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RESUMO

A maléria é uma doenca infectocontagiosa desencadeada pela exposi¢cdo aos protozoarios do
género Plasmodium, os quais sdo transmitidos por mosquitos Anopheles fémeas. A prevaléncia
global das espécies P. falciparum e P. vivax culminam em notavel morbidade e mortalidade
anualmente. Os mecanismos de interacdo parasito-hospedeiro ainda ndo sdo completamente
compreendidos. A relacdo entre os niveis de hemoglobina e o metabolismo sistémico de
pacientes infectados por P. falciparum, P. vivax ou coinfeccdo por ambas as espécies foi
estudada, o objetivo deste estudo foi investigar quais vias metabolicas e metabdlitos estdo
associados aos niveis de hemoglobina durante a malaria. Realizamos a busca por dados publicos
de metabolémica na base de dados Metabolights, cujas coortes incluiram pacientes com maléria
causada por P. falciparum, P. vivax ou coinfeccdo por ambas as espécies. Os dados de
metaboldmica adquiridos por espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-
MS) foram processados, filtrados, transformados e normalizados. Utilizamos o ambiente de
computacao estatistica e grafica R para analisar a associacao entre os niveis de hemoglobina e
metabolitos. No programa mummichog, metabodlitos e vias metabdlicas diversas foram
associadas significativamente aos niveis de hemoglobina em cada grupo. Foi verificado que o
metabolismo do linoleato foi significativo nas infec¢bes por ambas as espécies de Plasmodium,
sugerindo um papel importante desta via para a anemia malarica. Essas descobertas promovem
a busca por biomarcadores de gravidade da doenca e potenciais alvos terapéuticos para a
malaria.

Palavras-chave: Anemia; Malaria; Metabol6mica; Interagdes hospedeiro-patdgeno.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease triggered by exposure to protozoa of the Plasmodium genus,
which are transmitted by female Anopheles mosquitoes. The global prevalence of P. falciparum
and P. vivax species results in notable morbidity and mortality each year. The mechanisms of
parasite-host interaction are not yet fully understood. The relationship between hemoglobin
levels and systemic metabolism of patients infected by P. falciparum, P. vivax or coinfection
with both species has been studied. This study aimed to investigate which metabolic pathways
and metabolites are associated with hemoglobin levels during malaria. We conducted a search
for public metabolomic data in the Metabolights database, whose cohorts included patients with
malaria caused by P. falciparum, P. vivax or coinfection by both species. Metabolomics data
acquired by liquid chromatography — mass spectrometry (LC-MS) were processed, filtered,
transformed, and normalized. We used the R statistical and graphical computing environment
to analyze the association between hemoglobin levels and metabolites. In the mummichog
program, various metabolites and metabolic pathways were significantly associated with
hemoglobin levels in each group. We verified that the linoleate metabolism was significant in
infections by both Plasmodium species, suggesting an important role for this pathway for
malarial anemia. These findings promote the search for biomarkers of disease severity and
potential therapeutic targets for malaria.

Keywords: Anemia; Malaria; Metabolomics; Host-pathogen interactions.
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1. INTRODUCAO
1.1 O impacto da maléaria

A maléria é uma doenca de etiologia infecciosa decorrente da exposi¢do aos
protozoarios pertencentes ao género Plasmodium, sendo seu veiculo de transmissdo a
inoculacdo realizada pela fémea do mosquito Anopheles (Impondo, 2023). As espécies de
Plasmodium predominantemente associadas a infec¢do em seres humanos séo o P. falciparum
e 0 P. vivax, as quais, em conjunto, sdo responsaveis por uma significativa parcela da morbidade
e mortalidade relacionadas a malaria a nivel global (Colvin; Cordy, 2020). A predominancia de
casos de malaria grave e 6bitos esta ligada ao P. falciparum, embora haja um aumento na

notificacdo de casos graves causados pelo P. vivax (Gomes et al., 2011).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2021 houve um registro
de 247 milhdes de casos de malaria em 84 paises onde a doenca é endémica. Isso representa um
aumento em relacdo aos 245 milhdes de casos ocorridos em 2020, com a maior parte desse
aumento observada em paises africanos. Em relacdo a mortalidade por malaria, houve uma
reducdo de 625.000 6bitos em 2020 para 619.000 em 2021.

Dados atuais mostram que na América do Sul, a malaria ocorre principalmente na regido
amazodnica em paises como Venezuela, Peru, Bolivia e Brasil (Recht et al., 2017). Por se tratar
de um pais continental com grande territério, o Brasil se torna uma area endémica, que inclui
todos os estados da regido norte, Maranhédo e do Mato Grosso. Dados do Ministério da Saude
indicam uma queda nos casos de malaria no Brasil entre 2010 e 2016. Em 2017 0s casos
aumentaram expressivamente (aproximadamente 52% em relacdo a 2016), com 189.515 casos
reportados, ao passo que os dados mais recentes apontam que em 2021 foram reportados
139.112 casos autdctones, sendo que a grande maioria (83%) dos casos foi de P. vivax e 17%
de P. falciparum (Brasil, 2022). O mapa de risco publicado pelo Ministério da Saude (Brasil,

2022) demonstra as areas de risco da malaria no Brasil em 2021 (Figura 1).

Em relag¢do as mortes por malaria, no ano de 2018 houve um aumento significativo no
numero de casos de malaria no Brasil. Neste ano, o nimero de 6bitos aumentou 64,7%, indo de
34 em 2017, e para 56 em 2018. No ano seguinte, 2019, houve reducao de 33,9%, tendo o Brasil
registrado 37 6bitos. Em 2020 ocorreu novo aumento, onde foram registrados 51 6bitos, 37,8%
de aumento em comparagdo ao ano anterior. Em 2021, de acordo com dados preliminares,

foram registrados 58 obitos por malaria no pais, representando 13,7% de aumento em



comparacdo a 2020. A letalidade por malaria na regido amazonica é baixa (0,04%), enquanto
no restante do pais a letalidade chegou a ser 23,25 vezes maior em 2021 (Brasil, 2022). O ébito
nestas areas ocorre, na maior parte, em pessoas que vém infectadas de outros paises ou de
estados da regido amazonica e nao recebem o diagnostico e tratamento oportunos e adequados
devido a dificuldade na suspeicdo de uma doenca relativamente rara nestas areas e

desinformacao dos viajantes a respeito dos seus riscos.

IPA 2021
| Sem Transmissdo
Muito baixo risco
Baixo risco \
B Médio risco X,

Y : L
I Alto risco - <
S, } g : !
£

0 500 1.000 km
L EE—

Classificagdo da IPA: Sem transmisséao - 0 casos autéctones; Muito baixo risco - IPA <1
caso/1.000 habitantes; Baixo risco - IPA <10 casos/1.000 habitantes; Médio risco - IPA <50
casos/1.000 habitantes; Alto risco - IPA =50 casos/1.000 habitantes.

Data de atualizag&o dos dados: 05 de julho de 2022. Fonte: Sivep-Malaria/SVS/MS e Sinan.

