30s, and primer
annealing at 55°C for 1 min. The results were analyzed using a Bio-Rad Droplet Reader. A
threshold to promote better droplet separation of low amplitude fluorescence was determined
at 3,000 RFU for EBV assays based on the droplet separation limit of blank assays. Target
quantification was expressed as copies/pL of the ddPCR reaction.

Statistical analysis

A database was created using Epidata software (http://www.epidata.dk). The graphics and the
statistical analysis were performed using GraphPad Prism version 9.1.2—GraphPad Software,
La Jolla California USA. Receiver operating characteristic curves (ROC) analysis was used to
determine optimal Cut-off values for EBV peptides in ELISA assays. For the statistical analyses,
the antibody response was defined either as a binary categorical variable (the proportion of
seropositive individuals) or as a continuous variable (the levels of antibody response); differ-
ences in two medians were tested by Mann-Whitney test and Kruskal-Wallis when there are
two or more medians; differences in proportions were evaluated by chi-square test or Fisher’s
exact test, as appropriated; and correlations between P. vivax and EBV antibody responses
were examined by Pearson’s or Spearman’s matrices. In all analysis, a significance level of 5%
was considered, i.e., values of P < 0.05.

Results
Characteristic of P. vivax malaria-exposed groups

At the time of the first cross-sectional survey, 123 (34%) out of 360 Amazonian individuals ini-
tially eligible for the study had detectable EBV-DNA in the peripheral blood. Further surveys
(6- and 12-month later) identified 27 out of 123 individuals as persistent viral DNA carriers,
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i.e., individuals whose EBV-DNA was amplified (balf-5 gene) from the peripheral blood dur-
ing all follow-up period (PersVpna). In parallel, we selected a group of 29 age-matched
malaria-exposed individuals with no detectable viral DNA in the peripheral blood (NegVyna)
(Table 1). Demographic, parasitological, and epidemiological variables were comparable
between groups. Accordingly, most individuals were adults with similar proportion of male:
female, and their age basically corresponding to their lifetime exposure to malaria in the Ama-
zon area (medians of 32 and 33 years for PersVpna and NegVpya, respectively). In this long-
term malaria exposed individuals, few acute malaria infections were detected during the fol-
low-up period (all P. vivax, as detected by microscopy and/or species-specific PCR assay).

(Table 1).

EBYV serostatus of P. vivax malaria-exposed groups

In these immunocompetent adults, all individuals were seropositive for at least one EBV pep-
tide during the follow-up period (S3 Fig). Despite of that, individuals categorized as PersVpya
had a much broader EBV antibody response than NegV 4 group; specifically, while 42% of
EBV-DNA carriers respond to all five EBV-ELISA markers, only 15%o0f NegVpna group
responded to these markers (chi-square test = 4.276; p = 0.038). A similar profile of response
was detected over the time (S3 Fig) From the panel of 4 EBV antigens, only IgG response to
the lytic antigen VCA-p18 showed a clear differentiation between PersVpx and NegVpna
groups (Fig 1). At enrollment, while 89% of PersV5ya had a positive IgG antibody response to
VCA-p18, only 45% of NegVpna had IgG VCA-p18 (chi-square test; p = 0.0006). Of interest,
the difference in response between groups remained constant throughout the follow-up
period, i.e., 85% vs. 38%, p = 0.0004; and 86% vs. 41%, p = 0.0009, for PersVpya and NegVpna,
respectively). The levels of antibodies to VCA-p18 were also significantly different between
groups (Mann-Whitney test), with levels ranging from 0.70 to 0.77 for PersVpya and from
0.34 to 0.40 for NegVpy, groups (Fig 1). Considering the individual EBV antibody response
over time, we observed low individual variability, i.e., high/low VCA-p18 responders retained
their antibody profile throughout the follow-up period (54 Fig).

Although IgM antibodies to EBV lytic antigens (VCA-p18, EAd-p45/52 and Zebra) did not
show any differences between the study groups, at the individual level, a positive IgM response
for one EBV antigen was related to positivity for the others (S5 Fig); of note, this IgM response
profile was sustained throughout the study period. Further, we compared the pattern of
humoral antibody responses to all EBV antigens between PersVpys and NegVpyna (Fig 2). In
the PersVpna group, there was a tendency of positive correlation between EBV-specific anti-
bodies, specially to IgM antibodies. On the contrary, NegVpna group was characterized by a
predominance of negative antibody correlations to several EBV antigens.

