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Aos que sofrem, ou um dia sofreram, com malaria.
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RESUMO

A invasao dos eritrécitos pelo Plasmodium spp € essencial para o sucesso da
infeccdo humana e estéa associada com a forma clinica da malaria. A proteina de
ligagcdo ao antigeno Duffy — dominio Il (DBPII) € uma das principais candidatas a
vacina contra a maléria por P. vivax. No entanto, a existéncia de polimorfismos
na DBPII induz frequentemente imunidade do tipo alelo-especifica. No intuito de
se obter uma resposta de anticorpos anti-DBPII de ampla reatividade,
construcdes tém sido obtidas para direcionar a resposta imune contra epitopos
conservados da DBPII, como é caso da DEKnull-2. No presente estudo avaliamos
o perfil da resposta de anticorpos contra DBPIl e DEKnull-2 no inquérito
transversal realizado no 11° ano do estudo longitudinal, bem como a dindmica da
resposta imune humoral contra estes antigenos durante o periodo de
acompanhamento. Em seguida, avaliamos a expressdo génica de ativacédo de
células T e B associada com a resposta imune contra DBPIl e DEKnull-2 de longa
duracdo com base em um estudo longitudinal de 11 anos de acompanhamento.
A persisténcia de anticorpos contra DBPII e DEKnull-2 foram avaliados por
sorologia convencional em conjunto com anticorpos bloqueadores da interacao
DBPII-DARC (BIAbs). Em seguida, o perfil da expressao de genes envolvidos na
ativacdo de células T e B especificas para DEKnull-2 e DBPII-Sall foi avaliado
por ensaio de Tagman OpenArray. Ao todo, 210 individuos participaram da corte
transversal, sendo 52% novos participantes (NP) e 48% antigos participantes
(AP). A frequéncia da resposta de anticorpos IgG foi maior em AP em comparacao
com NP para ambas as proteinas (DBPIl e DEKnull-2). A frequéncia da resposta
contra DBPII variou ao longo do estudo, onde houve uma queda da positividade
de 34% para 16% durante o periodo de baixa transmissédo de malaria. Por outro
lado, a frequéncia da resposta de anticorpos IgG contra a DEKnull-2 permaneceu
estavel, em torno de 30%, durante o periodo avaliado. A partir do perfil da
resposta de anticorpos IgG total e BIAbs, os AP foram classificados em
respondedores de elite (RE) e ndo respondedores persistentes (NR). Pela
avaliacao do perfil de expressao génica de ativacao de células T e B identificamos
sete genes diferencialmente expressos (DEGs) sob estimulo de DEKnull-2 (TLR4,
IL7, CD8B, IRF8, CD2, IL6, CD276) e apenas um DEG (CD8B) para DBPII, onde
a maioria dos genes foram regulados positivamente em RE. O enriquecimento
funcional dos DEGs mostrou sete vias candnicas significativamente enriquecidas
apenas sob o estimulo da DEKnull-2. Os resultados aqui encontrados mostram
que DEKnull-2 induz uma resposta de anticorpos de maior estabilidade que a
DBPII, reforcando seu potencial como candidato vacinal. Além disso,
respondedores de elite parecem ativar vias relacionadas com o desenvolvimento
de uma resposta imune inata e adaptativa, dos quais participam genes envolvidos
na interacdo de células T e B.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, DBPIl, DEKnull-2, expressdo génica,
imunidade inata, imunidade adaptativa.



ABSTRACT

Invasion of erythrocytes by Plasmodium spp is essential for successful human infection
and is associated with clinical malaria. The region Il of Duffy antigen binding protein of
P. vivax (DBPII) is one of the major vaccine candidates against P. vivax malaria.
However, the presence of polymorphisms in DBPII often induces allele-specific
immunity. To overcome the polymorphisms and induce transcending anti-DBPII
antibody response, synthetic prototype based on DBPII have been constructed to
target conserved epitopes, named DEKnull-2. In the present study, we evaluated the
antibody response against DBPIlI and DEKnull-2 at cross-sectional survey performed
in the 11th year of the longitudinal study, as well as the dynamics of the humoral
immune response against these antigens during the follow-up study. Next, we
evaluated the T and B cell activation gene expression associated with long-lasting
immune response against DBPII and DEKnull-2 based on the 11-year follow-up study.
The persistence of antibodies against DBPII and DEKnull-2 were evaluated based on
total 1I9G, detected by conventional serology, and neutralizing antibodies of the DBPII-
DARC interaction (BIAbs). Next step, gene expression profile of T and B cells activation
stimulated with DEKnull-2 and DBPII-Sall was evaluated by Tagman OpenArray
assay. Overall, 210 individuals enrolled at the cross-sectional study, who are 52% new
participants (NP) and 48% followed participants (AP). The frequency of IgG antibody
response was higher in AP compared to NP for both DBPII and DEKnull-2. Moreover,
frequency of antibody response against DBPII varied during the followed-up study,
where the proportion of responder droped from 34% to 16% during low malaria
transmission period. On the other hand, the seropositivity of IgG against DEKnull-2
remained stable, around 30%, during the study. Based on the total IgG response and
BIAbs response, AP were classified into elite responders (RE) and non-responders
(NR). According to the gene expression profile of T and B cells activation, seven
differentially expressed genes (DEGs) under DEKnull-2 stimulation were identified
(TLR4, IL7, CD8B, IRF8, CD2, IL6, CD276) and only one DEG (CD8B) stimulated with
DBPII. Most of the genes were upregulated in ER. Functional enrichment of DEGs
identified seven canonical pathways significantly enriched under stimulation with
DEKnull-2. Taken together, the results showed DEKnull-2 induces stable and long-
lived antibody response compared to DBPII, reinforcing its potential as a P. vivax
vaccine candidate. In addition, elite responders seem to activate pathways involved in
the development of an innate and adaptive immune responses, that genes are involved
in the T and B cells interaction.

Keywords: Plasmodium vivax, DBPII, DEKnull-2, gene expression, innate immunity,
adaptive immunity.
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1. INTRODUCAO
1.1 Malaria no mundo e no Brasil

Apesar dos esforgos para controle e eliminagcédo, a malaria ainda € uma
das principais doencas parasitarias no mundo (WHO, 2021). O impacto global
referente aos danos sociais e econdmicos causados pela maléria é extenso,
sendo uma das doengas de maior impacto na morbidade e mortalidade da
populacéo dos paises situados nas regides tropicais e subtropicais do planeta
(WHO, 2021; SVS, 2020). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 241
milhdes de casos de malaria foram notificados no mundo em 2020 (OMS,
2021), com aproximadamente 627 mil mortes. Aproximadamente dois tergos
dessas mortes foram relacionadas a interrup¢des na prestacao de prevencgao,
diagndstico e tratamento da malaria durante a pandemia da COVID-19 (WHO,
2021).

No continente americano, a malaria € endémica em 27 paises e cerca
de 138 milhdes de pessoas vivem sob o risco de contrair a doenca (PAHO,
2021). No Brasil, a regido da Amazonia Legal, constituida pelos estados do
Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Ronddnia, Roraima
e Tocantins, € considerada endémica para malaria. Nesta area, concentra-se
99% dos casos de malaria registrados em todo o pais (FARIA, LUZ e BETIN,
2019; SVS, 2020). Contudo, o perfil de transmissdo da doenca na Amazonia
€ heterogéneo e instavel, e a maioria da populacdo exposta é composta por
imigrantes de regiées ndo endémicas para malaria no Brasil (CAMARGO et
al., 1994). No entanto, a partir de 2000 com o0s programas de incentivo ao
desenvolvimento da regido Amazonica, como 0s programas de assentamento
agricola, proporcionaram mudancgas socioambientais colocando a populacao

ndo imune em risco de infeccdo de malaria (DE CASTRO et al., 2006).

Em 2015 foram notificados 143 mil casos da doenca no pais, o que
representou uma reducado de 89% dos casos em 15 anos (2000-2015)
(PENIDO, 2016). A reducdo do numero de casos de malaria foi atribuida aos
esforcos de controle implementados pelo Ministério da Saude, que

objetivaram a reducéo da mortalidade e incidéncia da doenca, eliminacédo da
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transmissao em areas urbanas e manutencdo da auséncia da transmissao
em locais onde a doenca foi interrompida (SVS, 2007). Para isso, o foco foi
direcionada ao diagnostico e tratamento precoce e oportuno dos infectados
ampliando o nimero de postos de atendimento pela Amazénia, bem como a

intensificacao de borrifagéo intradomiciliar com inseticidas (SVS, 2009).

Contudo, apesar das medidas de controle de transmisséo de malaria,
diversos fatores tém dificultado o controle da doenca no pais, como 0s
garimpos (ALVES, 2012). De fato, observou-se um aumento de 15% dos
casos de maléria em area indigena no Brasil, impulsionados principalmente
por um aumento de 56% dos casos associados ao garimpo em 2019 e 2020
(SVS, 2021). Além dos garimpos, a construcao de hidrelétricas, rodovias e
assentamentos agricolas (TADEI e DUTARY-THATCHER, 2000; SANTOS et
al., 2009), também dificultaram o controle da doenca, estimulando néo
somente a migracdo e a ocupacao irregular de territorios tradicionais, mas
levando a alteracbes no ambiente fisico promovendo a formacédo de
criadouros para o0 mosquito vetor e facilitando o contato entre o vetor e os
seres humanos (TAUIL et al., 1985). Além disso, os casos de infeccdo
assintomatica e a expansao de parasitos resistentes as drogas antimaléaricas
também constituem desafios no controle da malaria no Brasil (LAPOUBLE et
al., 2015; FERREIRA e CASTRO, 2016; ALMEIDA et al., 2016).

1.2 Agente etioldgico e ciclo biolégico da malaria

A malaria é causada por protozoarios do filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e género Plasmodium. Atualmente, seis espécies podem causar
a doenca no homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale,
P. simium e P. knowlesi. Esses apicomplexas ocorrem em diferentes formas
em varios tecidos, incluindo figado, sangue, baco e medula 6ssea (BRITO et
al., 2020; MALLERET et al., 2015). Das espécies que causam a malaria em
humanos, P. falciparum e P. vivax sdo as espécies mais prevalentes, sendo o
P. falciparum responsavel pela maioria dos casos graves, enquanto o P. vivax
€ a espécie que possui maior distribuicdo geografica fora do continente

Africano, representando 77% dos casos registrados nas Américas (OMS,
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2020). No Brasil, 84% dos casos de malaria notificados sdo causados por essa
espécie (SVS, 2021).

O ciclo bioldgico de P. vivax compreende duas fases distintas: uma no
hospedeiro invertebrado, as fémeas de mosquitos anofelinos, e a outra no
hospedeiro vertebrado, o homem (Figura 1). No homem, a infeccdo se inicia
guando os esporozoitos, formas infectantes do Plasmodium spp, séo
inoculados sob a pele pela picada do mosquito fémea do género Anopheles.
ApoOs serem inoculadas na derme, formas alongadas e méveis do Plasmodium
(esporozoitos), movimentam-se rapidamente e atingem a corrente sanguinea.
Posteriormente, alcancam o figado e invadem os hepatdcitos iniciando o ciclo
hepatico da infec¢éo ou extra-eritrocitico. No interior dos hepatdcitos, ocorre a
formacgéo de um vacuolo parasitéforo, onde os esporozoitos se diferenciam em
trofozoitos (HOLZ et al., 2016; CROMPTON et al., 2014; MEIBALAN e MARTI,
2016).

Figura 1- Representagéo esquematica do ciclo bioldgico do Plasmodium vivax.
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Apods sucessivas divisdes celulares, chamadas esquizogonia, ocorre a
formacdo dos esquizontes teciduais, os quais amadurecem e liberam os

merozoitos diretamente na corrente sanguinea por meio de brotamento de
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vesiculas, denominadas merossomos, ou ainda, no caso do P. ovale e P. vivax,
pode ocorrer a diferenciacdo em um estagio dormente chamado hipnozoito
(STURM et al., 2006). Os hipnozoitos podem ser reativados apds meses ou
anos, levando a recaidas de episédios agudos da maléria (PINZON-CHARRY
et al., 2013; SPONAAS et al., 2009).

Os merozoitos de P. vivax liberados na circulacéo, por sua vez, invadem
os eritrocitos, preferencialmente os reticulécitos jovens (CD17M9") que s&o
prevalentes no parénquima da medula 6ssea (MALLERET et al., 2015). O
processo de invasdo de reticulocitos pelo parasito ocorre por meio de
sucessivas interacfes especificas do tipo receptor-ligante, ou seja, entre
receptores expressos na superficie dos reticulécitos e proteinas do parasito
(COWMAN e CRABB, 2006; PETTER e DUFFY, 2015). Na fase eritrocitica do
ciclo, o parasito se replica assexuadamente dentro dos eritrocitos, formando
0S esquizontes sanguineos que, quando maduros se rompem liberando
milhares de novos merozoitos que irdo infectar novos eritrocitos. Nessa fase,
as moléculas geradas pelo parasito e a lise dos eritrocitos induzem uma
resposta inflamatoria, responsaveis pelos sintomas clinicos observados na
infeccdo malarica, como febre, dor de cabeca, calafrios, nausea e fraqueza
(BAIRD, 2013). Apds sucessivos ciclos de replicagdo nas células vermelhas,
ocorre o desenvolvimento de formas sexuadas, os gametécitos femininos e
masculinos, que sédo as formas infectantes para o mosquito vetor (SINDEN,
2009).

Os gametocitos, quando séo ingeridos pela fémea do anofelino durante
0 repasto sanguineo, dao inicio a fase sexuada do ciclo. No intestino médio do
mosquito vetor, os gametocitos femininos e masculinos amadurecem e se
fecundam formando um zigoto diploide (VLACHOU et al.,, 2006).
Posteriormente, h4 o desenvolvimento em oocinetos médveis, oocistos e
esporozoitos que migram até as glandulas salivares, onde se maturam para a
forma de esporozoitos infectantes, estando aptos para serem transmitidos para
0 hospedeiro vertebrado, completando assim o ciclo de vida dos plasmodios
(CROMPTON et al., 2014; MEIBALAN e MARTI, 2016).
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1.3Processo de invasao dos eritrocitos pelo Plasmodium vivax

O processo de invaséo dos eritrécitos pelo Plasmodium sp é complexo
e envolve diversas etapas compostas por sucessivas interacdes especificas
do tipo ligante-receptor entre as proteinas do parasito e receptores expressos
na superficie dos eritrocitos. No geral, o processo de invasao compreende trés
fases: (1) adesdo — envolve ligacdo de baixa afinidade e reversivel entre o
merozoito e a membrana do eritrécito; (2) reorientacdo e formacao da juncéo
irreversivel — propicia o contato entre o complexo apical do parasito e a
membrana do eritrdcito, seguida da liberacdo do conteudo de micronema do
parasito; (3) invasdo do parasito nos eritrocitos — formagdo do vacuolo
parasitéforo, no qual o merozoito ira se desenvolver (Figura 2A) (BEESON e
CRABB, 2007; COWMAN e CRABB, 2006).

Embora o mecanismo geral de invasdo de plasmédios nas células
vermelhas do sangue seja semelhante, ha particularidades entre as duas
espécies P. falciparum e P. vivax, que sdo de maior importancia do ponto de
vista em saude publica. Diferentemente de P. falciparum, o P. vivax invade
preferencialmente, se ndo exclusivamente, 0s reticulocitos (eritrécitos
imaturos). Além disso, enquanto que P. falciparum utiliza diversas vias de
invasdo em eritrocitos (PETTER e DUFFY, 2015), até o momento para o P.
vivax, € conhecida uma Unica via para a etapa de formacdo da juncado
irreversivel da invas@o que envolve a interacdo entre a proteina Duffy binding
protein (DBP) de micronema do parasito, e 0 receptor para quimiocinas do
grupo sanguineo Duffy (DARC - Duffy Antigen/Chemokine Receptor), expresso
na superficie dos eritrocitos do hospedeiro humano (ADAMS et al., 1990;
ADAMS et al., 1992; WERTHEIMER e BARNWELL, 1989).

Devido a importancia do processo de invasdao dos reticulécitos no
estabelecimento da infeccao pelos plasmaodios, varios trabalhos tém apontado
diferentes proteinas envolvidas na invasdo dos reticulécitos como potenciais
candidatas a vacina. O fragmento C-terminal de 19kDa da proteina principal
de superficie do merozoito (MSP1-19) é bastante imunogénica (SOARES et

al., 1999) e tem sido muito estudada. Um estudo sobre a resposta imune
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humoral contra a MSP1-19 em residentes de areas de baixa transmisséo de P.
vivax na Tailandia mostrou que esta proteina € capaz de induzir a geracéo de
células B de memoria e anticorpos de longa duragdo mesmo apdés seis anos
na auséncia de transmissdo de malaria (WIPASA et al.,, 2010). Outros
trabalhos também ja mostraram que anticorpos produzidos contra esta
proteina sdo capazes de persistirem apés longos periodos mesmo na auséncia
de exposicdo ao parasito (BRAGA et al., 1998; LIM et al., 2004).

Outra proteina que tem se mostrado promissora como candidata a vacina
de P. vivax é o antigeno apical de membrana -1 (AMA-1). Esta proteina parece
ser essencial no processo de invasdo dos géneros Plasmodium e Toxoplasma
(TYLER et al., 2011). Além disso, j& foi descrito que a AMA-1 é naturalmente
imunogénica em individuos expostos ao P. vivax (RODRIGUES et al., 2005), e
a imunizacdo em camundongos com essa proteina gerou anticorpos capazes
de inibir a invasdo dos eritrocitos pelo parasito (VICENTIN et al., 2014),
reforcando seu potencial imunogénico. Com base nos estudos de
caracterizacdo imune contra MSP1-19 e AMA-1, a proteina quimérica
constituida de epitopos imunodominantes da MSP1-19 e AMA- 166 de P. vivax
mostrou-se vantajoso, pois melhorou os titulos de anticorpos, bem como a
resposta celular (ROCHA et al., 2017).