Figura 1 — Mapa de Risco do Brasil. Fonte: Ministério da Satde — Governo

Brasileiro, 2023. https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-

z/m/malaria/situacao-epidemiologica-da-malaria-1/mapa-de-risco/mapa-de-

risco-2021-site.png/view

O inseto vetor da malaria trata-se de mosquitos do género Anopheles e sua ampla

distribuicdo no Brasil € facilitada pelo clima tropical. Este género compreende
aproximadamente 400 espécies, das quais cerca de 60 sdo encontradas no Brasil (Siqueira et
al., 2018). Carlos e colaboradores (2019) verificaram que os estados do Amapa e Amazonas
possuem a maior variedade de espécies que mosquitos desse género, corroborando com os
dados da OMS que estabelecem essa regido como a maior ofensora em notificagdes. Os autores
ressaltam ainda que os dados podem estar sujeitos a vieses de baixa amostragem, assim como
a subnotificacdo. Além disso, a sazonalidade das regides interfere diretamente no indice de
propagacdo da maléria, visto que é maior em periodos chuvosos e sofre um decréscimo do

numero de casos da doenca em periodos de estiagem pois a seca diminui a proliferacdo do vetor
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(Wyse et al, 2006). O principal vetor no Brasil € o Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi que
possui um comportamento antropofilico e endofilico, além de possuir reconhecidamente o
hébito de picar no interior (endofagia) e nas proximidades das residéncias (exofagia) (Siqueira
et. al, 2018).

Ademais, desenvolvido para uma alimentacdo liquida, o aparelho bucal dos mosquitos
Anopheles ¢é categorizado como picador-sugador (Rey, 2014). Tanto os machos quanto as
fémeas apresentam um metabolismo energético que é influenciado pela ingestdo de
carboidratos, 0s quais sdo comumente obtidos a partir de seivas e frutas. As pesquisas
conduzidas por Neves (2016) demonstram que esses acucares também podem ser obtidos
através da secrecdo doce liberada por pulgdes, cochonilhas ou cigarras depositadas nas folhas.
No entanto, as fémeas possuem um conjunto de estiletes bucais longos e rigidos, ao contrario
dos machos, cujas pecas sdo apresentadas de forma incompleta ou atrofiada. A diferenciacdo
morfoldgica destacada, possibilita que as fémeas desenvolvam habitos hematdfagos, sendo,
portanto, responsaveis pela transmissdo da maléria (Consoli; Lourengo-de-Oliveira, 1994)
(Rey, 2014).

O ciclo de vida do Plasmodium depende da expressdo de proteinas especializadas do
hospedeiro, as quais tém um papel fundamental na regulacdo da sobrevivéncia do parasito tanto
intracelular quanto extracelular, na invasdo de diversos tipos de células, e na evasdo das
respostas do sistema imunoldgico (Gomes et al., 2011). A fase esquizogobnica € iniciada com a
inoculacdo do parasita no hospedeiro humano, em que 0s esporozoitos invadem as células
hepaticas, desencadeando a esquizogonia. Esta fase se subdivide em duas etapas distintas: a
esquizogonia pré-eritrocitica e a esquizogonia eritrocitica. No interior dos hepatécitos, 0s
trofozoitos iniciam o processo de divisdo assexuada intracelular. Ao término dessa fase,
milhares de merozoitos exo-eritrociticos emergem de cada hepatécito infectado (Krampa et al,
2020) (Figura 2).

No ciclo eritrocitico o P. falciparum invade e se prolifera nos eritrocitos, enquanto o P.
vivax exibe uma preferéncia pela invasdo dos reticuldcitos (Gardinassi, et al., 2017). A
afinidade do P. vivax pelos reticuldcitos desempenha um papel importante na reducdo da
parasitemia, associada & progressdo moderada da doenca e a diminuicdo das taxas de
mortalidade da maléaria causada por P. vivax em comparacao com P. falciparum (Howes, et al.,

2016). Sob uma perspectiva bioguimica, a malaria implica em uma complexa interagdo entre
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0 parasita e o hospedeiro, por meio de um ambiente compartilhado de recursos, culminando na

troca de nutrientes e moléculas de sinalizagdo (Colvin; Cordy, 2020) (Figura 2).

Zj Q; 1.Anopheles
Injeta Ciclo

16.0ocisto se esporozoitos - . P
rompe liberando & / - - pre-eritrocitico
esporozoitos ‘\ 2.Esquizonte
g & &7 tecidual
. . 8.Ruptura do
s :;» 2 esquizonte [ -
) 2 eritrocitico a
15.0ocisto
Ciclo no % & \ N 3.Liberacdo
vetor ’ 7.Esquizonte Cd \ ':ﬁé; de
{ eritrocitico \ ® merozoitos
| . @
| ®e
14.0ocineto ‘ | . CICI?_
eritrocitico
6.Trofozoito 5.Trofozoito fe
maduro jovem 4 .,
. 4.Merozoitos
13.Microgameta . 6 |Qva}i§m
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Figura 2 - Ciclo Biol6gico da Malaria. 1. No momento do repasto sanguineo a fémea anofelina injeta
esporozoitos na pele do hospedeiro vertebrado. Os esporozoitos migram ativamente pela corrente sanguinea
até se estabelecerem no hepatécito. 2. O esporozoito inicia a sua multiplicagdo intracelular assexuada,
dando origem ao esquizonte tecidual. 3. Ocorre a ruptura do esquizonte tecidual e liberacdo de milhares de
merozoitos na corrente sanguinea. 4. Os merozoitos invadem os eritrécitos. 5. Dentro dos eritrocitos 0s
merozoitos se diferenciam em trofozoito jovem em forma de anel. 6. Os trofozoitos se diferenciam
originando os trofozoitos maduros. 7. Inicia —se a multiplicagdo intracelular assexuada dentro do esquizonte
eritrocitico. 8. Com a ruptura do esquizonte eritrocitico sdo liberados milhares de merozoitos que irdo
invadir outros eritrécitos dando continuidades ao ciclo eritrocitico. 9. Ap6s sequéncias de ciclos
eritrociticos, alguns trofozoitos se diferenciam para gametécitos incapazes de desenvolver a fase sexuada
no hospedeiro vertebrado. 10. A fémea anofelina ingere os gametécitos. No intestino do vetor os
gametocitos se diferenciam em 11. Microgameta (masculino) e 12. Macrogameta (feminino). 13. O
microgameta penetra 0 macrogameta originando o zigoto. 14. O zigoto se diferencia para oocineto mével
que migrara através da parede intestinal do vetor onde sofrerd uma transformagao para oocisto. 15. O
oocisto se rompe liberando os esporozoitos na hemolinfa do inseto, logo ocorre a migragdo dos esporozoitos
até as glandulas salivares onde ficardo até serem transmitidos ao proximo hospedeiro em um repasto

sanguineo. Fonte: Silva et al., 2023.

Apesar de a infecgdo por P. falciparum ser a principal causa de mortalidade associada a
malaria, a biologia do P. vivax dificulta tanto o controle quanto o tratamento da doenca. Esse
fendmeno ocorre devido a habilidade dos hipnozoitos, que representam a forma latente e ndo
detectavel do parasita no figado por extensos periodos, que podem se estender de meses a anos.
Os hipnozoitos podem ser ativados, desencadeando assim uma nova infeccdo na corrente
sanguinea, o que resulta em uma manifestacdo sintomatica conhecida como recaida, e

subsequentemente, resulta na transmisséo do parasita.
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A presenca desses hipnozoitos é uma das razdes pelas quais o tratamento, eficaz da
maléria causada por P. vivax, é desafiador. Os medicamentos antimalaricos precisam ser
escolhidos cuidadosamente para atacar tanto as formas sanguineas, quanto as hepaticas dos
parasitas, visando a eliminacdo completa da infeccdo e prevenindo recaidas. Dessa forma, a
eliminacdo dos hipnozoitos do P. vivax no figado é crucial para alcangar o objetivo de

erradicacdo da malaria (Flanery et al., 2022).