Plasmodium vivax antigen-specific antibody responses in persistent viral
DNA carriers

To investigate whether the continuous detection of EBV-DNA in the peripheral blood would
impact the humoral response to P. vivax malaria, we evaluated antibodies to leading P. vivax
blood-stage vaccine candidates (DBPII-related antigens, AMA-1 and MSP1-19). In general,
there was no clear difference in the proportion of responders between groups, however, the
levels of antibody response to different P. vivax antigens were significantly different between
PersVpna and NegVpya. The antibody response to the engineered DBPII immunogen
(DEKnull-2) showed a trend towards lower antibody levels in PersVpy, compared with
NegVpna (Fig 3). Specifically, while DEKnull-2 serological reactivity index (RI) ranged from
0.59 to 0.95 for PersVpyna, RI values ranged from 2.11 to 3 for NegVpna group. The difference
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Fig 1. Profile of IgG antibody response against EBV capsid antigen p18 (VCA-p18) in individuals whose EBV-DNA could be detected
(PersVpna) or not (NegVpy4) over the follow-up period. For each graphic, individual datapoints were expressed as ELISA absorbance (OD) and
shown here as a scatter dot plots with lines showing the median with interquartile range (IQR). Numbers represented in the top and bottom of
graphics represent the proportion of responders (%) and median (OD) with IQR values, respectively; p-values for significant difference between
groups were included and calculated as described in methods. The proportion of responders was determined by considering an OD > 0.38 as
ELISA-positive response (S2 Fig). All raw data are available in the S1 Table.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010305.9001

intra-group remained relatively stable overtime (Fig 3B). A similar pattern was observed with
the original DBPII protein (S6 Fig). For P. vivax MSP1-19, the differences between the groups
were less pronounced (Fig 4), with statistically significant differences observed only during
high transmission period at the study baseline (Fig 4). Circulating antibodies against AMA-1
showed a similar pattern of response as MSP1-19 (S7 Fig).

In general, antibodies against P. vivax blood antigens did not correlate with EBV antibody
response (S8 Fig). A similar pattern was found for Persvpya and NegVpya overtime, except
for an unexpected positive association between DEKnull2 antibodies and IgM Ead in the
PersVpna (S8 Fig).

Finally, to investigate whether EBV-DNA copy number in the peripheral blood would
influence P.vivax-specific antibodies response, a digital droplet PCR (ddPCR) was carried in
consecutive samples of the PersVpya group. In general, the EBV DNA copies/pL in the
PersVDNA was relatively low, range from 0.79 (baseline) to 0.84 copies/ ul at the end of the
follow-up period (S9A Fig) and remained < 1 copy/pl in most of malaria-exposed individuals
(S9B Fig). While the EBV-DNA copy number correlated with VCA-p18 IgG antibodies (S9C
Fig), the EBV-DNA copies “per se” did not influenced in P.vivax-specific antibodies (S10 Fig).
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Fig 2. Pairwise correlations between EBV antibody levels in individuals whose EBV-DNA could be detected (PersVpy,) or not (NegVpna) over the
follow-up period. Clustering was based on the Spearman correlation coefficient for assays measuring anti-EBV antibodies in plasma samples [IgM (VCA-p18,
Zebra and EAd-p45/52) and IgG (VCA-p18 and EBNA-1)]. Matrix heatmaps were shown for each cross-sectional survey (baseline, 6- and 12-months), with
top and bottom panels representing PersVpy 4 and NegVpna groups, respectively. Positive correlations shown in blue and negative correlations shown in red,

with numbers in bold statistically significant differences.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010305.g002