Mais recentemente, foi identificado um novo membro da familia
Erythrocyte binding-like (EBL), denominado Erythrocyte binding protein 2
(EBP2). A EBP2 se liga preferencialmente a reticulécitos jovens DARC
positivos (NTUMNGIA et al., 2016), e além de induzir uma resposta imune de
longo prazo (Torres, 2017), ela se mostrou altamente imunogénica em
individuos com longa exposicdo a malaria (dados néo publicados). Outra
proteina que se liga ao reticulécito é a Reticulocyte-binding protein 2b (RBP2b),
cujo receptor cognato no reticuldcito € o receptor da transferrina 1 (TfR1). No
processo de invasao, a interacdo entre a RBP2b e TfR1 é estavel e as células
deficientes do receptor TfR1 se mostraram refratarias a infecgdes por P. vivax
(GRUSZCZYK et al., 2018). Além disso, em humanos 0s anticorpos contra a
RBP2b foram associados com a reducéo da parasitemia (HIETANEN et al.,

2016) e protecao contra a forma clinica da malaria (CHIM-ONG et al., 2020).
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No entanto, a proteina de fase sanguinea mais promissora para o
desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax é a DBPII, sendo a unica
proteina em fase de ensaio clinico (PAYNE, et al. 2017; SINGH et al., 201).
Além disso, a ligacao dessa proteina com o antigeno de grupo sanguineo Duffy
receptor para quimiocinas, o DARC, € a Unica via da juncéo irreversivel de
invasdo aos reticuldcitos conhecida para o P. vivax (MILLER et al., 1976;
ADAMS et al., 1992), ou seja, essencial para garantir o parasitismo na célula
hospedeira. De fato, individuos que ndo expressam o receptor DARC na
superficie dos eritrécitos (DARC negativo) parecem ser naturalmente
resistentes a infecgéo por P. vivax (MILLER et al., 1976). Além disso, a DBP é
naturalmente imunogénica em individuos expostos a malaria (CERAVOLO et
al., 2005; RODRIGUES et al., 2005; SOUZA-SILVA et al., 2010) e é capaz de
induzir anticorpos bloqueadores da interagdo DBPII-DARC, os quais, foram
associados com protecéo clinica (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016).
Portanto, a DBPII tem sido apontada como um importante candidato para o

desenvolvimento de uma vacina contra a malaria causada pelo P. vivax.

1.4 Duffy Binding Protein (DBP) de P. vivax

A DBP é uma proteina de aproximadamente 140kDa localizada nos

micronemas do merozoito de P. vivax que se liga ao receptor DARC expresso

em eritrocitos (ADAMS et al., 1990). Como descrito acima, essa € a Unica via

conhecida da juncéo irreversivel do processo de invaséo utilizada pelo P. vivax

para infectar os reticuldcitos (MILLER et al., 1976; ADAMS et al., 1992). A DBP
possui sete regides (I-VIl), sendo que na regido Il se encontra o dominio de
ligacdo da proteina com o receptor DARC. A regido Il da DBP (DBPII) é
constituida por 330 aminoacidos (aa) que se caracteriza por apresentar um
dominio de 12 residuos de cisteina conservados (CHITNIS e MILLER, 1994).

No momento que a DBP é exposta pelo merozoito, encontra-se na forma
de mondémero. No entanto, no momento da ligacao da regiédo Il da DBP (DBPII)
com o receptor DARC, ocorre inicialmente a dimerizacdo da DBP que é

essencial para a posterior dimerizacao do receptor DARC (BATCHELOR et al.,
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2012). Dessa forma, o complexo final da interacdo é composto por duas
moléculas da DBP e duas moléculas do receptor DARC (Figura 2B). Uma vez
estabelecida a ligacéo entre a DBPII e o receptor DARC, 0 processo de invasao
se torna irreversivel e ocorre a penetracdo do parasito no reticulocito
(WERTHEIMER e BARNWELL, 1989).

Figura 2- Representacdo do processo de invasdo pelo Plasmodium sp. em eritrécitos e
interacdo molecular do processo de invasdo pelo P. vivax. (A) Esquema do processo de
invasdo do Plasmodium sp no eritrécito, envolvendo etapas como adeséo, orientacdo da
extremidade apical do merozoito, formacdo de juncgdo irreversivel e invasédo; (B)

Representacdo da interacdo molecular entre o receptor DARC, expresso na membrana do

reticulécito e a DBPII de P. vivax.
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Fonte: Adaptado de Beeson e Crabb, 2007 e Batchelor et al., 2012.

Estudos sobre a resposta imune humoral contra a DBP realizados em
populacbes de diferentes regides geograficas mostraram que, embora pouco
imunogéncia, a DBP é naturalmente imunogénica em individuos expostos ao P.
vivax, com frequéncia de respondedores que variam de 32% a 67%
(BARBERDO et al., 2007; TRAN et al., 2005). O aumento da frequéncia positiva
de anticorpos contra a DBP foi associado com o aumento do tempo de
exposicdo ao parasito, a idade e numero de episédios prévios de malaria
(COLE-TOBIAN et al., 2009; CERAVOLO et al.,, 2005; KING et al., 2008;
CERAVOLO et al., 2009; SOUZA-SILVA et al., 2010; KANO et al., 2012). Além

disso, demonstrou-se que a DBPII induz anticorpos capazes de inibir a interacao
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entre DBPII-DARC (BIAbs) (GRIMBERG et al., 2007; CERAVOLO et al., 2008;
KING et al, 2008; CERAVOLO et al., 2009; CHOOTONG et al.,, 2010;
CHOOTONG et al., 2012; SOUZA-SILVA et al., 2014), o que indica que BIAbs
possam impedir a invasao dos reticulécitos pelos merozoitos de P. vivax. Além
disso, a presenca de anticorpos com alta capacidade bloqueadora da interacéao
DBPII-DARC foi associada com a protecao clinica contra a doenca (KING et al.,
2008; NICOLETE et al., 2016).

Apesar dos resultados animadores, alguns individuos de areas com altos
niveis de transmissdo de P. vivax ndo sdo capazes gerar uma resposta de
anticorpos contra a DBPII (FRASER et al., 1997; MICHON et al., 1998; SOUZA-
SILVA et al., 2010). De fato, um estudo realizado na Papua Nova Guing, regiao
considerada de alta endemicidade para a malaria, mostrou que 40% dos
individuos ndo apresentaram resposta positiva de anticorpos anti-DBPII
(FRASER et al., 1997). Na Amazonia brasileira, a frequéncia de respondedores
também foi baixa, variando de 27% a 50% dos individuos que apresentaram
anticorpos contra a DBP (KANO et al., 2012; SOUZA-SILVA et al., 2010).
Embora a DBP seja pouco imunogénica, felizmente, quando os anticorpos
especificos sado adquiridos, parecem ser estaveis sob exposi¢cdo continua a
maléria (KING et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010).

A baixa imunogenicidade da DBPII pode ser explicada pela influéncia
pelos polimorfismos genéticos do hospedeiro, como no receptor DARC e alelos
de HLA de classe Il (KANO et al., 2018; MAESTRE et al., 2010; SOUZA-SILVA
et al., 2014). Além disso, a baixa imunogenicidade também pode ser explicada
pelo fato dessa proteina ser exposta somente no momento da invasao dos
reticulocitos (ADAMS et al., 1990) e pelo polimorfismo na regido Il que circunda
o dominio de ligacdo da DBP (TSUBOI et al., 1994; COLE-TOBIAN e KING,
2003). Esses polimorfismos estdo associados com a indugcéo de anticorpos
variante-especificos (CERAVOLO et al., 2009; SOUZA-SILVA et al., 2014,
MUELLER et al., 2013), o que constitui desafios para o desenvolvimento de uma
vacina com base nesta proteina. Estudos demonstraram que a regido Il € a
regido mais polimorfica da proteina (HANS et al., 2005; RANJAN e CHITNIS,

1999) conferindo diversidade genética entre os isolados de P. vivax
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provenientes de diferentes regifes geograficas (GOSI et al., 2008; KHO et al.,
2001; SOUSA et al, 2006). Embora os residuos polimoérficos estejam
amplamente distribuidos por toda a regido Il da DBP, os residuos 417, 419 e
424, que circundam ao dominio de ligagdo da proteina ao reticuldcito, parece
desviar a resposta imune constituindo papel no mecanismo de evasédo do
sistema imune (SOUSA et al., 2010).

Estudos do nosso grupo mostraram que a resposta de anticorpos
bloqueadores contra a DBP é variante-especifica, e a variabilidade da DBP é
alta nos isolados circulantes da area endémica (CERAVOLO et al., 2009;
SOUSA et al., 2011). Outros trabalhos mostraram resultados semelhantes onde
a resposta de anticorpos inibitorios contra DBP foi associada a protecéo
homologa (COLE-TOBIAN et al., 2009; CHOOTONG et al., 2012). Além disso,
a inibicdo de DBPII-DARC por anticorpos monoclonais (AcMo) mostrou ter
especificidade alélica (NTUMNGIA et al., 2012). Nesse sentido, devido a grande
variabilidade entre os isolados geograficos de DBPII, sugere-se que pelo menos
sete variantes deveriam ser incluidas na vacina contra P. vivax para se ter uma
cobertura de 60% das sequéncias de DBP ja descritas (SOUSA et al., 2011).
Portanto, esses dados demonstram que a geracao da resposta imune contra a
DBP é complexa e para o desenvolvimento de uma vacina baseada na DBPII
de P. vivax, deve-se levar em consideracdo regides de alta diversidade da
proteina e o predominio dos alelos de DBPII nas diferentes regides geograficas.
Nesse sentido, a adocéo de estratégias que direcionam a resposta imune para
epitopos conservados auxiliaria na geracdo de uma resposta de anticorpos com
ampla abrangéncia as variantes da proteina, consequentemente no

desenvolvimento de uma vacina com ampla abrangéncia.

1.5 Antigenos sintéticos baseados na DBPII — DEKnull e DEKnull2

Apesar do alto nivel de polimorfismo na DBPII, a existéncia de individuos
capazes de gerar anticorpos blogueadores com reatividade a mais de uma
variante dessa proteina (CERAVOLO et al., 2008; NICOLETE et al., 2016),

sugere que a resposta de anticorpos seja direcionada para as regides


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ntumngia%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22215740

conservadas. Na tentativa de mapear epitopos relacionados com imunidade
protetora da DBPII, Chootong e colaboradores (2010) utilizaram soros de
individuos com alta capacidade bloqueadora da interacdo DBPII-DARC, onde
identificaram epitopos dominantes de células B altamente polimérficos na DBPII,
inferindo  que o direcionamento da resposta de anticorpos ocorra
preferencialmente aos epitopos polimérficos ao invés de epitopos conservados.
Ainda, o uso de um painel de anticorpos monoclonais com capacidade
blogueadora da interacdo DBPII-DARC mostrou que mais de 90% dos epitopos
reconhecidos estao conservados nas sequéncias de DBPII analisadas (CHEN et
al., 2016). Portanto, a identificacdo desses epitopos podem auxiliar na escolha e
no desenvolvimento de uma vacina baseada em DBPII capaz de abranger todas,

ou a maior parte das variantes circulantes dessa proteina.

Neste sentido, Ntumngia e Adams (2012) desenvolveram antigenos
vacinais sintéticos baseados na DBPIl com o objetivo de gerar uma resposta
imune contra epitopos conservados da proteina. A construcdo da primeira
geracdo do antigeno sintético, denominado DEKnull, teve como base a delecédo
por mutacdo do epitopo dominante mais polimérfico de células B
(DEKAQQRRKQ) e nao relevante para a estrutura 3D da DBPII (NTUMNGIA e
ADAMS, 2012). DEKnull se mostrou imunogénico e capaz de gerar anticorpos
com a capacidade de bloquear a interacdo ligante-receptor (BIAbs) em
camundongos imunizados. No entanto, os niveis de BIAbs gerados contra
DEKnull foram inferiores aos obtidos contra a variante de referéncia Salvador 1
(Sall) da DBPII (DBPII-Sall) (NTUMNGIA e ADAMS, 2012). Dessa forma, a
segunda geracdo do antigeno sintético (DEKnull-2) foi desenvolvido com o
objetivo de otimizar a inducdo da resposta imune. A DEKnull-2 se baseia na
alteracdo dos residuos polimorficos ndo conformacionais ao longo da regido Il da
proteina, além do epitopo polimorfico imunodominante de células B (NTUMNGIA
et al., 2017). DEKnull-2 mostrou elevada imunogenicidade em modelo murino
com geracao de anticorpos anti-DEKnull-2 com ampla capacidade bloqueadora
da interacdo da DBPII-DARC in vitro para todas as variantes avaliadas. Além
disso, individuos da Amazonia brasileira expostos a maléaria, apresentaram alta
reatividade a DEKnull-2, os quais, foram capazes de bloquear em cerca de 80%

a invasao in vitro de P. vivax em reticulocitos humanos (NTUMNGIA et al., 2017).

27



Até o0 momento, os resultados sdo bastante promissores, uma vez que
DEKnull-2 foi altamente reconhecido em uma populagédo da Amazoénia brasileira
e a resposta de anticorpos foi estavel ao longo de nove anos (NUTMNGIA et al.,
2017, PIRES et al., 2018). Além disso, anticorpos IgG direcionados aos epitopos
conservados (DEKnull-2) sdo mais estaveis e associados com a resposta de
anticorpos inibitorios (BIAbs) da interacdo DBPII-DARC (MEDEIROS et al., 2020).
Um estudo recente, desenvolvido pelo nosso grupo, mostrou que individuos
primo-infectados tiveram a resposta de anticorpos IgG anti-DEKnull-2 refor¢cada
ap6s o quadro de recaida da doenca (LIMA et al., 2022), o que corrobora o
potencial da DEKnull-2 como antigeno vacinal. Dessa forma, conhecer as bases
celulares e moleculares envolvidas na geracdo da resposta de anticorpos com
alta capacidade bloqueadora da interacdo DBPII-DARC e de longa duracao é de
grande importancia para aprimorar este candidato a vacina contra a malaria

causada pelo P. vivax.

1.6Resposta imune a malaria
1.6.1Imunidade inata

Ao contrario do que foi observado para infecgbes por outros patdgenos
intracelulares, incluindo virus (LEHNER et al., 2007), bactérias (MEDZHITOV,
2007) e alguns protozoarios (HONDOWICZ et al., 1999; GOLGHER et al., 2004;
LANG et al., 2007), em que o papel da resposta imune inata tem sido amplamente
investigado, poucos estudos sao direcionados para a resposta imune inata a
malaria em humanos. As primeiras interagfes entre estagios sanguineos do
parasito e as células do sistema imune inato do hospedeiro humano sé&o
consideradas importantes para moldar a resposta imune adaptativa contra a
infeccdo (ING et al., 2006). Além disso, a resposta imune inata € essencial nao
somente para limitar a fase inicial de multiplicacdo do parasito, mas também no
controle da infeccdo até o estabelecimento da imunidade adaptativa
(STEVENSON et al.,, 2004). A indugdo dos mecanismos que caracterizam a
imunidade inata independe do contato prévio do hospedeiro com o patégeno,
indicando que sua ativacdo € mediada por moléculas conservadas entre as

diferentes espécies ou cepas do microrganismo (STEVENSON et al., 2004).
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Essas moléculas conservadas, denominadas de padrées moleculares associados
a patogenos (PAMPs), interagem com receptores Toll (TLRs) presentes nas
células do sistema imune (COBAN et al., 2005). A ativagdo dos TLRs induz a
ativagdo de genes que leva a uma producdo de citocinas pro-inflamatorias,
ativagdo de peptideos antimicrobicidas e também a um aumento da expresséo
de moléculas co-estimulatorias e do complexo de histocompatibilidade (MHC)
(AKIRA e TAKEDA 2004; GAZZINELLI et al., 2004; PICHYANGKUL et al., 2004;
COBAN et al., 2005).

Certos componentes do Plasmodium séo capazes de ativar TLRs levando
a uma regulacdo positiva de citocinas pro-inflamatorias que em altas
concentrac6es podem induzir a patogénese na infeccdo malarica (NEBL et al.,
2005; COBAN et al.,, 2005; PARROCHE et al.,, 2007). Trés PAMPs foram
descritos como potenciais indutores da ativagcdo dos TLRs: as ancoras de
GlicosilFosfatidilinositol (GPI), acidos nucléicos derivados de Plasmodium e a
hemozoina ligada ao DNA do parasito. Essas moléculas séo responsaveis pela
ativacdo do TLR2, TLR4 e TLR9, que parecem ser 0s principais receptores
envolvidos na resposta inata (COBAN et. al., 2005; KRISHNEGOWDA et al.,
2005; PARROCHE et al., 2007; FRANKLIN et al., 2009).

Dentre os componentes envolvidos na imunidade inata se encontram as
células “Natural Killer” (NK), macréfagos e células dendriticas. Na resposta imune
inata, as células NK representam uma importante fonte inicial de IFN-y e sdo
responsaveis pela eliminagdo do parasito devido aos processos de citotoxidade
desencadeados em resposta ao parasito (OJO-AMAIZE et al., 1984; DOOLAN et
al.,, 1999; ARTAVANIS-TSAKONAS et al.,, 2002). Durante a infeccao por
Plasmodium, além de atuarem como células apresentadoras de antigenos, 0s
macrofagos apresentam um importante papel na imunidade inata devido a sua
habilidade de fagocitar eritrocitos infectados na auséncia de anticorpos

especificos citofilicos e/ou opsonizantes (SERGHIDES et al., 2003).

Um dos componentes da resposta imune ainda pouco explorado na
malaria humana séo as células dendriticas, responsaveis pela iniciacdo da
resposta pro- inflamatoria apos apresentacdo de antigenos para as células T do
hospedeiro (LANGHORNE et al.,, 2004). Estudos mostram que, a ativacao de
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PAMPs além de detectarem a presenca de infeccéo e ativar a imunidade inata,
também descandeiam vias de sinalizacfes que levam a ativacdo da imunidade
adaptativa, esses sinais sdo responsaveis por orquestrar o inicio, tipo, magnitude
e a duracdo da resposta, além da inducdo de memoria de longo prazo
(BANCHEREAU et al., 2000; PALM e MEDZHITOV 2009). Além disso, tem se
tornado evidente que as células dendriticas desempenham um papel critico na
amplificacdo da resposta imune inata, particularmente estimulando a ativacao de
células NK (FERLAZZO et al., 2002; GEROSA et al., 2005). Dessa forma, as
células da resposta imune inata possuem um papel central na resposta imune
adaptativa (STEVENSON et al., 2004).