A anemia configura-se como uma condic¢do hematoldgica caracterizada pela reducdo na
concentracdo de hemoglobina ou na contagem de glébulos vermelhos circulantes, sendo estes
altimos os efetores do transporte de oxigénio no corpo (De Santis, 2019). Além disso, a anemia
representa uma manifestacdo clinica multifatorial com implicacdes significativas para a satde
publica. A etiologia da anemia abrange uma variedade de causas, incluindo deficiéncias
nutricionais, como a falta de ferro, vitamina B12 e acido félico, bem como condicGes que levam
a destruicdo acelerada das hemacias ou a reducéo da producdo de hemacias pela medula dssea
(Batista; Souza; Bresani, 2008).

Em termos de niveis de hemoglobina, os valores de referéncia variam de acordo com o
sexo do individuo. Para homens, o valor de referéncia é tipicamente entre 13,0 g/dL e 16,9 g/dL,
enquanto para mulheres, o valor de referéncia é entre 11,5 g/dL e 14,9 g/dL (Rosenfeld et al.,
2019). A avaliacdo desses niveis é crucial para o diagnostico e 0 manejo da anemia, permitindo
intervencdes terapéuticas adequadas para corrigir a condi¢do subjacente (Cancado; Chiattone,
2010). Além disso, a compreensdo aprofundada dos mecanismos moleculares e celulares
envolvidos na patogénese da anemia permite o desenvolvimento de estratégias de prevencéo e
intervencéo eficazes, visando melhorar a qualidade de vida e reduzir as morbidades associadas
a essa condicdo hematoldgica.

A maléria representa uma das principais etiologias de anemia em regides tropicais
(White, 2018). A infeccdo malarica desencadeia anemia por meio de hemolise, aumento da
depuracdo esplénica de eritrocitos infectados e ndo infectados, além de promover a
diseritropoiese mediada por citocinas (Ajakaye; Ibukunoluwa, 2020). A diseritropoiese na
maléria esta associada a sintese intramedular de substancias inibidoras da eritropoiese (White,
2018). A anemia causada pela malaria é caracterizada pela hemolise tanto de eritrocitos
infectados como ndo infectados. A ruptura dos eritrocitos infectados resulta na liberagdo, além
dos merozoitos, de diversos subprodutos metabdlicos do parasita, incluindo a hemozoina,

formada durante o processo de digestdo da hemoglobina.
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A liberacdo de componentes parasitarios desencadeia respostas do hospedeiro,
contribuindo para a manifestacdo de diversos sintomas clinicos (Su; Zhang; Joy, 2020). Os
sinais clinicos predominantes da maléria incluem febre, sudorese, cefaléia, tremores, ndusea,
vomito, diarreia, astenia e mialgia. Contudo, ha situacdes em que 0s pacientes acometidos pela
malaria permanecem assintomaticos, devido a resisténcia imunoldgica, baixa carga parasitéria,
variacdo da espécie do parasita, estado de imunossupressdo, dentre outros fatores. Desta forma,
ndo manifestam quaisquer sintomas discerniveis, o que pode ocasionar desafios no diagnostico
da doenca (Bria; Yeh; Bedingfield, 2021).

Novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para abordar os desafios no diagnostico
da maléria e na deteccdo precoce de individuos assintomaticos. A detec¢do de assintomaticos
pode ter um impacto substancial na transmisséo, no controle e, potencialmente, na erradicacao
da malaria (Krampa et al, 2020). Atualmente, o diagndstico da malaria é predominantemente
realizado por meio de andalises microscopicas de gota espessa e esfregaco sanguineo, bem como
testes rapidos de antigenos e técnicas moleculares de amplificacdo de &cidos nucleicos.
Recentemente, testes imunocromatograficos, biossensores e imunossensores tém mostrado um

notavel avanco como ferramentas de deteccdo promissoras (Baptista et al., 2021).

A eliminacdo da maléria deverd ocorrer apds desenvolvimento e administracdo de
vacinas efetivas, as quais, até o0 momento, tém sido idealizadas com foco em determinar
possiveis antigenos expressos por Plasmodium, principalmente P. falciparum, que podem ser
alvos instrumentais para induzir imunidade protetora. No entanto, as varia¢oes e polimorfismos
antigénicos que surgem nos genes do parasita sob pressdo seletiva da resposta imune,
constituem grandes desafios para selecdo e priorizacdo de antigenos vacinais, além de serem
fatores de confusdo na interpretacdo de resultados de ensaios clinicos com vacinas em fase de
teste (Moormann; Nixon; Forconi, 2019).

1.2 A interagcdo Plasmodium-hospedeiro

O contato inicial entre o parasito e 0 hospedeiro acontece na primeira barreira fisica da
imunidade inata: a pele. Quando a fémea do mosquito Anopheles se alimenta do sangue, e
inocula os esporozoitos no hospedeiro, eles podem ficar retidos na pele por até 6 horas, gerando
diferentes respostas imunes (Yamauchi et al., 2007). O aparelho bucal do vetor é responsavel
por facilitar a migracdo dos esporozoitos que, ao atingirem a circulagéo, se dirigem e infectam
hepatocitos (Yang et al., 2017).
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O dano aos hepatocitos infectados pode resultar na liberacdo de padrdes moleculares
ligados a danos (DAMPs - damage associated molecular patterns) e padrées moleculares
associados aos patogenos (PAMPs - pathogen-associated molecular pattern), que desencadeiam
a ativacdo da resposta imune inata. DAMPs e PAMPs sdo reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs-pattern recognition receptors), incluindo, por exemplo,
TLR2 (glicosilfosfatidilinositol), TLR4 (hemozoina) e TLR9 (hemozoina e DNA), que fazem
parte de um conjunto e proteinas transmembrana denominados receptores do tipo Toll (TLRs-

toll-like receptors).

Os principais receptores capazes de reconhecer componentes do Plasmodium no
citoplasma da célula sdo os genes indutores de &cido retindico do tipo 1 (RIG 1, do inglés,
retinoic acid-inducible gene 1), gene 5 associado a diferenciacdo de melanoma (MDAD5, do
inglés, melanoma differentiation associated gene 5) e receptor laboratorio de genética e
fisiologia 2 (LGP2, do inglés, laboratory of genetics and physiology 2) do tipo RIG-I1, capazes
de reconhecer &cido ribonucleico (RNA, do inglés, ribonucleic acid) do parasito. O
reconhecimento por estes receptores leva a ativacao de células hepaticas, assim como de células
hematopoiéticas, incluindo células exterminadoras naturais (NKs), macrofagos e células
dendriticas (DCs), que iniciam a ativacdo da resposta imune (Kalantari et al., 2014; Natama et
al., 2018).

O estégio hepético é assintomatico, porém, existe uma resposta imunolégica direcionada
aos esporozoitos (Zheng; Tan; Xu, 2014). De fato, a ativacdo de PRR em hepatdcitos promove
a expressdo dependente de IRF3 e IRF7 de IFN tipo | e tipo 1l (Sakuragi et al., 2022). Células
mieldides, como macrofagos DCs, também exibem aumento da sinalizacdo por IFN-I, o que
resulta no recrutamento de celulas NK e linfécitos citotoxicos (Liehl et al., 2014). Os antigenos
presentes na superficie de hepatocitos passam a ser reconhecidos pelo complexo principal de
histocompatibilidade do tipo 1 e apresentados a células T CD8+ citotdxicas capazes de eliminar

hepatocitos infectados (Imai et al., 2015).