Discussion

In the Amazon rainforest both malaria and EBV infections are common, yet Burkitt’s lym-
phoma (BL) is rare [54]; this is not unexpected as endemic BL (eBL) is linked to P. falciparum
exposure, but not to other malaria parasites [20]. While P. vivax malaria is a public health
problem in the Amazon, immunological outcomes of prevalent viral co-infections are often
neglected [55-57]. Here, we sought to investigate whether a continuous detection of
EBV-DNA in peripheral blood of P. vivax malaria-exposed adults (PersVpy,) could impact
antibody response to key P. vivax blood-stage vaccine candidates. In this context, it is possible
to speculate that a positive PersVpy4 status may reflect a reactive EBV persistence with associ-
ated deregulated (activated) B-cell function. Consecutive cross-sectional surveys demonstrated
that levels of P. vivax-specific antibodies were in general lower in the PersVpy, group com-
pared with age-matched negative DNA carriers living in the same malaria-endemic village
(NegVpna). Interestingly, significant differences in antibody levels were observed against a
novel DBPII immunogen, DEKnull-2, that has been associated with stronger, broader, and
long-term neutralizing antibody response in the study area [31,37]. For DEKnull-2, the differ-
ence in the magnitude of the antibody response between PersVDNA and NegVpa groups
ranged from two to four-fold, and these differences were maintained throughout the follow-up
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Fig 3. Profile of IgG antibody response against the surface-engineered DEKnull-2 vaccine of P. vivax in individuals with (PersVpy,4) or without

(NegVpna) persistent viral DNA over the follow-up period. In A, results are shown by cross-sectional surveys (baseline, 6- and 12-month), with individual
data points expressed as ELISA Reactivity Index (RI) and shown here as a scatter dot plots with lines showing the median with interquartile range (IQR). In B,
medians of RIs overtime for each group. Numbers in the top and bottom of each graphic represent the proportion of responders (%) and median (RI) with IQR

values, respectively; p-values for significant difference between groups were included and calculated as described in methods. Reactivity Index (RI) was
calculated as described in methods and RI > 1 corresponded to an ELISA-positive response.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010305.9003
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period. While DEKnull-2 was developed to overcome the inherent DBPII bias towards devel-
oping strain-specific immunity associated with poor immunogenicity [35], our methodologi-
cal approach also included a common DBPII variant (Sall) circulating in the Amazon area
[29]. A similar profile of response was observed for the native Sal1-DBPII variant, in which
less reactivity was observed in the PersVpya group. Taken together, the results suggested that
long episodes of EBV-DNA detection may influence the levels of both strain-specific and
strain-transcending DBPII immune responses.

With respect to more immunogenic blood stage P. vivax antigens, such as MSP1-19 [58],
the difference in the magnitude of antibody response between the groups was less pronounced
and observed only in samples collected at baseline (PersVpyxa < NegVpna), when malaria
transmission was more evident in the study area. Although the reasons for the difference in
the profile of antibody response between P. vivax antigens are not known, we can speculate
that local seasonal variation in malaria transmission may have played a role, as antibodies
against MSP1-19 /AMA-1 may fluctuate considerably according to malaria transmission [59-
61]. In accordance, we previously demonstrated that levels of MSP1-19/AMA-1 (but not
DBPII-specific antigens) dropped when malaria transmission was reduced [30]. Considering
that our study design involved temporal variation in malaria transmission profile (S1 Fig), it is
reasonable to consider that lowest levels of these antibodies detected at 6 and 12 months of the
follow-up (i.e., in the NegVpn4 group) may have masked the difference between PersVDNA
and NegVDNA groups. Even though our sample size precluded a more robust statistical analy-
sis, the median for MSP1-19 dropped from 3.7 (at enrollment) to 0.8-1.16 (6 and 12 months,
respectively), and for AMA-1 from 2.82 to 1.48-1.05. Future studies should consider the wide
range of immunogenicity between P. vivax blood stage proteins.