1.6.2 Imunidade naturalmente adquirida

No que se refere a imunidade naturalmente adquirida (INA) na malaria,
estudos demonstram o desenvolvimento de forma lenta e gradativa apos
sucessivas infeccfes (COHEN et al., 1961; MCGREGOR, 1974; BAIRD et al.,
1991). Dessa forma, somente ap6s anos de exposicdo continua ao parasita € que
ocorre o desenvolvimento da imunidade clinica (IC), que protege contra a doenca,
mas nao contra a infeccdo (DOOLAN et al., 2009). Essa protecao é mediada
pincipalmente pela resposta especifica de anticorpos a antigenos de fase
sanguinea do parasito (GOOD et al., 2005). De fato, a transferéncia de soro
(Imunoglobulinas) de adultos imunes a malaria para criangcas com maldria aguda
reduziu os sintomas e a parasitemia (COHEN et al.,, 1961), indicando a

importancia dos anticorpos contra a doenca.

Embora exista um consenso da importancia dos anticorpos contra as
proteinas de fase sanguinea do parasito na INA, que auxiliam na redugédo da
parasitemia e dos sintomas clinicos da doenca (COHEN et al., 1969; O'DONNELL
etal., 2001; BOYLE et al., 2015; HILL et al., 2013; Chan et al., 2014), a imunidade
mediada por células também contribui nesse processo (GOOD et al., 2005; YAP,
HUSTIN e SAUERWEIN, 2019). O auxilio das células T CD4 + cognatas é
necessaria para a ativacao, proliferacéo de células B e maturacéo de afinidade e
troca de classe de imunoglobulinas (BRIGL e BRENNER, 2004) (Figura 3).

Linfécitos T auxiliares foliculares (Tfh ), que colocalizam com linfocitos B nos
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centros germinativos (GCs), sdo cruciais tanto para a ativacao de linfécitos B
virgens durante infec¢cbes primarias, quanto para reativacdo de ceélulas B de
memodria (MBC) em infecgbes secundarias (DORNER e RADBRUCH, 2005). Os
linfécitos Tfh e outros linfocitos T CD4+ podem ativar os linfécitos B virgens a se
diferenciarem em linfécitos B de memoria (MBCs) e/ou plasmécitos (PC),
altamente produtor de anticorpos, onde MBCs podem ser reativadas rapidamente
para produzirem anticorpos especificos durante infecges secundarias (DORNER
e RADBRUCH, 2005; YAP, HUSTIN e SAUERWEIN, 2019). A geracgéo de centros
germinativos (CG) eficazes é fundamental para geracdo da imunidade humoral
de alta afinidade a patégenos (SURETTE e BUTLER, 2022).

Figura 3- Representagdo esquematica da ativacéo de linfécitos B por duas sinalizagdes e geragao
de células B de memodria de curta e longa duragdo e células secretoras de anticorpos. O primeiro
sinal de ativagdo € dado pelo préprio antigeno, que no caso do LB se liga diretamente a
imunoglobulina de membrana; ja no caso do LT, o antigeno é apresentado por outra célula via
moléculas de MHC ao TCR. O segundo sinal pode ser dado por interagcdes de moléculas co-
estimulatérias (interacdo CD28 e B7.1/B7.2 ou CD40 — CD40L), ou, ainda, estimulo por citocinas
oriundas das células apresentadoras de antigeno ou por produtos gerados pelo microorganismo
infectante.

(4
BE b2
Plasmécitos de vida curta %ﬁ Qb@
IgE IgM
— ® &
IgG IgA
Centro Germinativo Plasmdcitos de vida longa ___
A
v Antigeno  TCR Receptorde Citocinas  Anticorpo
MBC de vida longa Citocinas

MBC derac]a curta
Fonte: elaborado pelo autor.

No entanto, o conhecimento sobre 0s mecanismos envolvidos no

desenvolvimento e persisténcia de células B de memoéria (MBCs) apos a infecgéo
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por Plasmodium spp ainda sao limitados. Alguns estudos tém mostrado que
embora os titulos de anticorpos tendem a cair na auséncia prolongada de
exposicdo ao parasito, as MBCs especificas contra antigenos do P. falciparum
foram capazes de persistir por anos (MIGOT et al., 1995; WIPASA et al., 2010;
NDUNGU et al., 2012; NDUNGU et al., 2013), fato de grande relevancia no
desenvolvimento de vacinas. Além disso, os poucos estudos realizados até o
momento sobre especificidade e longevidade da resposta de células B contra
antigenos de P. vivax (PvRALP1-Ecto, PvRhopH2, PvMSP8, PvAMA-1 e PYMSP-
9) ndo encontraram correlacdo positiva entre os niveis de anticorpos e a
frequéncia de MBCs antigeno-especificas no periodo estudado (KOCHAYOO et
al.,, 2019a; KOCHAYOO et al., 2019b; SOARES et al., 2019; SOARES et al.,
2020).

Esses achados indicam que o desenvolvimento da imunidade duradoura contra
a malaria parece ser deficiente, uma vez que, os individuos expostos tendem a
desenvolver uma resposta de anticorpos de vida curta. Assim, a exposicao
continua aos antigenos do parasito parece ser necessaria nao sé para a geracao
de células de memdria, mas também para a manutencdo e persisténcia de
anticorpos (NJAU e JACOB, 2012). Além disso, ainda pouco se sabe sobre a
aquisicdo e manutencdo das células envolvidas na geracdo de anticorpos
protetores na malaria causada pelo P. vivax. Portanto, estudos direcionados a
esse parasito, com aprofundamento no conhecimento dos mecanismos que
induzem uma imunidade clinica protetora, especialmente relacionado com a
indugdo e manutencao das células B de memoria duradora, é de fundamental
importancia e sdo necessarios para o desenvolvimento de uma vacina eficaz

contra o P.vivax.

1.6.3 Resposta transcricional do hospedeiro naimunidade a maléaria

Diversos fatores podem contribuir na falha do estabelecimento da
imunidade protetora e de longa duracéo na maléria, como a extensa diversidade
genética do parasito (TAKALA; PLOWE, 2009), a ampla variacdo clonal das
proteinas expressas durante o ciclo de replicacdo do Plasmodium spp. (SCHERF
et al., 2008), a intensidade de transmissao da doenca (ESCALANTE et al., 1998;
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DORFMAN et al., 2005; WEISS et al., 2010; WIPASA et al., 2010) e fatores
relacionados aos mecanismos fisiologicos e genéticos do hospedeiro que atuam
na imunidade inata e no desenvolvimento da imunidade adquirida contra o
parasito (STEVENSON e RILEY, 2004; LANGHORNE et al., 2008).

Durante a infeccao, alguns hospedeiros parecem responder intensamente
com um extenso numero de genes ativados e vias biolégicas, enquanto em outros
hospedeiros podem permanecer relativamente inalteradas (ADAMS et al., 2009;
IDAGHDOUR et al.,, 2012). Nesse sentido, no caso de infeccdo por maléria
diversas vias e/ou genes desempenham papeis fundamentais no sistema de
defesa do hospedeiro humano, podendo levar ao desenvolvimento de uma
resposta imune protetora contra a doenca e reduzir a suscetibilidade do
hospedeiro aos efeitos patogénicos desencadeados pelo parasito (STEVENSON
e RILEY, 2004; LANGHORNE et al., 2008; YAMAGISHI et al., 2014).

Particularmente, os genes da resposta imune inata sdo bem caracterizados
como sensores de defesa de primeira linha. Os receptores Toll-like (TLRsS) e
Varios outros receptores de reconhecimento de padrdes reconhecem patégenos
e componentes relacionados e desencadeiam cascatas de sinalizacdo a jusante
(KAWAI e AKIRA 2010; TAKEUCHI e AKIRA 2010). Especialmente em uma
infeccdo por malaria, o TLR9 é responsavel por reconhecer de forma especifica
a hemozoina (COBAN et al. 2005, 2010; PARROCHE et al. 2007), um produto da
degradacdo do grupamento heme (PHAM et al., 2020). Apds o reconhecimento,
a via TLR a jusante é ativada, eventualmente levando a ativacdo de dois grupos
principais de fatores de transcricdo: o grupo NF-kB (como o complexo
NFKB1:RELA) e AP-1 (como o complexo FOS:JUN) e os IRFs. Por meio desses
fatores de transcricdo, uma série de citocinas pro- inflamatérias, como TNF, IL1
e IL6, sdo subsequentemente induzidas (PAHL 1999; DINARELLO 2000;
GILMORE 2006; HOFFMANN et al., 2006; KISHIMOTO 2006). Particularmente,
0 grupo de fatores de transcricdo IRF induz respostas de interferon tipo | (IFN)
(SATO et al., 2009). Eles modulam ainda mais as respostas inflamatorias e
induzem respostas imunes adquiridas (ITO et al., 2002; PALM e MEDZHITOV
2009).
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Em relacdo a imunidade adquirida, foi visto que células B atipicas T-bet+
(atBCs) especificas para antigenos de P. falciparum mostraram ativacéo de vias
envolvidas na diferenciacdo em células secretoras de anticorpos e regulacéo
positiva de moléculas que medeiam interacdes de células B-T, sugerindo que
atBCs respondem as células T auxiliares foliculares (Tfh) (HOPP et al., 2022).
Além disso, as células B do centro germinativo (GC) parecem regular
positivamente o fator de transcricdo T-bet durante a infeccdo maléarica por P.
falciparum em modelo murino, influenciando na mutacdo de afinidade de Ig
aumentada e maturagéo de afinidade de anticorpo melhorada (LY et al., 2019).
As implicagbes desses processos sao de interesse para o desenvolvimento de
vacinas contra infec¢des, onde as células B de memoria T-bet+ e as células
plasmaticas desempenham um papel fundamental no controle da infeccéo
(BARNETT et al., 2016; KNOX et al., 2017; RUBTSOVA et al., 2013), e as taxas
de mutacdo aumentadas podem favorecer o desenvolvimento de anticorpos
protetores e amplamente neutralizantes (KWONG et al., 2013). Ainda nesse
sentido, um estudo demonstrou que as reacdes de células B do GC, respostas
de anticorpos com troca de isotipo, controle de parasitos e sobrevivéncia do
hospedeiro requerem sinalizacédo de IL-10 intrinseca as células B (GUTHMILLER
et al., 20017). Em relacdo aos mecanismos pelos quais a IL-10 reforca a
imunidade humoral, dados recentes mostram que a IL-10 promove a ativacéo de
células B e a expressdo de MHC de classe Il e moléculas de adeséo, além de

limitar a imunopatologia induzida por IFN-y (SURETTE et al., 2021).

Por outro lado, alguns genes parecem influenciar de forma negativa a
resposta frente a infeccdo, podendo induzir a producdo exagerada de citocinas
pré-inflamatérias (RIVERA-CORREA et al., 2017; GUTHMILLER et al., 2017).
Um estudo mostrou que os TLR2 e TICAM2 se correlacionaram com a gravidade
da infecgdo por malaria causada pelo P. falciparum (YAMAGISHI et al., 2014).
Aléem disso, alteracGes patologicas especificas do cérebro foram associadas a
infiltracdo dependente de MyD88 de células T CD8+, CCR5+ e células
dendriticas CD11c+, incluindo células CD11c+, NK1.1+ e B220+, e regulagéo
positiva de genes como Granzyme B, Lipocalin 2, Ccl3 e Ccr5, sugerindo que a
patogénese da malaria cerebral (MC) dependente de MyD88 mediada por TLR2

e/ou TLR9 pode desempenhar um papel critico na MC levando a complicacdes
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durante a infeccao por P. berghei ANKA (PbA) (COBAN et al., 2007).

Dessa forma, os niveis de expressédo de genes do hospedeiro induzidos
pela infeccdo ao Plasmodium, possuem um papel fundamental para determinar
a gravidade da doenca (ADAMS et al., 2009; LEE et al., 2018). No entanto,
apesar do rapido progresso quanto a analise das respostas imunes do
hospedeiro frente a infeccéo, o conhecimento atual € principalmente limitado ao
obtido a partir de modelos murinos ou sistemas de infeccdo de laboratorio.
Pouco se sabe sobre os padrbes de expressao génica in situ em humanos. De
fato, as caracteristicas clinicas, incluindo a gravidade dos sintomas da malaria,
sdo altamente varidveis. E ainda, existem poucos estudos até o momento
voltados para a identificacdo de genes do hospedeiro envolvidos na resposta a
infeccdo por P. vivax. Por isso, investigar um grande conjunto de genes
envolvidos na ativacdo de células da imunidade adquirida, pode nos auxiliar a
identificar marcadores e vias ligadas ao estabelecimento de resposta imune

estavel e persistente contra o P. vivax.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos esforcos para o controle da malaria nas areas endémicas,
essa doenca ainda representa um grande problema de saude no mundo. O
desafio de reduzir o impacto da malaria nas populacdes acometidas, torna-se
ainda maior quando se leva em consideracao a resisténcia dos parasitos aos
farmacos disponiveis, bem como o aumento de morbidade e mortalidade devido
ao potencial de recidivas do P. vivax (PRICE et al., 2007; ALEXANDRE et al.,
2010). Portanto, estes fatores constituem motivos de preocupacdo, 0 que
reforca a necessidade de se desenvolver uma vacina para contribuir no controle

dessa doenca.

Neste sentido, os estudos que visam proteinas do estagio sanguineo de
P. vivax reforcam que é viavel o desenvolvimento de uma vacina capaz de
bloquear e impedir o desenvolvimento do parasito (PATARROYO et al., 2012).
De fato, nosso grupo e outros mostramos que individuos anticorpos contra a
principal proteina de invasao da DBPII é capaz de bloquear a interagao receptor-
ligante e estdo associados com a protecao clinica (GRIMBERG et al., 2007,
CERAVOLO et al.,, 2008; KING et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2014).
Contudo, um dos grandes desafios para o desenvolvimento de uma vacina
baseada nesta proteina € o polimorfismo na regido do ligante da DBPIl e a
inducdo de anticorpos variante-especifica (CERAVOLO et al.,, 2009; COLE-
TOBIAN et al., 2009; CHOOTONG et al.,2012), o que limitaria 0 uso desta vacina
globalmente. Felizmente, juntamente com a colaboracéao do Dr. John Adams da
Universidade do Sul da Florida (USF), o antigeno sintético DEKnull-2
desenvolvido com base na DBPII que visa inducdo da resposta imune contra
epitopos conservados tem se mostrado promissor, capaz de induzir anticorpos
neutralizantes com ampla reatividade as variantes de DBPII (NTUMNGIA et al.,
2014; NTUMNGIA et al.,, 2017), além de apresentar alta reatividade em
individuos sob longa exposi¢céo a malaria (NTUMNGIA et al., 2017; MEDEIROS
et al., 2020).

Além disso, nosso grupo de pesquisa vem conduzindo desde 2008, um
estudo longitudinal de base populacional de longa duracdo em uma populagéo

do interior do Estado do Amazonas, onde identificamos individuos com resposta
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persistente de anticorpos aos antigenos de P. vivax, com alta neutralizacao as
variantes de DBPII, denominados de respondedores de elite (RE) (KANO et al.,
2016; SOUZA-SILVA et al.,, 2014). Portanto, nossa hipétese é que os RE
desenvolvem uma resposta de células B de memoria eficiente e de longa
duracdo especificas para DBPIl. Portanto, os respondedores de elite
apresentam caracteristicas unicas que nos permitira identificar genes e/ou vias
do sistema imune do hospedeiro que séo ativados sob estimulo especificos.
Esperamos que com isso, possamos contribuir na compreensdo dos
mecanismos moleculares que desempenham papeis fundamentais no
estabelecimento de uma resposta imune protetora contra o parasito da malaria
e também validar a DEKnull-2 como antigeno para o desenvolvimento de uma

vacina contra P. vivax.

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Avaliar o perfil de expressdo génica de ativacdo de células T e B associado
com a resposta imune de longa duracdo em individuos da Amazénia brasileira

contra os antigenos DBPIl e DEKnull-2.

3.20bjetivos Especificos

e Avaliar a frequéncia e dinadmica da resposta de anticorpos IgG contra as
proteinas recombinantes (DBPII e antigeno sintético DEKnull-2);

e Caracterizar o perfil de respondedores de longa duracdo a DBPII e DEKnull-
2;

e Avaliar o perfil da expressao de genes envolvidos na ativagéo de células T e
B especificas em respondedores de elite e ndo respondedores para DEKnull-
2 e DBPII-Sal1;

e Identificar marcadores e/ou vias especificas relacionadas com a resposta

imune duradoura nos respondedores de elite.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1Area e populacéo de estudo

O estudo foi desenvolvido no assentamento agricola de Rio Pardo,
localizado no municipio de Presidente Figueiredo, estado do Amazonas, a
aproximadamente 139 km de Manaus, com acesso pela rodovia BR-174 que
liga o estado do Amazonas ao estado de Roraima (Figura 4). O assentamento
agricola foi oficialmente criado em 1996 pelo Instituto Nacional de Colonizacdo
e Reforma Agraria (INCRA), como parte dos grandes projetos de colonizacéo
da Amazobnia focados na agricultura e ocupagdo humana da regido (DE
CASTRO et al., 2006). Segundo o ultimo Censo populacional de Rio Pardo
realizado em 2019 pelo nosso grupo de pesquisa, a populacdo € composta por
cerca de 158 familias, com uma média de quatro moradores por casa, que
residem em areas de igarapé (residéncias ao longo e em torno das
ramificacdes do rio Rio Pardo) e area de ramal (residéncias em torno de
estradas ndo pavimentadas). A populacdo do estudo vive principalmente da

agricultura de subsisténcia e da pesca (KANO et al., 2012).

O servico de saude local é restrito e inclui um posto de diagnéstico de
maléria da Secretaria de Vigilancia em Saude que oferece o diagndstico
microscopico e tratamento gratuito para a populacéo da area. Ha duas estacdes
bem definidas tipica da regido Amazoénica: um periodo chuvoso (novembro a
maio) e um periodo de seca (junho a outubro). A temperatura média anual da
regido € de 31°C, com clima umido e precipitagdo média anual de 2.000 mm por
ano (FISH et al., 1998).

Os aspectos éticos e metodoldgicos deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (CEP/ IRR) e CONEP sob o CAAE:
96098618.9.0000.5091.
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Figura 4- Mapa do Brasil na América do Sul mostrando a localizacao da regido endémica para
malaria na Amazénia brasileira (verde) e em destaque a localizacao do assentamento agricola
de Rio Pardo, municipio de Presidente Figueiredo, AM.