Durante o periodo eritrocitico ha um novo ciclo de reproducdo assexuada que gerara
novos merozoitos e gametdcitos. O aumento de tamanho e quantidade de parasitos nos
eritrocitos infectados tornam estas células rigidas e deformadas e, desta forma, sdo eliminadas
no baco (Bucsan; Williamson, 2020). Entretanto, ap6s o rompimento simultdneo de milhares
de eritrocitos infectados no decorrer do ciclo, ocorre a liberacdo de ligantes de PRRs que
induzem a maturacdo de DCs, as quais migram para 0 bago. Essa maturacdo de DCs esta
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associada a um aumento na expressao de moléculas de co-estimulacdo, como CD80, CD86,
CD40, de MHC-IlI e moléculas de adesdo. Ainda, a infeccdo por Plasmodium ativa
inflamassomas, os quais séo responsaveis pela maturacdo de citocinas como IL-1pB ¢ IL-18 e

induzem inflamacdo e patologia na malaria (Pereira et al., 2020).

As DCs ativadas produzem interleucina-12 (IL-12), que ativa células NK e induz a
producdo de IFN-y. Em conjunto, a sinalizagdo de IL-12 e IFN-y sdo cruciais para a
diferenciacdo de células T auxiliares 1 (Thl, do inglés, T helper 1), assim como linfocitos T
foliculares (Tfh, do inglés, T follicular helper cell) polarizados para Thl. Tfh promovem a
formacdo de centros germinativos, hipermutacdo somaética e troca de classe de anticorpos
produzidos por linfécitos B especificos para Plasmodium (Lima-Junior; Pratt-Riccio, 2016). A
grande quantidade de eritrocitos eliminados, somada ao sequestro (adesdo ao endotélio) que
estas células sofrem na tentativa de evadir a resposta imune, pode causar anemia e
consequentemente a acidose latica sisttmica, devido a reducdo de oxigénio nos tecidos

(Possemiers; Vandermosten; Van Den Steen, 2021).

O conhecimento acerca dos mecanismos de interacdo patégeno-hospedeiro durante a
maldria foi obtido principalmente via estudos que focaram em um ou poucos componentes do
hospedeiro, do vetor ou do patdgeno. Estes estudos foram realizados com modelos animais,
incluindo camundongos, aves e primatas ndo-humanos, cada um selecionado devido a algum
aspecto, como facil manuseio ou mesmo a relacéo evolucionaria com humanos (Baird 2009).
Embora eles sejam importantes para identificacdo de mecanismos moleculares atuando na
patogénese e protecdo contra a malaria, estudos utilizando ferramentas em larga escala, por
exemplo, gendmica, transcriptomica, protedmica e metaboldomica tém revolucionado o

entendimento da relagédo entre Plasmodium e humanos.
1.3 Metabol6mica como ferramenta de estudo da malaria

O metabolismo celular é definido como um conjunto de processos bioquimicos nas
células que produzem ou consomem energia. As vias do metabolismo central, que envolvem
nutrientes abundantes como acidos graxos e aminoacidos, podem ser separadas em trés classes:
as vias que sintetizam moléculas (anabolismo), vias que degradam moléculas (catabolismo) e
as vias que eliminam residuos toxicos produzidas por outras classes (destinacdo de residuos)

(DeBerardinis e Thompson 2012). O metabolismo celular ndo é responsavel apenas pela
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sobrevivéncia e proliferacdo celular, mas também por sua resposta efetora no sistema

imunolégico (Man et al., 2016).

As células envolvidas na resposta imune, quando ativadas passam por uma mudanca na
expressdo de diversos genes, resultando em novas fungdes como producdo de citocinas,
mediadores lipidicos, enzimas, capacidade de migrar dos tecidos e/ou sofrer divisdo celular.
Essa transicao de estado quiescente para ativado requer uma distribuicdo de pequenas moléculas
(metabdlitos) em diferentes vias, portanto determinadas vias metabdlicas sdo reguladas para

direcionar tais mudancas funcionais (Pearce; Pearce 2013).

A metabolémica ¢é a andlise global de moléculas pequenas (usualmente menores que
2000 Da) em amostras bioldgicas. Embora este campo de pesquisa esteja emergindo, as
tecnologias relacionadas tém evoluido de forma répida. Entre estas tecnologias, a
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS) oferece a melhor
cobertura de analise. Metaboldmica com LC-MS sem alvo definido tipicamente detecta
milhares de metabdlitos em amostras bioldgicas. A metabolémica sem alvo definido significa
que o ensaio almeja a descoberta sem uma hipotese anterior. J& a metabolémica com alvo
definido requer que a analise de cada metabolito tenha sido previamente caracterizada e
validada com um padrdo quimico comercial e é usualmente limitada a menos metabdlitos
(Gardinassi et al 2017).

A metabolémica é uma ferramenta robusta para estudar as interacbes hospedeiro-
patégeno. A andlise aprofundada do metabolismo, subprodutos e vias associadas é essencial
para compreender 0s mecanismos subjacentes as respostas do organismo ao patogeno (Colvin;
Cordy, 2020), bem como para identificar a atividade de processos fisioldgicos e patoldgicos,
potenciais alvos terapéuticos e biomarcadores de infecgdo (Gardinassi, et al., 2017). A interacao
entre o parasita e o hospedeiro exerce uma influéncia direta nas vias metabdlicas, uma vez que
0 parasita se apropria do compéndio de metabdlitos do hospedeiro como um substrato para

processos de biossintese (Ghosh, S. et al., 2018).

Utilizando a metabolomica, foi demonstrado que durante infecgGes por P. vivax,
ocorrem alteragdes significativas no metaboloma sanguineo de humanos, as quais estdo
associadas a atividade da resposta imune contra este parasito. Como exemplo, podemos citar
associacOes entre 0 metabolismo de glutamina ou de triptofano com a resposta de individuos

expostos pela primeira vez ao Plasmodium (Gardinassi et al. 2018). Ainda, foi demonstrado
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que a carga de parasitos circulantes, ou seja, a parasitemia causada por P. vivax esta
significativamente associada a diversos metabdlitos circulantes, inclusive produtos da

degradacdo do heme, assim como diversos lipidios (Gardinassi et al. 2017).

Dada a relevancia da anemia para a gravidade da malaria, formulamos a hipotese de que
o perfil metabdlico de pacientes com maléria estd associado aos niveis de hemoglobina, e

podem fornecer informagGes impares sobre a fisiopatologia da doenga.
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
e Investigar quais vias metabdlicas e metabolitos estdo associados aos niveis de

hemoglobina durante a malaria.