It is also worth mentioning that in this immunocompetent malaria-exposed adult popula-
tion, we avoid to staging EBV infection based on serology. As we are dealing primarily with an
adult population, individuals from both groups presented antibodies against at least one EBV
antigens. Here, EBV serological profile was used as complementary tool to describe the seros-
tatus of PersVpya versus NegVpya group. For that, EBV serology was built upon an extensive
panel of EBV antigens, which included antigens from both latent and lytic stages [38]. More
specifically, we used EBV-specific polypeptides targeting the most frequent serological markers
of EBV such as the viral capsid antigens (VCA-p18), the early antigens (EAD-p47/54),
Epstein-Barr nuclear antigens (EBNAs) as well as the major transcription factor of EBV
expressed upon EBV lytic cycle activation (Zebra) [62]. This is a common panel used in studies
involving co-infection of malaria falciparum and EBV [49,51,63]. Based on this panel of EBV
antigens, it was possible to demonstrated that PersVpya had a much broader EBV antibody
response than the NegVDNA group, with a significant proportion of viral DNA carriers recog-
nizing all 5 serological markers used here. Considering individual EBV serological markers,
only IgG VCA-p18 distinguished PersVpy, and NegVpya groups during the follow-up study,
(85-89% vs. 38-45%, respectively). Actually, measuring VCA-IgG antibodies seems to be a
best single test to indicate a previous EBV infection [64]. Notwithstanding, in the PersVpya
group, IgG-VCA antibodies tended to be associated with IgM antibodies to lytic antigens
(VCA-p18, EAd-p45/52 and Zebra). According, only the levels of IgG VCA-p18 correlated
with the number of EBV-DNA copies, suggesting that these EBV-DNA carriers may have a
frequent/constant reactivation of the EBV over the months.

Intriguingly, EBV-IgM responses were relatively stable during the cross-sectional surveys
(in both groups for all EBV antigens). Although the reasons for these findings are unclear, con-
cerns have been raised about possible cross-reactivities of EBV-IgM antibodies with other anti-
genically related viral infections [65-67], such as CMV that is prevalent in the Amazon area
[68]. Although IgM cross-reactivity could not be ruled out, the tendency of correlation with
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EBV-DNA may reflect constant EBV activation-triggering of B-cells; in fact, EBV persistently
infecting naive or anti-EBV B-cells leading to increased IgM levels [69,70]. This is conceivable
since it has been demonstrated that a large proportion of circulating B cells from healthy EBV-
exposed subjects were committed to the production of IgM antibodies that were polyreactive
and bound a variety of self- and exogenous antigens [71]. These findings may explain the
unexpected association between DEKnull2 antibodies and IgM EAd-p45/52. Perhaps a plausi-
ble, and not mutually exclusive explanation, for our results of long-lasting IgM response is the
unappreciated role of the IgM antibodies in natural infections. To diverse immunogens and
pathogens, it has been demonstrated that long-lived antigen-induced IgM plasma cells demon-
strate somatic mutations, contribute to long-term protection, and may persist for a lifetime
[72]. Together, these findings emphasize the need to understand the role of the IgM specific
antibodies in natural infections and vaccines development [73].

While the persistence of the IgM response in our adult cohort merits further investigations,
it is important to clarify about the high sensitivity and specificity of the EBV-peptides used in
our ELISA assays. According, in a group of 34 Amazonian children (median age 9 years, IQR
8-11) whose plasma samples were screened for anti-EBV antibodies using the same peptide-
based ELISA protocol, we found that VCA-IgM and Zebra-IgM antibodies decreased over
time while VCA-IgG and EBNA-IgG increased within same period of time (12-month follow-
up) and remained positive throughout the observation period (S11 Fig). These results con-
firmed the typical pattern of seroconversion of young children with low socioeconomic status
[38], correlating with an early EBV seroconversion for Latin America population [74].

As expected, few malaria cases were detected in our malaria semi-immune study popula-
tion, which precluded our ability to evaluate an association between acute P. vivax infection
and persistent detection of EBV-DNA. Although the current study was not designed to investi-
gate whether EBV can change the course of an acute P. vivax malaria infection, scant data
from Indonesia suggest that whereas EBV-DNA levels were significantly elevated in high para-
sitemic P. vivax individuals, EBV-DNA levels were not related to age, gender, or malaria symp-
toms [75]. To properly address the influence of the persistence of EBV-DNA detection in the
course of vivax malaria, a non-immune symptomatic P. vivax population should be investi-
gated that was out of the scope of the current study.

Our study has limitations that should be considered when interpreting the results. First, a
relatively small number of malaria-exposed residents were eligible to participate in the study,
which may have underpowered some statistical analyses. Specifically, the 12-month cohort
study demonstrated that only 27 out of 360 individuals presented persistent detection of
EBV-DNA in peripheral blood. At this time, it is difficult to compare the frequency of
EBV-DNA detected in our study to the frequency detected in other studies. Particularly,
because in immunocompetent individuals the frequency of detection of EBV-DNA in blood
can vary widely, and this can be influenced by several factors, including differences in the
study population, seasonality and other co-infections present in the study area [76,77]. Also,
differences in DNA target, PCR protocols and biological specimens may lead to underestimate
or overestimate the prevalence of DNA in blood [78]. Here, we have decided to extract DNA
from the whole blood because EBV-DNA in plasma/serum may suggesting viremia; despite of
that, our protocol did not allow to differentiate EBV DNA from cell free (plasma/serum) from
cell-associated form (non-infectious).