Rio pardo

Pres. Figueiredd

« Rio pardo

« Manaus

ENDEMIC REGION

’ibl

Fonte: adaptado de U.S. Geological Survey (USGS).

4.1.1 Desenho experimental do estudo longitudinal

Nosso grupo vem conduzindo um estudo longitudinal na populagéo de
Rio Pardo desde novembro de 2008 sob os aspectos de resposta imune contra
0s antigenos candidatos a vacina de P. vivax. O estudo longitudinal envolve uma
parte retrospectiva e prospectiva. O estudo retrospectivo envolvera as amostras
congeladas que foram coletadas em periodos de transmissdo de malaria
variavel (Figura 5). Os inquéritos transversais foram realizados em periodo de
alta/ média (periodo | e Ill) transmissao como no 1° ano (2008/2009) e 9° ano
(2018), enquanto que nos anos 6° e 7° foram realizados em periodo de baixa
transmissao (periodo Il), como mostra a Figura 5. O periodo retrospectivo do
estudo permitiu identificar individuos com resposta persistente de anticorpos e
com alta capacidade neutralizante contra interacdo DBPII-DARC (BIAbs) de P.

vivax, inclusive no periodo de baixa transmissdo, denominados de
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respondedores de elite (RE). Além disso, os individuos que ndo apresentam
resposta de anticorpos contra os antigenos de P. vivax em todo o periodo do
estudo, foram classificados de n&o respondedores (NR) (KANO et al., 2016;
SOUZA- SILVA et al., 2014).

As amostras utilizadas no presente trabalho, foram obtidas no inicio do
estudo prospectivo, coletadas no 11° ano de acompanhamento realizado em
agosto de 2019 (Figura 5).

Figura 5- Distribuicdo temporal do nimero de casos de malaria por espécie de Plasmodium spp
e 0s respectivos anos de acompanhamento do estudo longitudinal realizados (1°, 6°, 7°, 9°e 11°
ano) na populacdo de estudo - Rio Pardo, representados pela barra em cinza. Os casos de
maléria no periodo de 2008 a 2019 foram obtidos pelo Sistema de Informagédo de Vigilancia
Epidemioldgica — Malaria (SIVEP) diagnosticada por microscopia Optica com as espécies
causadoras P. falciparum (vermelho) e P.vivax (azul).

1y 6y Ty Oy 11y

— P.falciparum
404 — P. vivax

Malaria cases
(]
o

0-
R IR ST I L U - T S )
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—_—

-
%

long-term follow-up surveys
Fonte: adaptado de Kano et al., 2016.

Apés a realizagdo do censo populacional, todas as residéncias foram
visitadas. Ao todo, 210 individuos participaram do estudo, onde foi obtido o
consentimento por escrito por meio do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE, Anexo 1). Em seguida, os participantes foram entrevistados,
onde dados demograficos, epidemioldgicos e clinicos foram obtidos por meio de
um questionario bem estruturado (Anexo 2) (Figura 6). A pesquisa foi conduzida
conforme as normas vigentes para pesquisa ética envolvendo seres humanos
(Resolucdo N° 466, de 12 de dezembro de 2012). Além disso, todos os
participantes tiveram o diagndstico microscopico e molecular por Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (qQPCR) espécie-especifica (AMARAL et al., 2019)

realizados. No caso de resultado positivo para malaria, 0os pacientes receberam
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tratamento, seguindo o protocolo estabelecido pelo Ministério da Saude.

Para o estudo de expressdo génica, a selecdo dos individuos para a
avaliacao do perfil de expressao génica de ativacédo de células T e B teve como
base a resposta de anticorpos obtida, em conjunto com os resultados do estudo
retrospectivo cadastrados no Banco de dados da populacdo de estudo. Os
critérios adotados foram: (i) ter participado de pelo menos quatro cortes
transversais; (ii) apresentar resultados de sorologia convencional para detecc¢ao
de anticorpos IgG total contra a DBPII-Sall e DEKnull-2 e de (iii) ensaio
funcional para detecc¢éo de anticorpos bloqueadores da interacdo DBPII-DARC
(BIAbs) (estudo retrospectivo). Foram selecionados 20 individuos, sendo 10
respondedores de elite (RE), ou seja, individuos com resposta positiva para
anticorpos IgG total e BIAbs contra pelo menos um dos dois antigenos e, 10 ndo
respondedores persistente - individuos com dados de sorologia e de resposta
de BIAbs consecutivos negativos. Seguindo esses critérios, 20 individuos foram
selecionados para a avaliacdo do perfil de expressdo génica de ativacdo de
células T e B, sendo 10 respondedores de elite (RE) e 10 ndo respondedores
(NR).

Figura 6- Delineamento experimental do estudo prospectivo ha comunidade de Rio Pardo,
estado do Amazonas. Em verde estdo destacados os critérios de inclusdo utilizados para a
selecdo dos individuos para avaliar o perfil de expressao génica de ativacdo de células T e B
sob estimulo de DBPII e DEKnull-2.

Estudo prospectivo
N=210

Questionario

X F (18R —T TCLE
epidemioldgico

Molecular

Sorologia de IgG

Diagnostico — (ELISA) Dados retrospectivos
Microscopico ‘
Participacdo em 4 coortes
Ndo respondedores Respondedores de elite Sorologia para DBPIl e
N=10 N=10 DEKnull-2

Expressdo génica Ensaio funcional (BIAbs)

Fonte: elaborado pelo autor.



4.2 Coleta de amostras e Processamento

Cerca de 40 mL de sangue total foram coletados em tubo de vacutainer
contendo heparina sodica para obtencéo de plasma, células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) e DNA para os ensaios de deteccdo de anticorpos,
expressao génica e o diagnostico molecular de malaria de cada voluntario,

respectivamente.

4.2.1 Obtencao de plasma e isolamento de células mononucleares do

sangue periférico (peripheral blood mononuclear cell - PBMC)

Uma aliquota de sangue total foi destinada para extracdo de DNA (1mL)
para diagnéstico molecular de malaria e outro 1mL foi centrifugado em 400 x g
por 10 minutos para a obtencdo do plasma com o0 objetivo de realizar a
sorologia. DNA extraido e plasma foram armazenados a -20°C até a realizacao

dos ensaios.

Para o isolamento de PBMCs, o restante do sangue foi diluido na
propor¢éo 1:1 em meio RPMI 1640 incompleto (24 mM bicarbonato de sédio, 25
mM HEPES, 100 U/mL penicilina e 0,017 mM estreptomicina, pH 7,4).
Lentamente, o sangue foi adicionado sobre uma solucao de histopaque 1077
(Sigma-Aldrich), na proporcéo de 2:1, e centrifugado a 400 x g por 40 min em
temperatura ambiente. O anel formado entre a interface do plasma e o
histopaque (PBMCs) foi coletado. Apds duas lavagens em RPMI incompleto
(400 x g por 10 min a 4°C), as células foram ressuspendidas em soro fetal bovino
(SFB, Gibco), contadas em camara de Neubauer e a concentracéo foi ajustada
em 1x107 células/mL ou 5x10° células/mL em 90% de soro bovino fetal acrescido
de 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). A suspenséo de PBMCs foi
mantida em camara de congelamento (Nalgene) contendo isopropanol a -80°C
por 24h e posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C) até o

uso.

4.3 Antigenos de P. vivax recombinantes

As proteinas recombinantes, DBPII-Sall (243aa-573aa), cepa de



referéncia (FANG et al., 1991) e, DEKnull-2, seu protétipo candidato a antigeno
vacinal, foram expressas em E. coli com fus@o da proteina de 39 kDa com a
cauda de 6x-histidina, conforme descrito anteriormente (NTUMNGIA et al.,
2012; NTUMNGIA et al., 2017).

4.4Deteccédo de anticorpos IgG total especificos pela sorologia
convencional

A deteccao de IgG total contra as DBPII Sal-1 e DEKnull-2 recombinantes de
P. vivax foi realizada pelo ELISA indireto (SOUZA-SILVA et al., 2014). Placas
de 96 pocos foram sensibilizadas com 3 pg/mL para ambas as proteinas e
mantidas em 4°C por 12 horas, seguida de bloqueio com tampao especifico
(0,01M Na2HPO4- NaH2P04, 0,15M NaCl pH7,2 + 0,05% Tween 20 (PBS-T) +
5% leite em p6 desnatado) por, pelo menos, uma hora. As amostras de plasmas
foram diluidas em 1:100 em tampéo de diluicdo (PBS-T 0,05% acrescido de 3%
leite em po desnatado) e incubadas por 1 hora. Apos dez lavagens das placas
(PBS-T 0,05%), o conjugado anti-IgG humana ligada a peroxidase foi diluido a
1:5.000 em tampéo de diluicdo, adicionado a placa e incubado por 1 hora. A
revelacao foi feita com 20mg do substrato dihicloridrato de ortofenilenodiamina
(OPD) diluido em 40 mL de 0,1M tampéo citrato pH 5, acrescido de 40uL de

peréxido de hidrogénio a 30%.

A leitura da densidade o6tica (DO) foi realizada em leitor de ELISA em filtro
de comprimento de onda de 492nm (SpectraMax). Os resultados em DOa492nm de
cada amostra foram corrigidos pelo dia do experimento e calculado como:
DOag2nm corrigido = Média DOa4g2nm Controle Positivo x DO4g2nm Amostra/ DO492nm
Controle Positivo do dia. O limite de positividade (cut-off) para cada proteina foi
estabelecido pela média da DO4g2nm de 30 individuos nunca expostos malaria
acrescido de trés desvios padrdes. Os resultados para cada amostra foram
expressos em indice de reatividade (IR) obtido pela divisédo entre a média da
DOag2nm da amostra e DO492nm do cut-off. Amostras com valores de IR > 1 foram

consideradas positivas.



4.5Deteccédo de anticorpos blogueadores da interacdo DBPII-DARC
(BIAbs) pelo ensaio funcional de COS-7

Os resultados apresentados da resposta de BIAbs no presente trabalho
foram realizados anteriormente e cadastrados no Banco de Dados (BD) da
populacao de estudo e analisados em conjunto com os resultados obtidos nesta
dissertacdo. Resumidamente, células da linhagem COS-7 de rim de macaco
verde (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA) foram
transfectadas com o plasmideo pEGFP-DBPII, que codifica a sequéncia da
regido Il da DBP variante mais predominante da area amazonica (SOUSA et al.,
2010) e expressa juntamente com a proteina verde fluorescente (GFP) como
gene reporter. Apos 48h da transfeccgéo, as células COS-7 transfectadas foram
incubadas com plasma na diluicdo 1:40 durante 1 hora em 37°C acrescido de
5% de CO2. Em seguida, uma suspensdo de 10% eritrécitos humanos O+
DARC+ (FY*A/FY*B) foi adicionada a cada pogo (200 uL/pogo), e incubadas por
2h em temperatura ambiente. Apds a incubacdao, os eritrocitos nao ligados foram
removidos por trés lavagens com solugdo fosfato salina (PBS) tamponada.
Como controle positivo da ligacdo, plasma controle negativo foi utilizado
considerando 100% de ligacdo. A formacdo de roseta foi quantificada pela
contagem de rosetas observadas em 10-20 campos de visdo (200x). Rosetas
positivas foram definidas como eritrocitos aderentes cobrindo mais de 50% da
superficie da célula COS. A porcentagem de inibicao foi calculada de acordo
com a formula 100 x (Rc - Rt)/Rc, onde Rc € a média do numero de rosetas
presente no controle e Rt a média do nimero de rosetas presentes nos soros-

testes.

4.6 Cultura de PBMCs estimuladas com antigenos de P. vivax

Inicialmente, 1 mL de células a 1x10’ células/mL foram descongeladas
parcialmente em banho-maria a 37°C, adicionadas em 10mL de RPMI 1640
completo (10% Soro Bovino Fetal + 1% antibi6tico) pré-aquecido (37°C)
acrescido de Benzonase nuclease (Thermo Fisher) 20 pg/mL. Em seguida,

foram centrifugadas em 1.600 rpm durante 10min em temperatura ambiente. O
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sobrenadante foi desprezado e o precipitado celular foi ressuspendido em 1 mL
de meio RPMI 1640 completo. A contagem celular foi realizada com uma
aliquota de 10 pL da suspenséo celular em 90 uL de azul de Tripan (1:10) em
camara de Neubauer. Em seguida, as células foram mantidas em 37 °C
acrescida de 5% COz2 por 6 horas para descanso (“resting”). Em seguida, 1x10°
células/mL foram estimuladas com os seguintes tratamentos: (1) controle
negativo — somente meio RPM1640; (2) controle positivo — meio RPMI 1640
completo acrescido de 1x coquetel de estimulacdo celular (lonomicina — 670 uM
e PMA - 40,5 pM) (Cell Stimulation Cocktail, eBioscience™); (3) DBPII Sal-1 (10
png/mL) em meio RPMI 1640 completo; (4) DEKnull-2 (10 pg/mL) em meio RPMI
1640 completo. As células foram estimuladas por 12h, mantidas em estufa em
37°C contendo 5% COz2. Em seguida, as células foram submetidas ao processo

de extracdo do RNA.

4.7 Avaliacao do perfil de expresséo génica

Inicialmente, todas as etapas que envolvem o ensaio de expressao
génica como extragdo de RNA, pré-amplificacdo e amplificagdo foram
padronizadas. Em seguida, PBMCs congeladas dos individuos selecionados
foram submetidas a cultura estimulada com DBPII e DEKnull-2 e os ensaios de
expressao génica de ativacao de células B e T foram realizados, como mostrado

a sequir.

4.7.1 Padronizagdo da Extracdo de RNA

A partir de 1 x 10® PBMC/mL, quatro protocolos de extracdo de RNA
foram avaliados para escolha do protocolo com melhor rendimento e qualidade
do RNA extraido.

Protocolo 1 (P1) foi utilizado o kit RNAesy Plus Mini (Qiagen) de acordo

com as recomendacdes do fabricante. Apos o periodo de estimulacao, a cultura
de PBMC foi centrifugada por 1 min a 14.000 x g, em seguida, o precipitado
celular foi ressuspendido em 600 uL de tampdo RLT lysis contendo 1% -
mercaptoethanol. Em seguida, o lisado foi transferido para a coluna de

eliminacdo do DNA gendmico (gDNA) e centrifugado por 30 segundos a 8.000
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x g. Ao sobrenadante, foi adicionado 600 pL de etanol 70% e transferido para a
coluna de ligacdo do RNA (RNeasy spin), centrifugado por 15 segundos a 8.000
x g. O sobrenadante foi descartado e adicionado o tampé&o de lavagem (buffer
RW1) e submetido a centrifugacdo de 15 segundos a 8.000 x g. Mais duas
lavagens foram realizadas com o segundo tamp&o de lavagem (buffer RPE). Ao
final, o RNA foi eluido com 45 pL de agua para biologia molecular livre de
RNase.

Protocolo 2 (P2), utilizou-se o protocolo do kit RNAesy Plus Mini (P1)

modificado onde se excluiu a coluna de eliminacdo do gDNA e procedeu-se 0
protocolo conforme descrito em P1. Ao final, o RNA eluido foi submetido ao
tratamento para remocédo do gDNA com o kit TURBO DNAfree (Thermofisher),
seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, para cada amostra (45 L
de RNA total), adicionou-se 5 pyL de 10x tampéo da TURBO DNase, 1,5 yL da
enzima TURBO DNAse e agua livre de RNase para o volume final de 65 pL. A
reacdo foi incubada em 37°C por 30 minutos, seguida de adicdo de 20% de
solucdo de parada ao volume final, mantendo-se por cinco minutos para
inativacdo da enzima DNAse. Ao final, as amostras foram centrifugadas em
10.000 x g por 15 segundos e o sobrenadante contendo o RNA extraido foi

coletado.

Protocolo 3 (P3) foi feito com Trizol (Thermofisher) de acordo com

recomendacdo do fabricante. Ao precipitado celular adicionou-se 3mL de
TRIzol™ (Thermofisher), seguida de incubacao por 5 minutos para a completa
dissociagado do complexo de nucleoproteinas, seguida de adi¢ao de 600 pL de
cloroférmio, e incubacgéo por 3 minutos. Apos centrifugacao a 12.000 x g durante
15 minutos, coletou-se a fase superior contendo o RNA. Adicionou-se 1,5 mL de
isopropanol mantendo-se em 4°C por 10 minutos para precipitacdo de RNA. Em
seguida, o RNA foi ressupendido com 3 mL de etanol 75% e submetido a
centrifugacdo por 5 minutos a 7.500 x g a 4°C. Desprezou-se o0 sobrenadante e

o precipitado foi ressuspendido em 50 pL de agua livre de RNase.

Protocolo 4 (P4) utilizou o protocolo deTrizol P3 associado com adic&o

da coluna de ligacdo de RNA total do kit RNAesy Plus Mini, conforme o
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protocolo P1. Apos a obtencao do RNA pelo métodolo P3, o RNA ressuspendido

foi adicionado na coluna para ligacdo do RNA, conforme descrito em P1.

Todas as amostras de RNA extraidas foram concentradas em
SpeedVaccum na metade do volume. Uma aliquota de 2 yL de cada amostra
de RNA extraida foi utilizada imediatamente para quantificacdo e avaliacdo da
integridade do RNA. O restante das amostras foi armazenado em freezer -80°C

para posterior processamento para obtencéo de DNA complementar (CDNA).

4.7.2 Quantificacdo e andlise da qualidade do RNA extraido.

A quantificacdo do RNA extraido foi realizada utilizando o kit Qubit® RNA
HS Assay (Thermofisher). Para cada amostra a ser quantificada foi adicionado
2 UL de RNA em 198 uL de Mix de reacdo em temperatura ambiente, contendo
1 pL de Qubit® RNA HS Reagent (Component A) e 199 ul Qubit® RNA HS Buffer
(Component B). As amostras foram homogeneizadas por 3 segundos e dosadas

no equipamento apos calibracdo com o padrao.