2.2. Objetivos especificos
e Auvaliar correlagdes entre os niveis de hemoglobina e niveis metabolitos;
e Comparar as correlagdes entre os niveis de hemoglobina e metabolitos em infecgdes por

P. vivax, P. falciparum ou coinfeccéo por ambas as espécies.

3. METODOLOGIA
3.1 Busca por dados publicos de pacientes com maléria

Dados de metabolémica adquiridos de pacientes com maléria causada por P. falciparum,
P. vivax ou co-infec¢do por ambas as espécies foram obtidos nas bases de dados Metabolights
(https://www.ebi.ac.uk/metabolights/) com o identificador MTBLS664, além disso, foram
adquiridos dados referentes aos niveis de hemoglobina de cada paciente. Este projeto nao
necessitou de aprovacdo no comité de ética, pois foi realizado integralmente de forma

computacional.
3.2 Processamento e analise dos dados de metaboldémica

Os dados de metabolémica sem alvo definido (untargeted) obtidos via espectrometria
de massas acoplado a cromatografia liquida (LC-MS) foram processados com o pacote
apLCMS para R (Yu et al., 2009). Apos obtencéo da tabela de compostos ionizados (picos de
razdo carga-massa ou m/z), nés realizamos uma filtragem para presenca em ao menos 50% das

amostras, transformamos os valores para escala logaritmica (log2) e normalizados os dados pela
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média. No programa mummichog (Li et al., 2013), a linguagem python foi utilizada para

predizer vias metabdlicas associadas aos niveis de hemoglobina.
3.3 Anélise estatistica dos dados

Para andlise dos dados, utilizamos o ambiente de computacgéo estatistica e grafica R.
NOs realizamos regressdes lineares para avaliar as associacdes entre os niveis de hemoglobina
e metabdlitos independentemente da classificagdo de pacientes anémicos, obtendo assim, uma

andlise ndo supervisionada, o limiar predefinido como nivel de significancia foi 0,05.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Busca e processamento de dados publicos de metabolémica

A busca e o processamento de dados publicos de metaboldmica desempenham um papel
crucial na pesquisa cientifica, permitindo a descoberta de padrdes, identificacdo de
biomarcadores e compreensdo dos processos metabolicos em sistemas bioldgicos. A busca por
dados de metabolémica foi realizada na plataforma MetaboLights através do termo de busca
“malaria” e filtragem para a espécie Homo sapiens. Isto resultou em um total de 15 conjuntos
de dados publicos (datasets), dos quais selecionamos o estudo com identificador MTBLS664,
pois apresenta dados tanto de infec¢des por P. vivax quanto por P. falciparum. O processamento
inicial dos dados resultou na deteccdo de 6821 picos de m/z, que foram entdo filtrados pela
presenca em ao menos 50% das amostras. Isto resultou em 5653 picos de m/z, cujas intensidades
foram transformadas para log2 e normalizadas pela média.

Os dados compreendem 30 amostras de pacientes com malaria causada por P. vivax, dos
quais 8 sdo do sexo feminino e 22 do sexo masculino, com média de idade de 31 anos e niveis
médios de hemoglobina de 13,7 g/dl. Também foram coletadas 30 amostras de pacientes com
maléria causada por P. falciparum, dos quais 14 séo do sexo feminino e 16 do sexo masculino,
com média de idade de 27 anos e niveis médios de hemoglobina de 11,4 g/dl. Ainda, os
pacientes com coinfeccdo incluiram 22 amostras, das quais 6 sdo do sexo feminino e 16 séo do

sexo masculino, com média de idade de 32 anos e niveis médios de hemoglobina de 12,5 g/dl.

NOs comparamos 0s niveis de hemoglobina entre os trés grupos de pacientes
estratificados por sexo e observamos que embora haja menores niveis de hemoglobina durante
malaria por P. falciparum e coinfeccdo em individuos do sexo feminino em relacdo a maléria

por P. vivax, estas diferengas ndo foram significativas (Figura 3A). J&, quando comparamos 0s
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individuos do sexo masculino, observamos uma diferenca significativa entre P. vivax e P.

falciparum, porém ndo em relacdo a coinfeccao (Figura 3B).
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Figura 3 — Comparacéo dos niveis de hemoglobina durante a maléaria. (A) Niveis de hemoglobina
em individuos do sexo feminino durante maléria causada por P. vivax, P. falciparum ou
coinfeccéo. (B) Niveis de hemoglobina em individuos do sexo masculino durante malaria causada
por P. vivax, P. falciparum ou coinfecgéo.

Com base nestes resultados, podemos verificar que a maléria causada por P. falciparum
causa as maiores quedas nos niveis de hemoglobina durante a malaria. Isto é esperado, pois P.
vivax invade apenas reticulécitos (eritrocitos imaturos), que compdem uma porcentagem
pequena das células vermelhas circulantes, enquanto P. falciparum é capaz de infectar
eritrocitos de qualquer idade. Essa caracteristica ampla de invaséo por parte do P. falciparum
resulta em uma maior destruicdo de eritrocitos, contribuindo significativamente para a reducéo

nos niveis de hemoglobina observada.

Além disso, é relevante destacar que a coinfeccdo, ndo apresenta diferencas
significativas em relacdo as infeccBes por uma Unica espécie. Esse achado sugere que,
independentemente da presenca de multiplas espécies de Plasmodium, as repercussées nos
niveis de hemoglobina durante a malaria permanecem semelhantes, destacando a importancia
de abordagens de manejo e tratamento que considerem as peculiaridades de cada cepa do
parasita. Essa compreensdo mais aprofundada das dinamicas especificas das espécies de
Plasmodium pode ser fundamental para orientar estratégias mais eficazes no controle e na

prevencdo da maléria.
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4.2 AssociacOes entre metabolitos e hemoglobina em individuos com maléria causada por P.

vivax

Para avaliar a relagdo entre o metabolismo e os niveis de hemoglobina nos diferentes
grupos de pacientes, nos utilizamos a regressdo linear, um método estatistico que identifica a
relacdo de linearidade entre os niveis de metabolitos e os niveis de hemoglobina no sangue.
Para tal, utilizamos os niveis de hemoglobina como variavel dependente e 0s metabdlitos como
variaveis independentes. Nos identificamos 354 picos de m/z significativamente associados (p
< 0.05) aos niveis de hemoglobina em pacientes com malaria causada por P. vivax (Figura 4).
Esses resultados fornecem uma visdo detalhada das interacdes metabdlicas subjacentes a
variacao nos niveis de hemoglobina durante a infecgdo por P. vivax, destacando a complexidade

e a diversidade das respostas metabolicas induzidas pelo parasita.
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Figura 4 — Gréfico de Manhatan das associac@es significativas entre metabolitos e hemoglobina. Os
pontos acima da linha e coloridos em azul referem-se aos 354 picos de m/z significativos (p <0.05) na
analise de regressdo linear. Todos o0s pontos laranja referem-se aos picos ndo significativos. O eixo x
demonstra a razdo carga/massa (m/z) de cada pico detectado e 0 eixo y demonstra o valor de

significancia (p) resultante da andlise de regresséo linear e transformado para -1og10.

Em seguida, nds utilizamos o programa mummichog para predizer as vias bioldgicas e
metabolitos associados aos niveis de hemoglobina durante a malaria causada por P. vivax. As
analises das vias metabolicas de maior relevancia associadas a anemia causada por malaria por
P. vivax, incluiu o metabolismo da tirosina e 0 metabolismo do linoleato (Figura 5). Essas
descobertas proporcionam insights valiosos sobre as complexas interag0es entre o parasita e o
hospedeiro durante a infeccdo por P. vivax, evidenciando como as vias metabolicas

desempenham um papel fundamental na resposta do organismo a malaria.
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Figura 5 — Vias metabdlicas associadas aos niveis de hemoglobina durante maléaria causada por
P. vivax. O programa mummichog foi utilizado para predizer as vias metabdlicas enriquecidas
pelos 354 picos de m/z significativos. O eixo X representa os valores de significancia (p) das
predigdes transformados para -1og10.