Recently, an elegant study involving the blood virome of healthy individuals showed that
21% of studied blood samples had EBV expression [79]. Here, even among the small sample
used, we were able to detect EBV-DNA in 34% of our samples (123 out of 360) with roughly
8% classified as long-term EBV-DNA carriers (27 out of 360). Still, large longitudinal studies
are warranted to accurately determine prevalence in health individuals over time.
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Additionally, the small number of participants precluded the use of a multivariate model to
control confounding variables. However, our control group was adjusted by major confound
variables such as age, time of exposure and time living in the study area; consequently, we
believe that this did not significantly influence our findings. Notwithstanding these limitations,
we are confident about the robustness of the study design, which allowed us to demonstrate
for the first time that antibody levels to different P. vivax antigens were significantly lower in
subjects with persistent EBV “DNAmia”. As the main host cell of the EBV is the human B cell
(reviewed by [80]), ongoing experiments are in progress to evaluate on the role of a persistent
detection of EBV-DNA in the long-term P. vivax-specific B cell response. In this proof-of-con-
cept study, we provide evidence that a persistent detection of EBV in peripheral blood of an
adult P. vivax semi-immune population may impact the long-term malaria immune response
to major malaria vaccine candidates.

Supporting information

S1 Table. Individual data from the study population grouped according to the detection
(PersVDNA) or not (NegVDNA) of viral DNA over the follow-up period.
(XLSX)

S1 Fig. Monthly-time series of malaria cases in the agricultural settlement of Rio Pardo
(Amazonas, Brazil) during the study period, 2008-2009. The current study included three
cross-sectional surveys at six-month intervals (Baseline, Bs; 6- and 12-months latter). Malaria
cases were based on results of conventional microscopy provided by the National Malaria Sur-
veillance System Registry (SIVEP-Malaria), with cases of P. falciparum (light blue) and P.
vivax (dark blue) plotted per month.

(TIF)

$2 Fig. Two-graph receiver operating characteristic curves (TG-ROC) to EBV proteins.
For ELISA-detected antibodies [IgM (VCA-p18, Zebra and EAd-p45/52) and IgG (VCA-p18
and EBNA-1)], the best cutoff values was determined through sensibility and specificity calcu-
lated by TG-ROC curves in GraphPad Prism 9.2, as described in material and methods. Assay
variability was measured by the coefficient of variation (CV) calculated as the standard devia-
tion of absorbance divided by the mean; CV for positive/negative controls, respectively, were
14.9%/18.97% for IgM VCA-p18; 18.33%/ 12.18% for IgG VCA-p18; 14.34%/ 17%for IgG
EBNA-1; 19.94%/ 20.21% for IgM Zebra; 11.4/ 26.9% for EAd-p45/52.

(TIF)

S3 Fig. Frequency of anti-EBV antibodies according to the number of serological markers
recognized by individuals whose EBV-DNA could be detected (PersVpy,) or not
(NegVpna) over the follow-up period. For each group, results were presented as the propor-
tion of responders for one (1), two (2), three (3), four (4) or five (5) EBV serological markers
[IgM (VCA-p18, Zebra and EAd-p45/52) and IgG (VCA-p18 and EBNA-1)]. All raw data are
available in the S1 Table.

(TIF)

$4 Fig. Profile of individual VCA-p18 antibody response in individuals with (PersVpy,)
or without (NegVpna) persistent viral DNA over the follow-up period. For both graphics,
individual data points were expressed as ELISA absorbance (OD) and shown here as a scatter
dot plots. Points were connected representing the individual profile over the follow-up period.
The dotted line represents the cut-off value that was determined considering an OD > 0.38 as
a positive ELISA response (52 Fig) that classified subjects as low/high responders for VCA-
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pls.
(TIF)

S5 Fig. Individual antibody response to Epstein-Barr virus (EBV) peptides (VCA-p18,
ZEBRA, EAd-p45/52 and EBNA-1) during the cross-sectional surveys. Heatmaps illustrated
individual antibody response of each malaria-exposed individuals classified according to the
detection (PersVpyna) or not (NegVpn,) of EBV-DNA over the follow-up period. According
to EBV antibody response, individuals were categorized as non-responder (negative) or
responders (stratified as low, medium or high, according to EBV antibody reactivity). The
missing values are recorded as blank spaces.