Em seguida, a analise da qualidade do RNA extraido foi avaliado quanto
ao numero de integridade de RNA (RIN), utilizando-se o kit da Agilent RNA 6000
Pico Assay com o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) com
limite de deteccao de 0,2 ng/uL de RNA. Resumidamente, foi adicionado 1 uL
de corante na aliquota de Gel, ap6s homogeneizacdo por 30 segundos.
Posterior a centrifugagéo por 10 minutos a 13.000 x g em temperatura ambiente,
9 pL do gel preparado foi adicionado ao chip, e 1 pL de amostra adicionado aos
pocos. Apoés adicdo das amostras, o chip foi homogeneizado no agitador vortex
por 2 minutos a 2.400 rpm. Apds leitura no aparelho, a eletroforese capilar de
alta tenséo foi obtida juntamente com os valores de RIN de cada amostra. O
valor de RIN, estima a integridade por meio da analise das intensidades relativas
e qualidade das bandas 18S e 28S do RNA ribossomal. Apenas amostras que

tinham uma boa integridade (RIN>6) foram utilizadas nos experimentos.

4.7.3 Transcricdo reversa para obtencdo de cDNA e pré-amplificacéo

A partir do RNA extraido, obteve-se a molécula de cDNA de cada amostra
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pela reacdo da transcricdo reversa (RT) (Thermofisher), conforme protocolo
recomendado pelo fabricante. Inicialmente, foi realizada a preparagdo da
mistura da reacdo (Master Mix) de RT 2x concentrado (Master mix 2x [ ]) para
cada reacao contendo: 2 uL de 10x tampao da RT, 0,8 yL de 25x mistura de
dNTP (100 mM), 2uL de 10x Random Primers da RT, 1 yL de transcriptase
reversa Multiscribe e 4,2 yL de agua livre de nuclease. Em seguida, para cada
reacao de RT foi adicionado 10 uL do RNA extraido e 10 yL do RT Master Mix
2x concentrado. A concentracdo final do RNA foi de 20 ng para reacdo da RT
de 20 pL de volume final. A reacdo de amplificacdo da RT foi de 10 minutos a
25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85 °C realizado no termociclador Veriti

96-well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific).

Devido a variacdo na concentracdo e numero de integridade de RNA das
amostras, associado com a limitacdo da quantidade de PBMCs congeladas
obtidas dos respondedores de elite (RE) e ndo respondedores persistentes
(NRP) para o uso nos ensaios de expressao génica, avaliamos a necessidade
de adicionar a etapa de pré-amplificacdo de cDNA antes do uso nos ensaios de
expressao génica pelo Tagman Open Array. Para isso, os dois genes controles
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e Interleucina 2 (IL-2) de alta e
baixa expressdo, respectivamente, foram selecionados para avaliar a
amplificacdo sem e com a etapa de pré-amplificacdo pela gPCR. Além disso,
duas amostras com RNA total extraido de integridade boa (RIN = 7) e duas
amostras com a integridade ruim (RIN < 7) foram selecionadas para avaliar a
interferéncia da qualidade do RNA na amplificacdo. Em ambas as condi¢des, a
concentracdo de cDNA total utilizada foi de 2 ng/[JL. Dessa forma, a reacao de
pré-amplificagdo (volume final 50 pL) foi realizada utilizando 12,5 uL de cDNA,
25 pyL TagMan PreAmp Master Mix e 12,5 yL TagMan® PreAmp Pool. As
condic¢des de amplificacéo realizadas foram: 95 °C por 10 minutos, 14 ciclos de

95 °C por 15 segundos e 60 °C por 4 minutos, 99°C por 10 minutos. As amostras

de cDNA preamplificadas foram armazenadas em freezer -80°C até o uso.

4.7.4 Ensaio OpenArray

Um painel com 112 alvos foi predefinido para avaliagdo da expressao
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génica de ativacao de células T e B pelo ensaio Tagman OpenArray. Os genes
alvos especificos de células T, células B e de outras células envolvidas na
resposta imune, bem como os genes referéncia, selecionados a partir do
GenBank, estao demonstrados na tabela 1. Inicialmente, as amostras de cDNA
pré-amplificadas foram diluidas 1:20 com tampé&o TE (Buffer TE, ThermoFisher).
Cada reacao de amplificacdo do ensaio de Open Array continha: 2,5 uL da
amostra pré-amplificada diluida 1:20 e 2,5 pL de 2x TagMan Open-Array Real-
Time PCR Master Mix para o volume final da reagao de 5 uL. As amostras foram
adicionadas em triplicata em placas de PCR de 96 pocos sobre o gelo. A
pipetagem das amostras para a placa TagMan OpenArray foi realizada pelo
sistema AccuFill e a amplificacéo realizada no termociclador de PCR em tempo
real QuantStudiol2K.
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Tabela 1- Alvos de ativacéo de células T e B avaliados na analise do perfil de expressao génica pelo

ensaio de Open Array.

Name
—

Gene ID

Early Growth Response 1

Toll Li ke Receptor 4

PR/SET Dorrnain 1

BCLG Transcription Repressor
Interleukin 12 Receptor Subunit Beta 2
Lyrmphocyte Activating 3

Faz Cell Surface Death Receptor
CD40 Ligand

Interleukin 4 Receptor

C-X3-C Motif Chemokine Ligand 1
BLWM RecQ Like Helicase
Interleukin 1 Beta

C-%-CMotif Chemokine Ligand 8
Interleukin 2

Interleukin 3

Interleukin 4

CD3 Deta Subunit Of T-Call Receptor Complex
Interleukin 7

Interleukin 12

CDE] Molecule

CD8b Molecule

Interferon Regulatory Factor 3
Interleukin 15 Receptor 1

Wlitogen-Activated Protein Kinasekinase Kina:

LCK Proto-Oncogene

B Cdl Linker

CD47 Molecule

Fas Ligand

Impartin s

CD7 Wolecule

TMF Superfamily Wember 13b

T-Bow Transcription Factor 21

CD5 Molecule

Interleukin 21 Receptor

Interleukin 21

GATABinding Protein 3

X-Box Binding Protein 1
Glucuronidase Beta

CDZ Melecule

CD8a Molecule

C-C Motif Chermokine Receptor 3
InducibleT Cdl Costirmulator Ligand
Cyclin Dependent Kinaselnhihitor 1A
Toll Li ke Receptor 3

Ietastasis Associated 1 Family Member 3
CDZ7 Molecule

Toll Li ke Receptor 1

Interleukin 12 Receptor Subunit Beta 1
C-%-C Motif Chemokine Receptor 5
TNF Superfarily Member 14
MembraneSpanning 4-Domains Al
TMF Receptor Superfamily Member 13C
C-%-C Motif Chemokine Receptor 4
BCLZ Apoptosis Regulataor

Hy droxymethyl bilanesynthase

C-C Metif Chermokine Receptor 2
Fonte: criado pelo autor.

EGR1
TLR4
PRD M1
BCLG
IL12RB2
LAG3
FAS
LG
IL4R
X3CL1
BLM
IL1B
CKCL8
Iz
L3
L4
D30
L7
IL13
a1
(3B
IRF8
IL18 R1
MAP3K7
LCK
BLNK
a7
FASLG
IPO8
7
TNFSF13B
TBX 21
s
IL21R
IL21

GATA3
XEP1
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Os valores de Relative threshold cycles (CRT) das amostras foram
normalizados a partir de trés genes constitutivos envolvidos no painel (HPRT1,
UBC e IPO8) que apresentaram score menor que 1 (score <1). Em seguida, foi
feita a analise de componente principal (PCA) seguida de um agrupamento
hierarquico a partir dos valores de CRT individuais de cada biogrupo (RE e NR)
para os genes avaliados. Esta analise foi realizada a priori com o objetivo de
identificar e remover possiveis outliers do célculo da Quantificacdo Relativa
(RQ) e assim, obter dados mais homogéneos dos grupos biolégicos (Jaskowiak,
2011). A andlise de PCA foi feita utilizando o GraphPad Prism 9 e o0 agrupamento
hierarquico das amostras o Software R. A partir das analises, foram identificados
seis individuos outliers, sendo trés do grupo RE (RP516, RP517 e RP308) e trés
NR (RP624, RP550 e RP623). Dessa forma, para o calculo da RQ foram
consideradas 14 amostras agrupadas nos grupos bioldgicos RE (n=7) e NR
(n=7).

4.8 Analise estatistica

Todos os dados demograficos, epidemioldgicos, clinicos e de sorologia
foram adicionados no banco de dados da populacdo do estudo. As anélises
estatisticas foram realizadas no programa Prism 9.0 (GraphPad software).
Inicialmente, o teste de Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a normalidade
das variaveis. O teste de Grubb foi realizado para detectar outliers. Os
resultados da resposta de anticorpos foram utilizados como uma variavel
categorica binaria (positivo e negativo) e/ou como uma variavel continua (nivel
de anticorpos expressos como indice de Reatividade, IR). As diferencas nas
proporcdes foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado ([J%) ou teste exato de
Fisher, conforme apropriado. As diferengas nas médias e/ou medianas foram
avaliadas usando de test T ou Mann-Whitney para dois grupos e ANOVA ou
teste de Kruskal-Wallis para mais de dois grupos seguido de teste post hoc,
conforme apropriado. Em todas as andlises foi considerado o nivel de
significancia de 5%, ou seja, valor de p<0,05. A andlise de enriquecimento
funcional dos genes diferencialmente expressos (DEGS) foi realizada utilizando

0 programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA) considerando nivel de
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significancia de 5% (p<0,05) e expressos em heatmap construido no programa
GraphPad Prism 9. Foram consideradas vias funcionalmente enriquecidas

significativas aquelas que apresentaram valores de p < 0,01.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais da populagéo do estudo

Um total de 210 individuos foram recrutados para o estudo, sendo que
48% (101/ 210) ja haviam participado em estudo anterior (antigos participantes)
e 52% (109/ 210) sdo novos participantes. As caracteristicas demogréficas,
epidemiologicas e de infeccdo malarica da populacdo do estudo estdo
demonstrados na tabela 2. No geral, a populacdo estudada é constituida de
adultos com mediana de idade de 43,8 anos (intervalo interquartil — 11Q: 30,3 —
57,4). A mediana de idade entre os novos (NP) e antigos (AP) participantes
foram semelhantes de 40,9 anos (30,1- 56,2) e 46,4 anos (32,7— 60,0),
respectivamente. Em relacéo ao género, a propor¢ao de homem e mulher foi de
1,1:1 tanto para a populacéo geral, como para ambos os grupos. Em relacéo ao
tempo de residéncia em Rio Pardo, como esperado, foi possivel observar que
individuos NP tiveram menor de tempo de residéncia quando comparado aos
individuos AP (NP 5 anos versus AP 19 anos, p=0,003). Quanto ao local de
moradia, a frequéncia de moradores em area de igarapé foi semelhante entre
0s grupos NP e AP (38,5% NP versus 41,6 % AP).

No geral, a frequéncia de infec¢ao por maléria na populacdo de estudo foi
de 5% (11/ 210). Todos os 11 individuos tiveram diagndstico de infeccdo malaria
positiva pela PCR em tempo real (Amaral et al., 2019), e em apenas dois
individuos do grupo NP, o diagnéstico foi confirmado pelo diagndstico
microscopico. Como esperado, a frequéncia de infec¢cdo malarica foi menor nos
individuos AP (n=4) quando comparado com os NP (n=7). Além disso, no grupo
dos AP foram positivos somente pelo diagnostico molecular, sugerindo baixas

parasitemias.
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Tabela 2- Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas e infeccdo malarica da populacdo do

estudo.
Participantes
Novos (NP} Antigos(AP) Total
Variaveis (N=109) (N=101) (N=210)
Idade (mediana, 1IQ) 40,9 (30,1-56,2) 46';3‘0(%?'7' 43v85§3£%3 -
Gene][o‘ r_ne_lsouhno: 1,11 1,111 1141
eminino
Anos de residéncia em
Rio Pardo 50 (2,0-9,0) * 19,0 (15,0-21,0)" 13,0 (5,0-20,0)
{mediana, 11Q)
Populagac
Ribeirinha (%)** 42 (38,5) 42 (41,6) 84 (40,0)
Infecg&o por malaria,
total (%) 7 Pv (6) 4 Pv (4) 11 Pv (5)
Microscopia 2Pv (2 0 (0} 2Pv (1)
real-time PCR 7 Pv (6) 4 Py (4) 11 Pv (5)

1IQ = Intervalo interquartil; Pv — Plasmodium vivax; PCR em tempo real (Amaral et al., 2019); **
moradores em area de Igarapé; @b Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Fonte: criado pelo autor.

5.2Frequéncia de anticorpos IgG contra DBPII Sal-1 e DEKnull-2 na

populacdo do estudo

As frequéncias de anticorpos IgG contra DBPII-Sall e ao antigeno
sintético DEKnull-2 em 210 individuos foram de 24% (50/ 210) e 20% (42/ 210),

respectivamente (Figura 7A).

Quando comparamos as frequéncias de

respondedores entre novos (NP) e antigos participantes (AP), a positividade
para DBPII-Sall em AP foi de 30% (30/101) e enquanto em NP foi de 18%
(20/109) (Figura 7B). Resultados similares foram observados para DEKnull-2,

onde 25% (25/101) de AP apresentaram frequéncia de IgG positiva enquanto

em NP foi de 16% (17/109). Nao houve diferenca estatistica entre a positividade

€ nos niveis de anticorpos nos grupos para ambas as proteinas (Figura 7C).
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Figura 7. Frequéncia de anticorpos IgG total contra os antigenos de P. vivax na populagéo
de estudo de Rio Pardo. (A) Resposta de anticorpos IgG contra DBPII Sall e DEKnull-2 na
populacao do estudo (N=210) e (B) contra DBPII Sall e (C) DEKnull-2 em novos (N=109) e
antigos (N=101) participantes. Os resultados foram expressos em indice de reatividade (IR)
para cada proteina. As linhas horizontais indicam a média e o desvio padrdo dos valores de IR.
A linha pontilhada indica o ponto de corte (cut-off). Valores de IR >1 foram considerados
positivos. A frequéncia de respondedores (%) se encontra no topo da figura. A média (Me) e
desvio padrao (DP) do indice de reatividade estéo representados no €ixo x.
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Com o objetivo de avaliar a dinamica da resposta de anticorpos contra a
DBPIl e DEKnull-2 ao longo de 11 anos, os resultados acima apresentados
foram analisados em conjunto com as frequéncias de anticorpos obtidos nos
anos 1, 6, 7 e 9 do estudo retrospectivo (Figura 8). Durante todo o periodo de
acompanhamento, diferentes perfis de transmissédo de maléria foi observado
na area de estudo como fase de média transmissdo (fase | e lll) e baixa
transmissao (fase Il). Neste periodo, as frequéncias meédias da resposta de
anticorpos IgG antigeno-especificos variaram de 16 a 34% contra DBPII (Figura
8A) e 31 e 36% contra DEKnull-2 (Figura 8B). No periodo de baixa transmissao
de maléria (Fase IlI) que coincide com o 6° e 7° ano de acompanhamento, a
frequéncia de anticorpos contra DEKnull-2 permaneceu estavel em torno de
33%, enquanto houve uma reducéo de positividade para DBPII-Sall para 16%
(p<0,01). No entanto, com o retorno de transmissdo de malaria (Fase lll), a

frequéncia de respondedores aumentou para 24% (Figura 8A).

Figura 8. Dinamica da resposta de anticorpos antigeno-especificos durante 11 anos de
acompanhamento. (A) Dindmica da resposta de anticorpos IgG total contra DBPII-Sall (azul)
e (B) DEKnull-2 (laranja) da populacdo do estudo no periodo de 11 anos, cujo estudo
longitudinal esta descrito na Figura 5. A resposta de 1gG foi expressa em indice de Reatividade
(IR) e os valores individuais representados em pontos com as respectivas cores no eixo x. (C)
Perfil da resposta de anticorpos contra DBPII (azul) e DEKnull-2 (laranja) entre os individuos
durante o periodo do estudo, expressos em porcentagem (%) de respondedores.
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Fonte: criado pelo autor.
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Com base nos resultados de 11 anos do estudo longitudinal,
identificamos trés perfis distintos da resposta de anticorpos IgG contra DBPII-
Sall e DEKnull-2: (1) Respondedor Persistente (RP) — individuo com resposta
de anticorpos IgG antigeno-especificos positiva em todo o periodo; (2) Nao
Respondedores Persistentes (NRP) — resposta de anticorpos IgG antigeno-
especificos negativa em todo o periodo; (3) Respondedores Transientes (RT)
— resposta de anticorpos IgG antigeno-especificos que variou entre positiva e
negativa durante o periodo do estudo (Figura 7C). As frequéncias dos perfis de
resposta de anticorpos para ambas as proteinas foram similares, sendo possivel
identificar 13% (13/101) de respondedores persistentes, tanto para DBPII-Sall,
quanto para DEKnull-2. Em relagdo a proporcdo de ndo respondedores
persistentes, identificamos 46% (46/101) e 52% (52/101) para DBPII-Sall e
DEKnull-2, respectivamente. Respondedores transientes foram identificados em
41% (41/101) para DBPII-Sall e 35% (35/101) para DEKnull-2.

5.3Perfil de Resposta de anticorpos IgG totais antigeno-especificos de
acordo com o status imunoldgico da resposta de anticorpos
blogueadores da interacdo DBPII-DARC (BIAbs) de longa duracéo

Como a resposta de anticorpos bloqueadores da interacdo DBPII-DARC
com alta inibicdo estd associada com protecdo clinica (KING et al., 2008;
NICOLETI et al., 2016), avaliamos o plasma de individuos que apresentaram
resposta de anticorpos bloqueadores da interagdao DBPII-DARC (BIAbs) em
conjunto com a resposta persistente de anticorpos IgG total contra DBPII e
DEKnull-2 (Figura 9). Dois grupos com individuos com perfil bastante distinto
foram selecionados para investigar o perfil diferencial de expressao génica de
ativacdo de células T e B. O primeiro grupo, consistia de individuos com
resposta positiva de BIAbs e resposta contra DBPII e DEKnull-2 persistente,
denominados de Respondedor de elite (RE, n=10) e, o segundo grupo, nao
respondedor persistente (NR, n=10) era composto por individuos que né&o
apresentavam BIAbs, nem resposta de IgG contra as proteinas avaliadas ao
longo dos 11 anos de acompanhamento. A mediana da porcentagem de inibic&o
de BIAbs dos RE foi de 59.2 (1IQ: 50-89.5) e todos os respondedores
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apresentaram resposta de IgG positiva para, pelo menos, uma das proteinas
avaliadas durante todo o periodo do estudo. Quando comparamos a intensidade
da resposta de anticorpos, observamos que a intensidade foi maior para
DEKnull-2 em comparagéo com a DBPII (p=0,02), onde as medianas do indice
de reatividade de anticorpos contra DEKnull-2 e DBPII foram de 5,0 (2,98-8,25)
e 2,96 (1,6-5,9), respectivamente. Os NR nao apresentaram resposta de BIAbs

e 1gG contra DBPII e DEKnull-2, como mostra a Figura 9.