A avaliacdo direta de intermediarios metabolicos em amostras bioldgicas tem
proporcionado avancgos significativos na elucida¢do dos mecanismos subjacentes aos processos
metabdlicos (Moco, 2022). Os metabolismos da tirosina e do linoleato séo processos complexos
que envolvem diversas vias metabdlicas e tem implicacdes significativas em varios aspectos da

biologia celular e da satde humana.

Associacles entre metabdlitos plasmaticos de pacientes, tém enfoque principalmente
nas associa¢cdes com a malaria causada por P. falciparum, em comparacdo com a malaria por
P. vivax (Freitas, et al., 2007). No entanto, a comparacao categérica do metaboloma plasmatico
de pacientes com anemia causada por malaria por P. vivax identificou de forma significativa
metabolitos como norepinefrina e acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicélico relacionados ao
metabolismo da tirosina, e metabdlitos como acido gama-linolénico (GLA), acido di-homo-
gama-linolénico (DGLA), &cido 9-hidroxi-octadecadiendico (9-HODE) e &cido 13-hidroxi-

octadecadiendico (13-HODE) associados ao metabolismo do linoleato.

A resposta imunitaria a infeccdo por P. vivax esta fortemente associada as respostas
metabolicas do hospedeiro, os niveis de parasitemia em pacientes com malaria causada por P.
vivax influenciam a concentracdo de diversos metabolitos plasmaticos (Gardinassi et al., 2018).
Os mecanismos subjacentes a anemia na malaria tém sido amplamente pesquisados, abordando
desde a destruicdo mecanica dos eritrocitos induzida pelo parasito, a resposta imune humoral e
celular mediada por citocinas, até perturbacGes na eritropoiese. No entanto, apesar das
investigacbes em curso, a compreensdo desses mecanismos ainda ndo foi completamente
elucidada (Ventura, 2010).
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A identificacdo de metabdlitos continua sendo um desafio significativo na anélise
metaboldmica (Hegeman, 2010), a identificacdo de certos metabdlitos requer informacgoes
adicionais devido a sua complexidade (Moco, 2022). Isso € particularmente relevante quando
se utiliza a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), onde os metabolitos encontrados
podem corresponder a mais de um composto (Calabrese et al., 2022). Esses desafios sublinham
a complexidade das analises metabolémicas e a necessidade continua de desenvolvimento de
novas ferramentas e técnicas para melhorar a identificagdo e caracterizacdo dos metabolitos.

4.3 AssociacOes entre metabolitos e hemoglobina em individuos com maléria causada por P.

falciparum

As andlises de regressdes lineares identificaram 420 picos de m/z significativamente
associados (p < 0.05) aos niveis de hemoglobina em pacientes com malaria causada por P.

falciparum (Figura 6).
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Figura 6 — Gréfico de Manhatan das associagGes significativas entre metabdlitos e hemoglobina. Os
pontos acima da linha e coloridos em azul referem-se aos 420 picos de m/z significativos (p <0.05)
na anélise de regressao linear. Todos os pontos laranja referem-se aos picos ndo significativos. O
eixo x demonstra a razdo carga/massa (m/z) de cada pico detectado e o eixo y demonstra o valor de

significancia (p) resultante da analise de regressao linear e transformado para -log10.

Em seguida, utilizamos o programa mummichog com o intuito de predizer as vias
bioldgicas e os metabdlitos associados aos niveis de hemoglobina durante a malaria causada
por P. falciparum. As andlises conduzidas resultaram na identificacdo de uma ampla gama de
vias metabdlicas que desempenham papéis significativos na modulacdo dos niveis de
hemoglobina nesse contexto especifico. Entre as vias metabolicamente relevantes, destacam-se

o0 metabolismo de vitamina A, o metabolismo de glicoesfingolipidios, o metabolismo de
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glicerofosfolipidios, a biossintese de acidos graxos, 0 metabolismo de linoleato, o metabolismo
de fosfatidilinositol fosfato, a ativacdo e o metabolismo de &cidos graxos, e 0 metabolismo de

acido sialico (Figura 7).
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Figura 7 — Vias metabdlicas associadas aos niveis de hemoglobina durante a malaria causada
por P. falciparum. O programa mummichog foi utilizado para predizer as vias metabdlicas
enriquecidas pelos 420 picos de m/z significativos. O eixo X representa os valores de
significancia (p) das predicdes transformados para -log10.

A anélise metabolémica revelou a presenca de metabdlitos associados a anemia causada
pela malaria, incluindo D-Serina, 3-Metoxi-4-hidroxifeniletilenoglicol, D-manose,
Fitoesfingosina, Hexadecanoato (n-C16:0), Galactocerebrosideo e Esfingosina., entre outros.
Um estudo recente sugeriu que o tratamento com D-manose pode inibir o crescimento dos
parasitas Plasmodium no estagio sanguineo. Resultados indicam que a D-manose retarda o
crescimento do Plasmodium n&o por estresse oxidativo, mas pela regulagdo da populagéo de
macrofagos esplénicos, importante na eliminacdo de eritrocitos parasitados (Lv et al., 2022).
Além disso, a D-manose pode prevenir a malaria cerebral ao inibir a migracdo de células T

ativadas para o cérebro (Lv et al., 2022).

Nossas analises metabdlicas em individuos com anemia por maléaria revelaram
metabolitos como &cido linoleico, esfingosina, 3-metoxi-4-hidroxifeniletilenoglicol, D-serina,
fosfato de dolicil, D-manose, acido araquidénico, glicose 6-fosfato, entre outros, na via dos
glicerofosfolipideos no plasma. Estudos de Luzzatto e colaboradores (2016) destacam o papel
crucial da G6PD na sintese de glutationa, essencial para combater danos causados pelo estresse
oxidativo. A producdo de G6PD ocorre durante a eritropoiese, sendo mais ativa nos
reticuldcitos e hemacias jovens, diminuindo com o envelhecimento dos eritrocitos, uma vez que

células maduras ndo possuem capacidade de sintese enzimatica (Luzzatto et al., 2016).
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Além disso, dois farmacos que sdo bastante utilizados durante o tratamento da maléria
Primaquina e Tafenoquina, causam hemolise em pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD). A maléria também desencadeia hemolise, resultando na substitui¢do de
eritrocitos envelhecidos, que tém atividade de G6PD reduzida, por reticuldcitos e eritrocitos
jovens que possuem uma atividade enzimatica mais elevada. Em um trabalho liderado por Ley
e colaboradores (2022), buscou-se avaliar o impacto da malaria aguda na atividade da G6PD.
Ele concluiu que a atividade da G6PD aumenta de forma considerdvel e atinge niveis

clinicamente significativos durante episodios de malaria aguda.

Na anélise do perfil metabdlico no plasma de pessoas afetadas por anemia proveniente
de maléria, alguns dos principais metabdlitos identificados pelo software Mummichog incluem:
hexadecanoato, Dolicil fosfato D-manose, D-manose e D-mio-inositol 1,2 fosfato ciclico e D-
glicose. Um dos metabolitos do metabolismo do fosfatidilinositol fosfato € a D-glicose. Em um
estudo conduzido por Sengupta et al., (2020), buscou-se investigar a utilizacdo da glicose do

organismo hospedeiro durante a fase inicial da infecgdo por Plasmodium.