(TIF)

S6 Fig. Profile of IgG antibody response against P. vivax Duffy Binding Protein region II
(DBPII) in individuals with (PersVpyna) or without (NegVpn,a) persistent viral DNA over
the follow-up period. In A, results are shown by cross-sectional surveys (baseline, 6- and
12-month), with individual datapoints expressed as ELISA Reactivity Index (RI) and shown
here as a scatter dot plots with lines showing the median with interquartile range (IQR). In B,
medians of RIs overtime for each group. Numbers in the top and bottom of each graphic rep-
resent the proportion of responders (%) and median (RI) with IQR values, respectively; p-val-
ues for significant difference between groups were included and calculated as described in
methods. Reactivity Index (RI) was calculated as described in methods and RI > 1 corre-
sponded to an ELISA-positive response.

(TIF)

S7 Fig. Profile of IgG antibody response against P. vivax Apical Membrane Antigen-1
(AMA-1), in individuals with (PersVpy4) or without (NegVpn4) persistent viral DNA
over the follow-up period. In A, results are shown by cross-sectional surveys (baseline, 6- and
12-month), with individual datapoints expressed as ELISA Reactivity Index (RI) and shown
here as a scatter dot plots with lines showing the median with interquartile range (IQR)). In B,
medians of RIs overtime for each group. Numbers in the top and bottom of each graphic rep-
resent the proportion of responders (%) and median (RI) with IQR values, respectively; p-val-
ues for significant difference between groups were included and calculated as described in
methods. Reactivity Index (RI) was calculated as described in methods and RI > 1 corre-
sponded to an ELISA-positive response.

(TIE)

S8 Fig. Pairwise correlations between EBV and P. vivax antibody levels in individuals with
(PersVpna) or without (NegVpnya) persistent viral DNA during the cross-sectional sur-
veys. Clustering was based on the Spearman correlation coefficient for assays measuring anti-
EBV antibodies in serum. Matrix heatmaps were shown for each cross-sectional survey (base-
line, 6- and 12-months), with top and bottom panels representing Pers Vi, an Neg Vpna
groups, respectively. Positive correlations shown in blue and negative correlations shown in
orange, with numbers in bold statistically significant differences.

(TIE)

S9 Fig. EBV-DNA quantification (by ddPCR) in individuals with persistent detection of
the EBV DNA (PersVDNA). In A, the amplitude of viral DNA is shown by cross-sectional
surveys (baseline, 6 and 12 months), with individual data points represented as copy number
/uL. Data are shown here as scatterplots with lines showing the median with interquartile
range (IQR) (values shown below each cross-section). In B, the dots were connected represent-
ing individual variability in EBV-DNA copies overtime, and in C, the association between
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anti-VCA-p18 IgG antibodies and EBV-DNA copies, as analyzed by the Spearman’s correla-
tion coefficient (r = 0.32 and p<0.05).
(TIF)

S10 Fig. Absence of correlation between the levels of P. vivax specific antibody and
EBV-DNA copy number (“DNAmia”). The correlation between antibody levels (reactivity
index—RI) to P. vivax blood stage proteins—DEKnull2 (A), DBPII (B), MSP1-19 (C), AMA-1
(D)—and the viral DNA detected (copies/uL) was based on the Spearman correlation coeffi-
cient (p>0.05 for all comparison).

(TIE)

S11 Fig. IgM and IgG antibody response against Epstein-Barr virus peptides in Amazonian
children over time. For each EBV-peptide (VCA-p18; Zebra, EAd-p45/52 and EBNA-1) anti-
body response was represented by frequency of responders (bar) and magnitude of response
(optical density-OD median, lines). The results represented three cross-sectional surveys car-
ried-out at 6-month intervals, i.e., at enrollment (0m) and six (6m) and 12-month latter (12m).
ELISA assays were carried out as described in the methods.

(TIF)
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