Figura 9- Perfil individual da resposta de anticorpos IgG total antigeno-especificos de
acordo com o status imunolégico da resposta de anticorpos bloqueadores da interagéo
DBPII-DARC (BIAbs) da populacéo de estudo para avaliagdo do diferencial da expresséo
génica de ativacdo de células B e T. O estudo foi realizado em periodos de alta (I e Ill) e baixa
(IN transmisséo da malaria, onde foram conduzidos: a fase | (zero, 6 e 12 meses), fase Il (6° e
7° anos) e fase Ill (9 e 11 anos). Cada linha representa um individuo e as colunas indicam
resposta de BIAbs (verde) e as respostas de IgG total detectadas pelo ELISA (rosa-amarelo) em
cada momento da pesquisa transversal. Valores de IR > 1,0 foram considerados positivos e
categorizadas em tercil do valor de IR (roxo a amarelo). Valores abaixo do ponto de corte foram
considerados como negativos e estdo representados pela cor cinza. A cor branca representa
auséncia de participacdo do estudo longitudinal de coorte aberta.
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Para verificar a influéncia dos fatores demogréaficos e epidemiolégicos no
perfil de respondedores de elite e ndo respondedor persistente, a tabela 2
mostra as caracteristicas dos grupos estudados. A mediana de idade entre
respondedores de elite (RE) e ndo respondedores (NR) foi semelhante com 50
(43-62) e 54 (36-62) anos, respectivamente (Tabela 3). Em relagdo ao género,
a proporcao de homem e mulher também foi semelhante entre os grupos de 1:2
em RE e 1:1 em NR, bem como o tempo de residéncia em Rio Pardo (20% RE
versus 18% NR). Quando avaliamos a proporc¢éo de individuos que residem em
areas de igarapé 50% dos RE residem nesta area quando comparado aos 30%
de NR, embora ndo tenha havido diferenca significativa (p=0,42). Quando
avaliamos o numero prévio de episddios de malaria entre 0s grupos, 0S
respondedores de elite apresentaram maior nimero de episodios prévios de
malaria em comparacdo com os nao-respondedores (14 RE versus 3 NR,
p=0,02). Quanto ao diagnostico de malaria, as infec¢des detectadas pela PCR
em tempo real em todos os momentos do estudo, foram semelhantes entre os
grupos (7 RE positivos versus 10 NRP positivos), sendo que em ambos o0s
grupos, a infeccdo maléarica nao foi detectada pela microscopia.

Tabela 3- Caracteristicas demograficas, epidemiolégicas e de infeccdo malarica nos individuos
selecionados para avaliagdo do perfil de expressao génica de ativacéo de células T e B.

Participantes

Variaveis RE NR
(N=10) (N=10)
Idade (mediana, IIQ) 50 (43-62) 54 (36-62)
Género, masculino: feminino 1:2 1:1
Anos de residéncia em Rio Pardo
- 18 (12-21
(mediana, 1IQ) 20 (19-21) ( )
Populagéo ribeirinha (%) 50 30
Episddios de malaria referida (mediana,
P Q) ( 14 (11-19)2 3 (2-8)°
Infecgdo por malaria, total (n) 7 10
Real-time PCR (n)* 7 10
Microscopia 0 0

lIQ:interquartil; *PCR em tempo real (protocolo de Amaral et al., 2019). &P Letras
diferentes indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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5.4Avaliacao do perfil diferencial de expressao génica de ativacao de

células T e B pelo ensaio de Tagman Open Array

Para identificar possiveis marcadores e/ou vias que possam explicar o
estabelecimento do perfil de resposta encontradas em respondedores de elite,
um painel de genes relacionados com a ativagéo de células T e B foi desenhado
para o ensaio de Tagman Open Array. Primeiramente sdo apresentados o0s
resultados das etapas de padronizacdo do ensaio de Tagman Open Array com
amostras controle e posteriormente, a avaliacao do perfil de expressao génica de

amostras dos individuos RE e NR selecionados.

54.1 Escolha do protocolo da  extracao de RNA a
partir de  células mononucleares de sangue periférico (PBMC)

Inicialmente, o0 método de extracdo de RNA total a partir de um milhdo
(1x10% de PBMCs frescas estimuladas com mitdgeno inomicina e PMA foi
definido a partir de quatro protocolos distintos: (i) P1: kit RNAesy Plus Mini; (ii)
P2: kit RNAesy Plus Mini modificado; (iii) P3: Trizol; (iv) P4: Trizol + kit RNAesy
Plus Mini. O objetivo foi identificar o método de extracdo de RNA com
guantidade e qualidade do RNA extraido adequado para 0s ensaios de Tagman
Open Array para expressao génica (Figura 10). A maior concentracdo de RNA
total foi obtida pelo P3 (2,4 ug), seguido por P2 (1,5 pg), P4 (1,3 pg), e P1 (0,5
ng) (Figura 10A). No entanto, a avaliacdo da qualidade, por meio do niumero de
integridade de RNA (RIN) de amostras de RNA extraidas em cada um dos
guatro protocolos avaliados, mostrou o que a melhor integridade foi obtida pelo
P1 (RIN=8,9), seguido por P2 (RIN=7,6) e P3 (RIN = 5,1). Em P4, apenas a
banda 28S do RNA ribossomal (rRNA) apareceu, indicando que houve perda de
integridade do RNA pela auséncia da banda 18S do rRNA (Figura 10B). Neste
caso, nao foi possivel calcular o valor de RIN. Com base nesses resultados, um
novo experimento foi realizado com os P1 e P2 mostrando resultados similares.
Desta forma, o protocolo P2 foi escolhido, pois possibilitou obtencdo de RNA
extraido em quantidade e qualidade indicado para uso no ensaio de expressao

génica pelo ensaio de Tagman Open Array.
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Figura 10- Comparacédo de quatro protocolos distintos de extracdo de RNA total a partir
de PBMC frescas estimuladas de amostras controles. (A) Quantidade (Jg) e nimero de
integridade de RNA (RIN) de RNA total extraido a partir de 1x10® PBMC estimuladas com PMA
+ lonomicina para cada protocolo. (B) Avaliacdo da integridade pela eletroforese de RNA total
extraido obtido a partir de diferentes protocolos de extragdo (P1, P2, P3 e P4). L: padrdo (RNA
ladder). As bandas 18S e 28S do rRNA estéo indicadas na figura. A dosagem do RNA total foi
mensurada pelo Qubit RNA HS Assay (*). A qualidade do RNA total foi avaliada utilizando Agilent
RNA 6000 Pico Assay (**).

B © B
A 70 — KN
Método RNA (ug)*  RIN ** 65 —
P1 0,5 8,9 50 —
P2 1,5 76 =
P3 2.4 5,1 T — ——28S

45 —

P4 1,3 N/A

40 — — — ——

35 —
30 —

20 —

Fonte: criado pelo autor.

A quantidade de RNA necesséaria em 10 pyL na reacdo de transcricao
reversa (10 yL do RNA e 10 pL do RT Master Mix) € de 40 ng para obtengéo de
cDNA. No entanto, a quantidade média de RNA total obtida para 10 uL foi de 35
ng a partir do protocolo de extracdo de RNA selecionado. Dessa forma, o
segundo passo importante foi concentrar as amostras de RNA extraidas no
Speed Vacuum, a fim de obter a concentragcdo de RNA minima, indicada pelo
protocolo do fabricante para a obtencédo concentracdo de RNA necessaria. Com
a reducdo em cerca de 50% do volume inicial do RNA extraido pelo Speed
Vacuum, foi possivel aumentar a concentracdo média de 0,78 ng/[IL para 3,43
ng/lJL (Figura 11A). Em funcdo disso, avaliamos novamente o numero de
integridade de RNA (RIN) com as respectivas bandas do RNA extraido por
eletroforese (Bioanalyzer 2100) antes e ap0s a concentracao para confirmar que
0 processo de concentracdo nao influenciaria na qualidade das amostras do
RNA extraido. Foi possivel observar que as bandas 28s e 18s do rRNA

permaneceram integras pela eletroforese (Figura 11B).
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Figura 11- Avaliagdo da quantidade e qualidade do RNA extraido antes e apds a
concentracdo das amostras em Speed Vacuum. (A) Quantificacdo do RNA total extraido
antes (cinza claro) e apés (cinza escuro) concentracao pelo método de Qubit (Thermofisher).
(B) Analise qualitativa de RNA total extraido de amostra (CBH017) antes (1) e apés (2)
concentracao pela eletroforese com os respectivos valores de RIN (do inglés, RNA integrity
number) obtida com o kit da Agilent RNA 6000 Pico Assay. NC = ndo concentrada; C=
concentrada
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Fonte: criado pelo autor.

A quantificac@o e a qualidade das amostras de RNA extraidas antes e
apos concentradas estdo mostradas na Tabela 4. A quantidade e qualidade do
RNA variaram apés o processo de concentracdo. No entanto, todas as amostras
concentradas apresentaram valor de RIN > 6,5 indicando ser aceitavel para uso
no ensaio Tagman Open Array, segundo indicado pelo fabricante que
recomenda amostras de RNA com RIN = 5. Assim, o préximo passo foi avaliar
se haveria influéncia da concentracdo da amostra no Speed Vacuum, bem como
a qualidade do RNA, nas proximas etapas do ensaio de expressdo génica pelo
Tagman Open Array.
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Tabela 4- Concentracao do RNA extraido (ng/CL) e numero de integridade de RNA (RIN) em
amostras ndo concentradas e concentradas pelo Speed Vacuum obtidas a partir de PBMC de
amostras controle.

Amostra Nao concentrada Concentrada
RNA (ng/uL)* RIN ** RNA (ng/uL)* RIN **
CBHO05 2.2 9,1 5,8 8,5
CBHO017 0 8,9 46 7.4
CBHO06 1,0 7.0 3,4 6,5
CBHO03 3,0 8,5 6,2 7.2
CBHO010 0 8,0 2,2 6,8
CBHO08 0 7.3 2,9 6,7
CBHO02 0 94 2,0 8,0
CBHO013 0 7.6 2,3 6,9

* Qubit® RNA HS Assay. ** Agilent RNA 6000 Pico Assay

5.4.2 Inclusao da etapa de pré-amplificacdo do cDNA para o ensaio de

expresséo génica

O préximo passo foi avaliar a necessidade de adicionar a etapa de pré-
amplificacdo de cDNA antes do uso no ensaio de expressao génica pelo
Tagman Open Array. Para isso, foram avaliadas a amplificacdo de dois genes
de alta expressdo (GAPDH) e baixa expressdao (IL-2) com as mesmas
guantidades de RNA. Nao houve diferenca na amplificacdo do gene GAPDH
entre as amostras com valor de RIN maior ou igual a 7 (RP482) e amostra com
RIN menor que 7 (RP379) com os valores de CQ de 28 e 29, respectivamente
(Figura 12A). Resultados semelhantes entre amostras com integridade boa (RIN
>7) e ruim (RIN <7) submetidas a pré- amplificacdo foram de CQ de 16 e 17,
respectivamente (Figura 12A). Importante ressaltar que embora o nimero de
ciclos entre as amostras com integridade distintas foi semelhante, a inclusdo da

etapa de pré-amplificacéo reduziu aproximadamente dez ciclos de amplificacao.

Por outro lado, a qualidade do RNA, mensurada pelo numero de
integridade (RIN) influenciou na amplificacdo do gene com baixa expressao (IL-
2), onde observou- se que na amostra com RIN maior ou igual a 7 (RP482) e
RIN <7 (RP379) apresentaram valor de CQ de 24 e 31, respectivamente,
indicando uma diferenca de sete ciclos. Resultados similares foram observados
com a amplificacdo do gene IL-2 com uso de amostras pré-amplificadas de
integridade boa (R482) e ruim (RP379) que apresentaram CQ de 15 e 20,
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respectivamente. No entanto, houve uma reducao de cinco ciclos da diferenca
entre 0 uso de amostras pré-amplificadas com integridade distinta. Além disso,
observamos uma reducdo em cerca de nove ciclos de amplificagdo com o uso
de amostras submetidas a pré-amplificacdo quando comparadas com o uso de
amostras ndo submetidas a pré-amplificacdo (Figura 12B). Em conjunto, esses
dados indicam que a inclusdo da etapa de pré-amplificacdo amenizou a
limitacdo da quantidade e qualidade de RNA extraido disponivel para realizacao

do ensaio que tem alvos com diferentes niveis de expressao.
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Figura 12- Avaliacéo da amplificagé@o dos genes de referéncia GAPDH (A) e IL-2 (B) em amostra
com a integridade distinta por gPCR. Duplicatas da amostra de RNA com integridade boa (RIN
= 7, amostra RP482), indicada pelas linhas vermelha e amarela, e com integridade ruim (RIN <
7, RP379), indicada pelas linhas verdes escura e clara. As amostras submetidas a pré-
amplificacdo estdo destacadas dentro do retangulo azul e as amostras sem pré-amplificacao
estdo destacadas dentro do retdngulo preto. As linhas verticais em azul indicam o CQ de cada
uma das amostras. O eixo y indica o valor de delta Rn (ARn), e o eixo x 0 numero de ciclos. As
linhas horizontais vermelha e azul indicam o Threshold para os genes GADPH e IL-2,

respectivamente.
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5.4.3 Avaliacdo do diferencial de expressdao génica de ativacdo de

células T e B em respondedores de elite e ndo respondedores.

Apoés a pré-amplificacdo, as amostras foram amplificadas em triplicata
pelo ensaio de Tagman Open Array para avaliacao do perfil de expresséo génica
de ativacdo de células B e T nos grupos com perfis distintos de resposta para
DBPII e DEKnull-2. Inicialmente, o célculo de Quantificacdo Relativa (RQ) entre
0 grupo RE e NR sob estimulo com os antigenos de P. vivax (DBPII-Sall e
DEKnull-2) foi feito a fim de se avaliar o diferencial de expressédo génica em
PBMC de respondedores de elite (RE) em comparacdo com ndo-respondedores
(NR). Dos 112 genes avaliados relacionados com a ativacéo de células T e B,
sete genes foram diferencialmente expressos apés estimulo com DEKnull-2,
enquanto que apenas um gene foi diferencialmente expresso apo6s estimulo com
DBPII (p < 0,05) (Figura 13). Dos sete genes diferencialmente expressos (DEGS)
sob estimulo-especifico de DEKnull-2, cinco genes (TLR4, IL7, IRF8B, IL6 e
CD276) tinham expressdo aumentada, enquanto dois genes (CD8B e CD2)
tiveram expressdo diminuida. O Unico DEG para DBPII (CD8B) também foi
diferencialmente expresso para DEKnull-2, apresentando expresséo reduzida
para ambas as proteinas. Dessa forma, ao todo cinco DEGs apresentaram

expressdo aumentada e dois DEGs tiveram expressao reduzida.
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Figura 13- Mapa de calor representado com os valores de Log2 RQ dos genes diferencialmente
expressos (DEGs) em individuos respondedores de elite (RE) estimulados com DBPII e
DEKnull-2, com seus respectivos valores de p < 0,05 indicados a direita. As setas para cima
indicam aumento da expressao e setas para baixo indicam expressdo génica reduzida.
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Fonte: criado pelo autor.

Para identificar e entender as vias induzidas em respondedores de elite
em comparacdo com 0s nao respondedores, a analise de enriquecimento
funcional pelo IPA dos sete genes diferencialmente expressos, identificou sete
vias candnicas significativamente enriquecidas apenas para DEKnull-2 (p <
0,01) (Figura 14). As vias de sinalizacdo da proteina TREM1 (do inglés,
triggering receptor expressed on myeloid cells 1) e ativacdo de receptor X
hepatico (LXR/RXR), envolvem a participacdo dos genes IL6 e TLR4. Estes
genes também participam da via de maturacdo de células dendriticas e
comunicacdo de células da resposta imune inata e resposta adaptativa, em
conjunto com o gene IRF8 e CD8B, respectivamente. A via de hematopoiese a
partir de células-tronco pluripotentes envolve a participacdo de CD8B, IL-6 e IL-
7. Os genes TLR4 e IRF8, participam da via de producéo de oxido nitrico (NO)
e espécies reativas de oxigénio (ROS) em macrofagos. Além disso, a
sinalizacao da familia JAK também foi identificada como significativa e envolve

a expressao de IL-6.
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Figura 14- Mapa de calor indicando as vias candnicas funcionalmente enriquecidas para
respondedores de elite para DEKnull-2 (p < 0,01) com os respectivos genes diferencialmente
expressos (DEGs) envolvidos em cada via indicada a direita. As setas para cima indicam
aumento da expresséo e setas para baixo indicam expressao génica reduzida.
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TREM1 Signaling 0.003
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Fonte: criado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

6.1 Perfil da resposta imune humoral contra DBPIl e DEKnull-2 em um
estudo longitudinal de longa duracdo em individuos de area endémica

para a maléaria

A busca por uma vacina eficaz contra P. vivax visa contribuir no controle
e eliminacdo da malaria, no entanto, apresenta desafios pela complexidade
biolégica dessa espécie, além de demandar uma compreensdo dos
mecanismos envolvidos no estabelecimento de uma imunidade naturalmente
adquirida (INA) solida e duradora (ADDAI-MENSAH et al., 2016; CASTRO et al.,
2006; LIMA-JUNIOR et al., 2008, 2012; WERNSDORFER, 1981; LANGHORNE,
2008). Contudo, a maior parte destes estudos sobre a compreensédo dos
mecanismos envolvidos na geracdo e duragdo da resposta imune na maléria
sdo voltados para a espécie P. falciparum, uma espécie biologica e

imunologicamente distinta de P. vivax.