Para este trabalho, ele investigou as alteragcdes no host, o consumo de glicose em
camundongos Balb/c infectados com Plasmodium berghei ANKA, empregando a infusdo de
glicose marcada com 13C, seguida da aplicacdo da espectroscopia de RMN. Como resultado,
Sengupta et al., (2020) conclui que houve modifica¢des substanciais na absorcao de glicose no
figado, cérebro e glébulos vermelhos (RBC) no inicio da infeccdo, quando a parasitemia era
inferior a 1%. Em termos da via metabodlica, observou-se uma reducéo nos niveis do metabdlito

2,3-bisfosfoglicerato nas hemaécias.

Os acidos sialicos sdo carboidratos compostos por nove atomos de carbono que séo
comuns na natureza e se encontram nas extremidades de algumas glicoproteinas e glicolipidios
das membranas celulares. Atualmente, sdo conhecidas mais de 50 variantes naturais, sendo 0s
tipos descobertos incluindo o acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), o A&cido
desaminoneuraminico (conhecido como acido 2-ceto-3-desoxi-nonulonénico ou Kdn) e o acido

N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) (Ling et al., 2022).

Neste trabalho avaliamos o perfil metabdlico de pacientes infectados por anemia
proveniente de malaria, e constatamos que os principais metabdlitos da via do metabolismo do
acido sialico sdo: D-serina, Dolicil fosfato D-manose, galactocerebrosideo e D-manose. Nesse

sentido, o trabalho conduzido por (Ongwe et al., 2022), via estudo longitudinal avaliou o perfil
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metabolico urinario de vinte africanos saudaveis com exposi¢cdo a maléria ao longo da vida e
cinco europeus sem exposicao a doenca, foram todos desafiados com inoculagdo venosa direta
de esporozoitos vivos de P. falciparum. Apos o desafio da maléria, observou-se que 23 dos 53
metabolitos identificados por meio de RMN apresentaram variagfes entre 0S grupos europeus
e africanos em momentos especificos. Alguns destes metabolitos demonstrou diferencas
significativas entre os dois grupos, posteriormente, a andlise multinivel foi identificado o perfil
temporal de nove metabolitos, a saber: imidazol, fenilacetato, mio-inositol, fucose, cis-

aconitato, acetaminofeno, acetoacetato, dimetilglicina e pseudouridina.

Segundo Ongwe et al., (2022), o aumento nos niveis de mio-inositol observado em
europeus ndo expostos a maléria pode estar associado a alteracdes na homeostase da glicose
induzidas pela infec¢do por maléria. Esse fendmeno, provavelmente, ocorre devido ao rapido
desenvolvimento da parasitemia e dos sintomas em individuos que ndo possuem imunidade
prévia a malaria.

4.4 AssociacOes entre metabdlitos e hemoglobina em individuos com maléria causada por

coinfeccdo por P. vivax e P. falciparum

As andlises de regressdo linear identificaram 534 picos de m/z significativamente
associados (p < 0.05) aos niveis de hemoglobina em pacientes com malaria causada por

coinfecgéo por P. vivax e P. falciparum (Figura 8).
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Figura 8 — Gréafico de Manhatan das associac¢Ges significativas entre metabolitos e hemoglobina. Os
pontos acima da linha e coloridos em azul referem-se aos 534 picos de m/z significativos (p <0.05) na
andlise de regressao linear. Todos os pontos laranja referem-se aos picos ndo significativos. O eixo x
demonstra a razdo carga/massa (m/z) de cada pico detectado e o eixo y demonstra o valor de significancia

(p) resultante da analise de regressdo linear e transformado para -log10.
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Em seguida, nos utilizamos o programa mummichog para predizer as vias biologicas e
metabdlitos associados aos niveis de hemoglobina durante a maléria causada por coinfec¢do
por P. vivax e P. falciparum. As analises resultaram na identificagdo de diversas vias
metabolicas relacionadas ao metabolismo de vitamina E, metabolismo de vitamina A,
metabolismo de vitamina B, formacdo de neuroprostanos, biossintese de acidos graxos

poliinsaturados, degradagéo de benzoato e metabolismo de vitamina C (Figura 9).
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Figura 9 — Vias metabolicas associadas aos niveis de hemoglobina durante maléria causada por coinfecgéo
por P. falciparum e P. vivax. O programa mummichog foi utilizado para predizer as vias metabolicas
enriquecidas pelos 534 picos de m/z significativos. O eixo x representa os valores de significancia (p) das
predigdes transformados para -log10.

O resultado da avaliacdo metabolémica ndo direcionada de alta resolucdo da via
metabdlica da vitamina A, indica que os metabdlitos associados a anemia causada por malaria
sdo: epoxi-retinol, éster retinilico, 13,14-dihidroxi-retinol, cis-9-retinol e anidroretinol. A forma
ativa da vitamina A, retinol, também foi identificada, ha uma associagdo significativa entre o
aumento na densidade parasitaria da malaria e a reducdo das concentracdes séricas de retinol
(Filteau, 1993). Mesmo em infec¢Bes assintomaticas, quando os individuos podem ndo ter
marcadores elevados de inflamacdo, a infeccdo por maléria estd associada a reducdo das
concentragdes de retinol (Sandalinas, 2022).

Baixos niveis de vitamina A em modelos animais de infecgdo por maléria correlaciona-
se com um aumento na parasitemia (Cox et al., 2005). Além da existéncia de parasitas da
maléria, é fundamental ponderar outras possiveis razdes que contribuam para a anemia grave
(Haldar; Mohandas, 2009), a vitamina A desempenha um papel crucial na promogdo de
respostas organicas eficazes no combate a infec¢coes (El Beitune et al., 2003). A anemia € uma

consequéncia preocupante da deficiéncia de vitamina A e pode ser agravada pela malaria devido
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ao desencadeamento de uma serie de eventos que podem resultar na diminuigéo dos niveis de

vitamina A no organismo, com implicac@es significativas na salde sanguinea.

A infeccdo por maléria induz hemolise tanto de eritrdcitos parasitados quanto ndo
parasitados, promove destrui¢do obrigatoria das hemacias contendo parasitas na ruptura do
esquizonte. A vitamina A desempenha um papel fundamental na regulacdo da eritropoiese,
promovendo o desenvolvimento e maturacdo celular, regulacdo da expressao génica, producao
de hemoglobina e homeostase do ferro, portanto, a deficiéncia dessa vitamina afeta a produgéo
de eritrocitos, resultando em uma diminuicdo na quantidade de hemécias circulantes no sangue
(White, 2018), contribuindo diretamente para a anemia, aumentando as complexas interacdes

entre a doenca parasitaria e os processos fisioldgicos que afetam a salde sanguinea.

Serghides et al., (2002) investigaram os efeitos do &cido 9-cis-retindico, observando a
reducdo na producdo de TNFo, aumento na depuracdo fagocitica ndo opsonica de eritrocitos
parasitados e regulacdo positiva da expressdo de CD36. Pode-se explicar parcialmente os
efeitos benéficos da suplementacdo com vitamina A na maléria, pelo aumento da eliminacdo
do parasita e a reducéo das respostas de citocinas pro-inflamatorias a infec¢do (Sanjoaquin;
Molyneux, 2009). Niveis fisioldgicos de retindides tém sido associados a resisténcia natural do
organismo contra infeccdes (EI Beitune et al., 2003), a vitamina A desempenha um papel
essencial na modulacdo da imunidade mediada por células e nas reacGes dos anticorpos
humorais (Sanjoaquin; Molyneux, 2009).

A abordagem combinada de analise metabolémica e transcriptdmica demonstrou
associagdes do estresse oxidativo com respostas biologicas (Gardinassi et al., 2018). A analise
do metaboloma plasmatico de pacientes com anemia resultante de infecgdo por P. vivax sugere
que o 3-carboxi-alfa-chromanol, como um metabdlito, pode desempenhar um papel na resposta
do organismo a malaria. Essa correlacdo pode ser explicada devido a sua influéncia na
homeostase do sistema antioxidante e na modulacdo da resposta inflamatoria (Wallert et al.,
2020).

A vitamina E tem propriedade antioxidante e esta associada a protegdo contra a malaria
(Kotepu et al., 2023), é conhecida por sua capacidade de preservar a integridade das membranas
dos eritrécitos ao combater os efeitos do estresse oxidativo (Sun et al., 2012). O estresse
oxidativo desempenha uma funcéo fundamental na fisiopatologia da maléria (Gardinassi et al.,

2018), a etiologia do estresse oxidativo envolve diversos fatores, abrangendo potencialmente
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0S mecanismos patogénicos desencadeados pelo parasita, a geracdo de especies reativas de
oxigénio, assim como a atividade das enzimas antioxidantes nas células hospedeiras, com o

proposito de reduzir a progressdo da infecgdo (Percério et al., 2012).

A hemolise intravascular exacerbada em resposta a infec¢do pelo Plasmodium, resulta
na liberacdo consideravel de hemoglobina e heme circulante, 0 heme contendo ferro induz
estresse oxidativo intravascular (Mohanty; Nagababu; Rifkind, 2014). Causando um
desequilibrio entre a geracdo de espécies oxidantes e a eficacia das defesas antioxidantes, este
desequilibrio € um potencial desencadeador do estresse oxidativo (Becker, et al. 2004). A
geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) associadas ao estresse
oxidativo desempenha um papel crucial no desenvolvimento de complicagdes sistémicas

resultantes da infecgéo por Plasmodium (Guha et al., 2006).

Os niveis de vitamina E tendem a diminuir consideravelmente a medida que a densidade
de parasitas da maléaria se eleva, é sugerido que a redistribuicdo da vitamina E para as
membranas dos glébulos vermelhos durante a fase aguda da infeccdo por Plasmodium esta
associada a essa diminuicdo (Kotepu et al., 2023). Portanto, postula-se que o metabolismo da
vitamina E pode contribuir para os processos subjacentes a infeccdo por Plasmodium, devido a
sua capacidade de reduzir a hemolise e melhorar a fluidez das membranas eritrocitarias (Sun et
al., 2012).

Na andlise do metaboloma plasmatico de individuos acometidos por anemia causada por
maldria, alguns dos principais metabdlitos previstos pelo software mummichog, como o trans-
cis-2,11-eicosadienoil-CoA, octadecanoato, tetradecanoato e acido linoléico, desempenham um
papel importante na biossintese de novos &cidos graxos. A descoberta e identificacdo desses
metabdlitos desempenham um papel essencial na caracterizacdo e na elucidacdo dos
mecanismos subjacentes a anemia malarial, contribuindo para uma compreensdo mais profunda

dessa condi¢do hematoldgica.

No plasma sanguineo de hospedeiros acometidos por Plasmodium, sdo observadas
alteracdes nos niveis de diversos metabdlitos, incluindo acidos graxos. As infec¢Ges agudas
causadas por P. vivax apresentam correlagdo com a diminuicdo de 4acidos graxos
monoinsaturados. Como parte de seu processo metaboélico, os parasitos absorvem lipidios e

acidos graxos do microambiente circundante para a constituicdo de suas proprias membranas
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celulares, sugerindo um aumento na oxidacéo beta de acidos graxos nas mitocondrias como um

mecanismo para geracdo de energia (Colvin; Cordy, 2020).

Os parasitas efetuam a biossintese de acidos graxos mediante a aquisi¢éo de precursores
metabolicos do hospedeiro, promovendo, assim, seu rapido crescimento e uma multiplicacéo
exponencial. Tornando evidente que as vias metabolicas relacionadas a biossintese de acidos
graxos desempenham um papel fundamental na expansdo e proliferacdo de espécies de
Plasmodium ao longo das diversas fases do seu ciclo de vida (Mamoun et al., 2010). Essa
perturbacdo metabolica, portanto, assume uma funcdo importante na perpetuacdo do ciclo de
vida do parasita e esses fatores, em conjunto, contribuem para o desenvolvimento da anemia

observada em pacientes com maléria.

Apesar de amplas investigacdes, persistem inUmeros desafios para a eficaz incorporagéo
de dados computacionais. No presente estudo, conduzimos uma andlise ndo direcionada
(untargeted), nesse escopo, obtivemos uma visdo abrangente dos metabdlitos envolvidos.
Nossos achados constituem alicerces para hipoteses futuras e analises mais robustas. Dentre 0s
obstaculos enfrentados, destacam-se a complexidade dos dados, a diversidade quimica dos
compostos e a variabilidade biologica. Nos proximos anos, a abordagem multibmica, com
resolucdo espacial e andlise de células individuais, fomentara inovagdes adicionais,
promovendo uma compreensdo mais profunda da biologia celular. Antecipamos avangos em
diversas esferas, abrangendo melhorias no desempenho, reducéo de custos e integracdo de mais
modalidades em um Unico ensaio. Adicionalmente, almejamos melhorias na sensibilidade e
especificidade na deteccdo e caracterizacdo de cada modalidade como parte das medicGes
multiémicas (Shen et al., 2023).

Observa-se que em sua maioria, as vias metabdlicas associadas aos niveis de
hemoglobina durante a malaria, dependem da espécie de Plasmodium, visto que poucas vias
foram associadas aos niveis de hemoglobina durante infeccdo por P. vivax e destas, apenas o
metabolismo de linoleato foi comum em relagdo as vias associadas a hemoglobina durante
maléria causada por P. falciparum. Isto sugere, que metabolitos associados ao linoleato e seu
metabolismo podem ter papel chave durante a anemia causada por malaria, independentemente
da espécie. Ainda, somente infecgdo por P. vivax resultou em associacdo com metabolismo de
aminoacido, a tirosina. Embora a infeccao por P. falciparum e coinfeccéo por ambas as especies
resultou na associacdo comum entre hemoglobina e 0 metabolismo de vitamina A, a maior parte

das vias também foi especifica para cada grupo. Estes resultados sugerem que o perfil
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metabolico dos pacientes com malaria depende da espécie de Plasmodium ou mesmo se é uma

mono-infecgéo ou coinfecgéo.
5. CONCLUSAO

Neste estudo, nos avaliamos as associagdes entre os niveis de hemoglobina e
metabolitos circulantes no sangue de pacientes com maldaria causada por P. vivax, P. falciparum
ou coinfeccdo com ambas as espécies. Nossos resultados demonstram que as associaces
dependem da espécie infectante, assim como se a infecgdo ocorre por uma Gnica espécie ou por
ambas as especies. O metabolismo de linoleato esta associado aos niveis de hemoglobina tanto
na infeccdo por P. vivax, quanto na infec¢do por P. falciparum, sugerindo um potencial alvo
para futuras investigacGes. Coletivamente, nossas descobertas contribuem para novas
perspectivas sobre a fisiopatologia da maléria, assim como fomentam a busca por

biomarcadores de gravidade da anemia causada pela malaria e potenciais alvos terapéuticos.
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