Neste trabalho, avaliamos o perfil da resposta imune humoral contra o
principal antigeno de fase sanguinea candidato a vacina de P. vivax (DBPII) e
seu antigeno vacinal sintético (DEKnull-2), desenvolvido com o objetivo de se
aprimorar a DBPII, e fazer com que haja a inducdo da producédo de anticorpos
gue sejam capazes de neutralizar a interacdo DBPII-DARC entre diferentes
variantes de DBPII (NTUMNGIA e ADAMS, 2017). Os resultados anteriores do
NOSSOo grupo sao bastante promissores, pois DEKnull-2 foi altamente reconhecido
na populacdo com histérico de longa exposi¢cdo a malaria na Amazénia brasileira
e a resposta de anticorpos foi estavel ao longo de nove anos (NUTMNGIA et al.,
2017, PIRES et al., 2018), como os resultados aqui apresentados. Além disso,
anticorpos IgG direcionados aos epitopos conservados (DEKnull-2) foram mais
estaveis e associados com a resposta de anticorpos inibitérios (BIAbs) da
interacdo DBPII-DARC (MEDEIROS et al.,, 2020). Além disso, nosso grupo
também mostrou que individuos primo-infectados tiveram um booster da resposta
de anticorpos IgG contra DEKnull-2 apés recorréncia da malaria por P. vivax com
maiores niveis de anticorpos quando comparado com a variante de DBPII do

surto de malaria (LIMA et al., 2022), o que corrobora 0s nossos achados, onde os
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participantes antigos (AP) apresentaram maior frequéncia e intensidade da
resposta de IgG a DBPII e DEKnull-2 em comparacdo com 0s novos, sugerindo

gue o tempo de exposicao influencia na aquisicao da resposta de anticorpos.

De fato, os estudos mostram que um dos fatores que influenciam a
resposta de anticorpos aos antigenos de P.vivax é o tempo de exposi¢cao ao
parasito, mensurado pela idade e numero prévio de casos de maléria
(CERAVOLO et al., 2005; KANO et al., 2012; LANGHORNE et al., 2008;
NICOLETE et al., 2016; SOUZA-SILVA et al., 2010), sendo necessaria repetidas
exposicbes ao parasito para o desenvolvimento de imunidade adquirida
(MARSH e KINYANJUI, 2006; LANGHORNE et al., 2008; CROMPTON et al.,
2010). Embora em nosso presente trabalho, a populacdo do estudo seja
composta por adultos pareados pela idade, o nimero de episodios prévios de
malaria foi maior nos grupos AP, o0 que refor¢ca que a exposicdo ao parasito é
um fator importante para a infec¢cdo por malaria. Além disso, estes individuos
residem em &area endémica para a malaria ha 19 anos, enquanto que os NP ha
apenas cinco anos, sendo os AP expostos ao parasito ha mais tempo. Outra
evidéncia da diferenca do status imunolégico entre os grupos AP e NP, é em
relacdo ao diagndéstico positivo de malaria. Estudos mostram que com o
aumento da idade, a frequéncia de infec¢cdes submicroscépicas diminui
(LADEIA-ANDRADE et al, 2008). No presente trabalho, a infeccdo maléria foi
detectada pela microscopia apenas em NP, enquanto que em AP foram
detectados apenas por real-time PCR, sugerindo baixas parasitemias. Estudos
sugerem que infec¢des submicroscopicas podem estar relacionadas a um bom
controle da parasitemia pela imunidade efetiva aos estagios sanguineos
(MICHON et al., 2007; PHIMPRAPHI et al., 2008; MENDIS et al., 2001).

Ao avaliarmos a resposta de IgG contra DBPII e DEKnull-2 no 11° ano de
acompanhamento do estudo prospectivo, em conjunto com as frequéncias de
anticorpos obtidos nos anos 1, 6, 7 e 9 do estudo retrospectivo em antigos
participantes (AP), vimos que as frequéncias médias da resposta de anticorpos
IgG antigeno-especificos variaram contra DBPII, ao longo dos 11 anos de
acompanhamento, principalmente durante o periodo de baixa transmisséo de

malaria (Fase Il), onde a frequéncia de resposta apresentou queda de 34% para



16%. Esses resultados corroboram com dados da literatura que apontam que a
imunidade adquirida € perdida na auséncia de exposi¢cao ao parasito (MARSH
e KINYANJUI, 2006; LANGHORNE et al., 2008; CROMPTON et al., 2010),
sugerindo a necessidade de uma exposi¢do continua para manutencdo da
resposta imune e que, em sua auséncia, 0s anticorpos sao de curta duracao.
Além disso, ja foi demonstrado que os anticorpos naturalmente adquiridos
contra DBPII tendem a ser de curta duracdo e tendenciosos para respostas
especificas de cepas (CERAVOLO et al., 2009; COLE-TOBIAN et al., 2009). No
contexto de declinio de transmisséo, diversos outros estudos demonstraram a
gueda no titulo de anticorpos especificos para o parasito (AITKEN et al., 2010;
COOK et al., 2011; DIOP et al., 2014). Alteracdes dos receptores de células B
(BCR) e células T (TCR) levando a células disfuncionais, podem estar
envolvidas no desenvolvimento de resposta imune deficiente para maléria
(WEISS et al., 2009; ILLINGWORTH et al.,, 2013; REQUENA et al., 2014;
PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN et al., 2015). Por outro lado, a frequéncia
da resposta de anticorpos IgG contra DEKnull-2 permaneceram estaveis mesmo
durante o periodo de baixa transmissdo de malaria na regido. Respostas
sustentadas de IgG contra DEKnull-2 também foram descritas em individuos
expostos a malaria em longo prazo (PIRES et al., 2018; MEDEIROS et al.,
2020). A resposta de anticorpos IgG contra DEKnull-2 podem ser reforgados
pelo estagio sanguineo de P. vivax em infeccdes recorrentes (LIMA et al., 2022).
Esses dados corroboram a hipotese de que a resposta de anticorpos contra a
DEKnull-2 € direcionada para epitopos conservados (NTUMGIA et al., 2017),
diferentemente da DBPII, o que refor¢ca o potencial da DEKnull-2 como alvo

vacinal.

6.2 Perfil de expresséo de genes relacionados com a ativagao de células

T e B em Respondedores de Elite

A susceptibilidade a malaria depende do perfil de exposicao,
caracteristicas epidemiolégicas e varios componentes da imunidade inata e
adaptativa que influenciam na qualidade da resposta imune gerada durante a
multiplicacdo do parasito no hospedeiro (TAKALA; PLOWE, 2009; SCHERF et
al., 2008; ESCALANTE et al., 1998; DORFMAN et al., 2005; WEISS et al., 2010;
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WIPASA et al., 2010; STEVENSON e RILEY, 2004; LANGHORNE et al., 2008).
Mais especificamente, sabe-se que individuos capazes de produzir anticorpos
inibidores da interagdo DBPII-DARC (BIAbs) de ampla reatividade as variantes,
apresentam risco reduzido de malaria clinica por P. vivax (KING et al., 2008;
NICOLETI et al., 2016).

Os mecanismos que induzem a resposta imune protetora adquirida na
maléria sdo complexos e pouco compreendidos, especialmente em humanos e
causada pela espécie P. vivax devido ao numero restrito de estudos
(MOORTHY, BOM e HILL, 2004; SCHLAGENHAUF, 2004; Silva e
RICHTMANN, 2006). Em particular, os mecanismos que relacionam a
imunidade inata e adaptativa em infec¢do pelo P. vivax constitui um grande
desafio. No presente trabalho, nosso estudo longitudinal de longa duragéo tem
permitido caracterizar individuos com perfis persistente de respondedores e ndo
respondedores. Nesse sentido, para compreender 0S mecanismos
(marcadores/vias) associados com o0 estabelecimento de uma resposta de
anticorpos funcionais e de longa duracédo observados nos respondedores de
elite e validar a DEKnull-2 como antigeno vacinal, avaliamos o perfil de
expressao génica de mais de 100 alvos relacionados a ativacdo de células T,
células B e outras células do sistema imune em PBMC de respondedores de

elite e ndo respondedores persistentes estimulados com os antigenos.

Considerando a quantidade limitada de amostras de PBMCs que
tinhamos dos individuos incluidos no ensaio, foi feita a padronizagdo do
protocolo de extracdo de RNA para que fosse possivel a obtengcdo de RNA
extraido em maior quantidade e qualidade, indicado para uso no ensaio de
expressdo génica pelo Tagman Open Array. Varios dos protocolos
estabelecidos para o isolamento de RNA requerem um grande volume de
amostra para se obter RNA suficiente para analise. Assim, amostras clinicas de
varios pacientes sao frequentemente agrupadas (MITCHELL et al., 2008;
MOUSSAY et al., 2011), o que pode comprometer as analises estatisticas e
levar a conclusGes errbneas. No presente estudo evitamos essa limitacédo
utilizando a concentracdo em speed vacuum das amostras extraidas. Além

disso, utilizando uma etapa de PCR de pré-amplificacdo compativel com a
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plataforma Open Array conseguimos solucionar o problema da pequena
guantidade e qualidade variavel do RNA extraido que tinhamos disponivel para
realizacdo do ensaio com alvos com diferentes niveis de expressdo. Aqui
identificamos apenas sete genes diferencialmente expressos (DEGs) que

incluem receptores relacionados a imunidade inata e citocinas pro-inflamatorias.

A resposta imune inata € caracterizada como a primeira linha de defesa
contra infeccdo, em particular, quando as células sdo estimuladas por
reconhecimento de patégenos e componentes relacionados aos
microrganismos via receptores do tipo Toll (TLRs), desencadeando cascatas de
sinalizacdo que culminam em producdo de fatores de transcricdo, moléculas
adaptadoras, e por fim, a producao de citocinas pro- inflamatérias como IL-1p,
IL-6, IL-8, e TNFa (TAKEDA et al., 2005; KAWAI e AKIRA 2010; TAKEUCHI e
AKIRA 2010). Em varias doencas infecciosas, incluindo a malaria, a producéo
de citocinas pro-inflamatorias pelo sistema imune inato em resposta a infeccao,
protege o organismo hospedeiro controlando o crescimento do patégeno, e
favorecendo a geracdo de uma imunidade protetora adquirida e memoria
imunologica (WEISS et al. 2005; MACEDO et al. 2008; CHEN et al. 2002;
SCANGA et al. 2002; CAMPOS et al. 2004; de VEER et al. 2003; MURAILLE et
al. 2003; FREMOND et al. 2004; SCANGA et al. 2004). De fato, no presente
estudo, o gene que codifica o0 TLR-4 apresentou expressdao aumentada nos
respondedores de elite (RE) estimulados com DEKnull-2 quando comparado
com nao respondedores persistentes. Além disso, 0 aumento da expressao
génica de TRL4 tem sido associado com o aumento de expressao do gene IL-
6, responsavel por codificar a citocina IL-6, uma citocina pro-inflamatoria
(LEORATTI et al., 2012; HIRAKO et al., 2015) que participa no desenvolvimento
da imunidade adaptativa (KORN e HILTENSPERGER, 2021) induzindo a
diferenciacdo células Thl7 e Tfh (Figura 15). Estas células impulsionam as
células B na geragdo de respostas de anticorpos de alta afinidade e longa
duragdo (MORITA et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2017; ANTONELLI et al.,
2019).
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Figura 15- Genes TRL4 e IL-6, codificando a producéo da citocina pré-inflamatéria IL-6, que
induz a diferenciacédo de células Th17 e Tfh e impulsionam as células B na geracao de respostas
de anticorpos de alta afinidade e longa duragéo.
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No presente trabalho, também encontramos os genes que codificam o
fator regulador de interferon 8 (IRF8) e 0 gene CD276 que codifica a proteina
da familia B7, regulados positivamente. Estes genes apresentam um papel
fundamental na regulacdo da producédo de interferon-y (IFN-y), outra citocina
pro-inflamatéria. O IFN- y é responsavel por mediar os mecanismos efetores dos
macrofagos, aumentando sua capacidade de regular positivamente a producéo
de oxido nitrico (Figura 16) (OLEKHNOVITCH e BOUSSO, 2015). De fato, a via
de producéo de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) em
macrofagos foi regulada de forma ativa em nosso estudo, envolvendo a
expressdo dos genes TLR4 e IRF8. O 6xido nitrico modula a inflamagcdo em
varios sistemas organicos e condicdes fisiopatoldgicas (ROBBINS e GRISHAM,

1997). Até o momento, os relatos sobre o significado clinico do NO na malaria
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sdo conflitantes. Alguns estudos propéem que o NO contribui para o
desenvolvimento de malaria grave e complicada, enquanto outros argumentam
gue o NO possui um papel protetor contra a doenca (JACOBS, RADZIOCH e
STEVENSON 1995; CHIWAKATA, HEMMER e DIETRICH, 2000). Por outro
lado, dados mostram que ROS geradas em baixas concentracbes sob
condi¢cBes fisiologicas sdo muitas vezes benéficas, desempenhando papeis
importantes como mediadores regulatérios nos processos de sinalizacéo
(SANTO, ZHU e LI, 2016; HANCOCK, DESIKAN e NEILL, 2001), sendo que a
maioria dos antimal&ricos convencionais elimina os parasitos via superproducao
direta ou indireta de ROS (EGWU et al., 2021). Além disso, estes fatores podem
atuar também no desenvolvimento de células mieldides, como
macrofagos/monadcitos, que controlam a parasitemia e medeiam a resisténcia
do hospedeiro a infecgéo por P. vivax (ANTONELLI et al., 2014), e promovem a
proliferacdo de células T (LANGAIS, BARREIRO, GROS, 2016; CHAPOVAL et
al., 2001). Portanto, no presente trabalho com as informagdes expostas,
acreditamos que a regulacdo positiva na expressdo de TLR4, IL-6, IRF8 e
CD276 observados em PBMCs dos respondedores de elite (RE) estimulados
com DEKnull-2, podem favorecer o controle da parasitemia na infeccdo malarica

e contribuir na geracédo da imunidade adquirida observada nestes individuos.
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Figura 16- Genes IRF8 e CD276, regulando a producdo de IFN-y, que medeia mecanismos
efetores dos macréfagos, regulando positivamente a producdo de 6xido nitrico e espécies
reativas de oxigénio.
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Fonte: criado pelo autor.

Outro importante gene que apresentou aumento de expressao em RE no
presente estudo foi o IL-7, responsavel pela codificacdo da citocina IL-7, que
desempenha papeis importantes na diferenciagéo, proliferacéo, sobrevivéncia e
ativacao celular. Em particular, IL-7 é a citocina predominante associada ao
desenvolvimento de linfécitos T, especialmente T auxiliar folicular e linfécitos B
(Figura 17) (VONN et al., 1995; CEREDIG, 2000; VELLA et al., 1998; TAN et al.,
2001; Seo et al., 2014). Um estudo de desafio do virus herpes simplex (HSV),

realizado em modelo murino demonstrou que o tratamento com IL-7 induz uma
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resposta imune polarizada para o tipo Th2, aumentando a producédo de
anticorpos neutralizantes e ainda, aumento da atividade de linfécitos T
citotéxicos antigeno-especificos (CTL) (SIN et al., 2000). Além disso, a IL-7
utilizada como adjuvante molecular em vacinas, promoveu significativamente a
producdo de anticorpos neutralizantes e ativacdo de células B no centro
germinativo (SEO et al., 2014; CHEN et al., 2019), sugerindo que a IL-7 pode
auxiliar células B maduras na diferenciacdo de células B de memoéria e
plasmdécitos. Esta funcdo pode ser indiretamente regulada por IL-7 através de
células T foliculares auxiliares (Tfh), que ativam as células B para diferenciacéo
e producdo de anticorpos neutralizantes de patdgenos e a formar células B de
memoria em infeccdes por Influenza e SARS-CoV-2 (MCDONALD et al., 2016;
SHAAN et al., 2021).

Figura 17- Gene IL-7 codificando a producdo de IL-7, principal citocina associada ao
desenvolvimento de linfécitos T auxiliar folicular e linfcitos B.

T
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l celular
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(Vonn et al., 1995; Ceredig, 2000;
Vella et al., 1998; Tan et al., 2001; Seo
etal, 2014)

Fonte: criado pelo autor.

Dessa forma, as observacfes expostas acima sugerem que 0S
respondedores de elite (RE) parecem ter uma regulacdo positiva de genes

relacionados com o desenvolvimento de uma resposta imune protetora e de
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longa duracdo. No entanto, o CD2 foi um DEG regulado negativamente em
respondedores de elite estimulados com DEKnulll-2 encontrado em nosso
trabalho. Essa molécula de adesdo € encontrada em células natural killer e
linfécito T (NERNEY E KUMAR, 2006; ITANO, 1989) especificamente, sua
expressdo € regulada positivamente nos linfocitos T de memodria, onde
desempenha um papel importante na ativacdo dessas células (CRISTA et al
2020). Na malaria, a expansédo de subpopulacées de linfécitos T de memdria
CD4(+), CD27(+) e CD27(-) tem sido associada a protecdo duradoura em
humanos expostos a multiplas picadas de mosquitos Anopheles infectados com
Plasmodium falciparum atenuado (Figura 18A) (PALMER, KRZYCH, 2002;
LUMSDEN et al., 2011). J& o gene CD8B apresentou regulacdo negativa sob
ambos os estimulos (DBPIl e DEKnull-2). Este gene é responsavel por iniciar
diferentes vias de sinalizagcéo intracelular levando a ativacdo de linfoécitos T
citotoxicos (CTLs) (Figura 18B) (SAYERS et al., 2022), sendo que os CTLs tem
sido associados como o principal mediador da morte de camundongos em
modelo experimental de maléria cerebral (MEC) (Figura 18B) (HOWLAND et al.,
2015; RIGGLE et al., 2020). Neste caso, uma possivel explicacdo é que sob
estimulos com antigenos de P. vivax ha uma imunoregulagdo em células
mononucleares obtidas dos respondedores de elite, jA que estes individuos
estdo sob longa exposicao a malaria e, assim, sendo capazes de modular a
resposta imune inflamatoéria, como observados em individuos assintoméaticos
(FRIMPONG et al., 2020).
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Figura 18- Genes down-regulated em Respondedores de Elite. A. Gene CD2 que participa
na expanséo de subpopulacdes de linfécitos T de meméria CD4(+), CD27(+) e CD27(-). B. Gene

CD8B responsavel pela ativagéo de linfocitos T citotdxicos (CTLs)

A B
Linfécito T de meméria CD8B
NK l
&
\ 4
* | °
A4

Linfocito T citotoxico (CTL
CD4(+), CD27(+) e CD27(-) e

' !

Prote¢ao duradoura em humanos a Morte de camundongos em
infecc¢do pelo P falciparum atenuado modelo experimental de
(Palmer, Krzych, 2002; Lumsden et al., 2011). malaria cerebral (MEC)

(Howland et al., 2015; Riggle et al., 2020)

Fonte: criado pelo autor.

Em seguida, a fim de identificar vias relacionadas com a resposta imune
humoral de longa duracdo em respondedores de elite, realizamos a analise de
enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos. As vias
candnicas encontradas significativamente enriquecidas foram encontradas
apenas sob o estimulo com DEKnull-2, havendo participacdo dos genes TLR4
e IL-6 nas vias de sinalizacdo TREM-1 (do inglés, triggering receptor expressed
on myeloid cells 1) e ativagéo de receptor X hepatico LXR/RXR. A sinalizacéo
intracelular induzida por meio do receptor TREM-1, resulta em diferentes
respostas celulares envolvidas no processo da inflamacdo, promovendo o
aumento da fagocitose, producdo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias
(IL-8, TNFa e GM-CSF) por ativacdo em monacitos (Figural9) (BOUCHON et
al., 2000; BLEHARSKI et al., 2003; TESSARZ; CERWENKA, 2008; DUBAR et
al., 2018). No contexto da maléaria, estudos documentando a associacao entre
TREM-1 e a infec¢do sé&o escassos. Chimma e colaboradores (2009) relataram

gue o nivel de TREM-1 esta associado a casos de malaria ndo complicada. No



entanto, 0 mecanismo exato do envolvimento de TREM-1 na resposta as

doencas néo esta claro.

Outra via canbnica significativamente encontrada associada aos
respondedores de elite foi a ativacdo de LXR/RXR. Esta via esta associada a
regulacdo da expressdo génica por ligacdo preferencial aos elementos de
resposta do LXR (SONG et al., 1994). Os LXRs reprimem reciprocamente um
conjunto de genes pro-inflamatdérios apés estimulacdo bacteriana, como o LPS,
TNF-a ou IL-1B (JOSEPH et al., 2003). A inibicdo da sinalizac&o inflamatéria por
LXR foi demonstrada em diversos estudos de lesdes vasculares in vivo
(JOSEPH et al., 2003; FOWLER et al.,, 2003; TERASAKA et al., 2005). No
entanto, o0 mecanismo subsequente a repressdo de genes inflamatoérios por

LXRs é pouco compreendido, principalmente na infeccao malarica.

Figura 19- Genes TLR4 e IL-6 atuando na ativacdo das vias de sinalizacdo TREM-1 e ativacdo

de receptor X hepético LXR/RXR.
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Fonte: criado pelo autor.
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Além das vias TREM-1 e ativacdo de LXR/RXR, vimos que 0s genes
TLR4 e IL-6 juntamente com IRF8 e CD8B participam das vias de maturacéo de
células dendriticas e comunicagéo de células relacionadas a resposta imune
inata e resposta adaptativa, respectivamente. As células dendriticas (DCs)
iniciam as respostas imunes inata e adaptativa (WYKES e BOM, 2008), sendo
consideradas as células apresentadoras de antigenos mais potentes,
governando tanto a imunidade quanto a tolerancia das ceélulas T (WAISMAN et
al., 2017). As DCs apresentam um papel vital no inicio e na regulacdo da
imunidade adaptativa a malaria no estagio sanguineo (ELLIOTT, KUNS, e
GOOD, 2005; WYKES e GOOD, 2007). Seixas e colaboradores (2001)
demonstraram que eritrocitos infectados por P. chabaudi ativam diretamente
células dendriticas in vitro (SEIXAS et al., 2001); além disso, células dendriticas
funcionais foram induzidas in vivo pela infeccdo por P. yoelii (PERRY et al.,
2004), podendo iniciar respostas imunes protetoras contra a doenca (ROMERO
e RODRIGUEZ, 2001).

No presente trabalho, os DEGs IL6 juntamente com IL7 e CD8B foram
associados com a via da hematopoiese a partir de células-tronco pluripotentes
(Figura 20). As células-tronco hematopoéticas (CTH) séo células que possuem
a capacidade de se autorrenovar e se diferenciar em células especializadas do
tecido sanguineo e células do sistema imune (JUNIOR, ODONGO e DULLEY,
2009). Alguns estudos tém revelado a possibilidade de existirem dois tipos de
CTH: células-tronco hematopoéticas de longo prazo (CTH-LP) e células-tronco
hematopoéticas de curto prazo (CTH-CP) (MORRISON e WEISSMAN, 1994).
As CTH-LP proliferam-se ao longo da vida do organismo, podendo se
autorrenovar em longo prazo e regenerar todos os tipos de células sanguineas.
As CTH-LP diferenciam-se das CTH-CP, cuja capacidade de se autorrenovar €
limitada, levando-as a ter uma meia-vida de somente poucos meses. A extensa
caracterizacdo imunofenotipica de células-tronco hematopoiéticas e células
progenitoras permitiu a identificagdo de uma populacdo anbémala de
progenitores mielolinféides que contribuiram para a eliminacdo de eritrocitos
infectados durante a infec¢cdo por P. chabaudi (BELYAEV et al., 2010). No
entanto, ainda pouco se sabe sobre a dinamica das CTH mais primitivas

em resposta a infeccdo por Plasmodium.
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Figura 20- Genes IL-6, IL-7 e CD8B participando da ativacdo da via da hematopoiese a partir
de células-tronco pluripotentes de longo prazo.
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Fonte: criado pelo autor.

A via JAK/STAT é ativada pela sinalizacdo de diversas citocinas para
orquestrar a hematopoiese, induzir inflamacéo e controlar a resposta imune
(MORRIS et al.,, 2018). Além disso, a sinalizacdo JAK/STAT também é
responsavel por mediar respostas imunes via diferenciacdo de células B e T
(BANERJEE et al,, 2017; O'SHEA e PLENGE, 2013). Essa sinalizagao
intracelular é propagada por membros da familia das quinases Janus (JAK) que
sofre trans e auto-fosforilagéo (LIU, GAFFEN e GOLDSMITH, 1998), levando a
ativacao e a fosforilacdo do fator de transcricdo STAT, particularmente STAT3
no caso da sinalizagcdo por IL-6 (Figura 21) (YANG et al.,, 2005). Esta
modificacdo permite que STAT3 sofra translocacdo para o ndcleo onde
reconhece regides de genes alvo, para iniciagao da transcricdo destes fatores
(MERTENS et al.,, 2007). STAT3 regula uma diversidade de processos
celulares, promovendo a transcricdo de genes relacionados a sobrevivéncia e

crescimento celular, angiogénese, bem como genes pré-apoptoticos. Também
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induz a expressdao do supressor de sinalizacdo de citocinas (SOCS),
reguladores negativos que previnem ativacdo prolongada de STAT3 em
organismos saudaveis. Além disso, STAT3 é necessario para a manutencéao de
células-tronco (SCHAEFER et al., 2002; LO et al., 2005; LO et al., 2007,
ALVAREZ et al., 2007; ABOU-GHAZAL et al., 2008; LO et al., 2008; RAHAMAN
et al., 2002, CARPENTER et al., 2014). Na maléaria, o STAT3 se mostrou um
fator-chave que regula a protecéo e a plasticidade das citocinas das células T
de memoria na infecgdo (CARPIO et al., 2020).

Figura 21- Ativacdo da via JAK/STAT3 a partir do aumento da expressdo do gene IL-6,
responsavel pela codificacao da citocina IL-6.
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Fonte: criado pelo autor.

De forma geral, os dados encontrados na literatura relacionados as vias
encontradas no nosso estudo, indicam que respondedores de elite parecem
ativar vias relacionadas com o desenvolvimento de uma resposta imune inata e

adaptativa, dos quais participam genes envolvidos na interacdo de células T e
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B. Embora neste estudo, apenas sete DEGs foram encontrados, eles podem
explicar o perfil de uma resposta imune humoral de longa duracéo e protetora
nos respondedores de elite para DEKnull-2 e assim, contribuir na geracéo de
conhecimento do estabelecimento da resposta imune de longa duragéo. Além
disso, nossos resultados mostram que o enriquecimento funcional dos DEGs
encontrou vias relacionadas apenas de células de respondedores estimuladas
com o antigeno sintético baseado na DBPII, reforcando o potencial da DEKnull-

2 como antigeno vacinal.
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. CONCLUSAO

A DEKnull-2 induz uma resposta de anticorpos de maior estabilidade que
a DBPIl Sal-1 (cepa-referéncia), reforcando seu potencial como
candidato vacinal;

O estimulo de PBMCs de Respondedores de elite com DEKnull-2 regula
a expressao de genes relacionados com o estabelecimento da resposta
imune inata e adaptativa de longa duracao.

A comunicagao entre a resposta imune inata e adquirida sédo importantes
para o0 estabelecimento da imunidade de longa duracdo nos
respondedores de elite.
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ANEXO 1- Termo de consentimento livre e esclarecido assinado por todos

os participantes do estudo

Ministério da Saude
Fundacédo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

Laboratorio de Malaria

Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa sobre a “Maléria na
Amazobnia: estudo longitudinal dos fatores relacionados ao hospedeiro,
parasito e comorbidade influenciando na resposta imune protetora”, que é
coordenado pelas Dras. Flora Satiko Kano e Luzia Helena Carvalho,
pesquisadoras do Instituto René Rachou da Fundacdo Oswaldo Cruz de Belo
Horizonte, Minas Gerais (IRR/FIOCRUZ Minas).

Vocé foi selecionado para participar deste projeto de pesquisa porque
reside na comunidade de Rio Pardo, municipio de Presidente Figueiredo. Mas,
sua participacdo nao é obrigatéria. A qualguer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo
em sua relacdo com a equipe da pesquisa ou com a Instituicao.

O objetivo deste estudo € saber se 0 seu sistema imune (que é a parte
do seu corpo que é responsavel por combater os microbios) ainda lembra que
voceé teve a doenca (esta lembranga do seu organismo € chamada de memaria).
Além disso, queremos ver se as viroses ou 0s micrébios do seu intestino
(bactérias intestinais) influenciam na maior ou menor chance de ter malaria. Isto
€ importante para saber se as vacinas que estdo sendo desenvolvidas podem
ser eficientes para induzir esta memoria (sem isto as vacinas podem nao ser
protetoras contra a doencga) ou protecao contra a maléria.

Caso vocé aceite participar, a sua participacdo nesta pesquisa consistira
em responder a um questionario onde constam perguntas, tais como, sua idade,
se teve ou ndo a doencga no periodo desde 2008. Além disto iremos coletar o
seu sangue. Vamos coletar cerca de 4 tubos de sangue (cerca de 40 ml no total,
isto é, cada tubo corresponde a cerca de uma colher de sopa de sangue). Esta
guantidade de sangue retirada ndo causa nenhum problema a sua saude. A
coleta de sangue vai ser realizada com tubos descartaveis e todo o material
também é descartavel, incluindo agulhas e as luvas usadas pela nossa equipe
de pesquisa. A coleta de sangue pode gerar um certo desconforto no momento

101



da picada da agulha e existe a possibilidade de formag¢ao de um “rouxidéo” no
local da puncéo. Entretanto, todas as providéncias serdo tomadas para diminuir
ao maximo estas possibilidades. Nossa equipe sabe coletar bem o sangue e
tem muita experiéncia nisto. Além do material ser descartavel nés vamos limpar
bem a sua pela com alcool (fazer antissepsia), no local da picada, para evitar a
possibilidade de contaminacdo no momento da coleta. Caso a coleta de sangue
deixe uma rouxiddo no seu braco, este efeito € temporario e ndo vai ficar muito
tempo no seu bragco. Mas, caso esta coleta de sangue leve a algum dano em
vocé, nés vamos indeniza-lo de acordo com os temos legais vigentes no Brasil.
Além disso, estamos pedindo um pouco das suas fezes para ser coletado no
frasco novo e estéril de coleta de fezes que estamos fornecendo. Pedimos para
guardar o frasco com as fezes na geladeira e um membro da equipe ir4 buscar
na sua casa.

Vocé ou sua comunidade terdo como beneficio direto e imediato
relacionado a esta pesquisa, a busca ativa de casos de maléria do sangue
coletado por meio do diagnostico imediato e, quando positivo sera realizado o
tratamento para maléria, assim como a orientacdo sobre informacdes basicas
de prevencao a doenca. Além disso, sua participacdo é importante porque este
estudo podera contribuir, a longo prazo, para o desenvolvimento futuro de uma
vacina contra a malaria. Vocé também podera ter acesso aos resultados da
nossa pesquisa. Para isto basta que entre em contato conosco e nés podemos
Ihe explicar os resultados pessoalmente, por escrito ou por telefone.

O material que sobrar do seu sangue e das suas fezes, n0s estamos
pedindo a sua autorizacdo para ndo jogar fora, mas guardar apropriadamente
no nosso laboratério. Este material (resto do seu sangue e das fezes) sera
mantido a baixas temperaturas para ser conservado e podera ser usado em
pesquisas futuras relacionadas a este projeto. Caso nés decidirmos fazer outro
projeto de pesquisa, nds voltaremos e iremos pedir novamente a sua autorizacao
para usar o sangue estocado. Quando isto acontecer vocé podera aceitar ou nao
gue utilizaremos o0 seu sangue guardado. Vocé sera sempre o dono da sua
amostra guardada no nosso laboratorio e ndés seremos apenas os guardides e
vamos cuidar para que esta amostra de sangue seja bem preservada ao longo
dos anos. A qualquer momento também vocé podera nos solicitar que nao
guarde mais o material proveniente do seu sangue. Neste caso, nos
descartaremos apropriadamente a sua amostra.

Se vocé participou das pesquisas anteriores de 2008-2009 “Dinédmica da
infeccdo pelo Plasmodium vivax em area de assentamento agricola do
amazonas: caracterizacdo da resposta imune contra a Duffy binding protein
(PvDBP), proteina responsavel pela invasao do P. vivax nos eritrécitos”, pedimos
seu consentimento para utilizar suas amostras bioldégicas que estédo
armazenadas em nosso biorrepositorio para serem utilizadas no atual estudo.

Pedimos também seu consentimento, caso haja necessidade, de enviar o
seu material biolégico para fora do pais (EUA) para ser utilizado em um teste
para entender como a resposta protetora e de longa duracdo a malaria é
adquirida e mantida. Todo material enviado para o exterior e ndo utilizado sera
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destruido e/ou reenviado para nosso laboratorio para ser guardado.

As suas informacfes obtidas mediante essa pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua identidade durante todas as etapas desta
pesquisa. Todos os dados serdo mantidos com acesso restrito onde somente o
pesquisador principal tera o acesso de sua identidade. Os dados que serao
divulgados nao serédo associados com qualquer informacéo de sua identificacao,
sendo 0 seu sangue, as fezes e os dados obtidos identificadas com um cédigo,
conhecido somente pelo responsavel por esta pesquisa.

Este termo sera assinado em duas vias, bem como todas as paginas
serdo rubricadas, tanto pelos pesquisadores responsaveis/pessoa por ele
delegada desta pesquisa (Dra. Flora Satiko Kano e Dra. Luzia Helena Carvalho)
e por voceé participante da pesquisa. Uma via ficara retida com os pesquisadores
responsaveis e a outra via do termo com vocé. Neste termo consta os telefones
e 0 endereco institucional das coordenadoras desta pesquisa (Dra. Flora Satiko
Kano e Dra. Luzia Helena Carvalho) e do Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da nossa instituicdo (Dr. Marcelo Antdnio Pascoal Xavier,
Presidente). A qualquer momento, vocé podera nos ligar para tirar suas davidas
sobre sua participacao, esta pesquisa ou a doenca.

Flora Satiko Kano e Luzia Helena

Carvalho Coordenadoras do Projeto

Centro de Pesquisas René Rachou — Fiocruz-MG

Av. Augusto de Lima, 1715, Barro Preto, CEP: 30190-002 Belo
Horizonte Fone (31) 3349-7793 ou 3349-7802 / (31) 91974144 ou
99222-3143

Comité de Etica, Presidente, Dr. Marcelo Antonio Pascoal Xavier: (31) 3349-7783

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha
participagdo na pesquisa e concordo em participar.

Rio Pardo, de de 20

Nome do voluntario da pesquisa

Assinatura do voluntario
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ANEXO 2- Questionario aplicado aos individuos participantes do estudo

Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundac&o Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratorio de Maléaria

Individuo N° Data / 120

Nome

Apelido

Idade Sexo () F(2) M Cor (1) branca (2) parda (3) negra (4) indigena (5) amarela
Peso (kg) Altura:

Atividade profissional/ocupacéo:

Ramal UD no.

Localizacdo GPS

No momento da coleta:
Tem algum sintoma? (1) sim (2) nédo

Ha quantos dias com sintomas? Quais?

Resultado da lamina: parasitemia
No. SIVEP

Malaria aguda (1) sim (2) ndo (3) duvidoso Espécie:

Vocé ja teve malaria (1) sim (2) ndo (3) duvidoso

Quantas vezes?

Espécie da ultima maléria? (1) P.vivax (2) P.falciparum  (3) ndo sabe (9) ndo se aplica
Quando foi sua ultima

malaria?

Teve Sintomas (1) sim (2) ndo
Quais?

Vocé concluiu o tratamento (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe (9) ndo se aplica

Ha quanto tempo? Qual medicamento utilizado?
Vocé teve maléria desde agosto de 2019? (1) Ndo (2) Sim quantas? (3) ndo sabe
Qual espécie? (1) P.vivax (2) P.falciparum (3) ndo sabe (9) ndo se aplica

Vocé chegou a ser hospitalizado por malaria? (1) Sim (2) Nado (3) Nao sabe (9) Ndo se aplica

Se sim, por quanto

tempo?

Municipio de contagio?




Como vocé pegou

malaria?

Vocé viajou nos ultimos 90 dias? (1) ndo (2) sim Qual municipio?
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Vocé reside em Rio Pardo? (1) Sim (2) Nao

Ha quantos anos vocé reside em RP?

No dltimos 30 dias usou algum meio para diminuir as picadas de mosquitos? (1) sim todos os dias.

Qual (is): (2) ndo  (3) ndo sabe

Apresentou nos Ultimos cinco anos, alguma doenca grave?
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe (9) Nao se aplica
Se sim,

qual?

Esta com alguma infec¢cdo/problema de saude?
(1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe (9) Nao se aplica

Sinais/sintomas?

Esta fazendo uso de algum medicamento anti-inflamatério? (1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe

Se sim, qual? Ha quanto tempo?

Fez uso de antibiotico nos dltimos 6 meses? (1) ndo (2) sim Qual?

Esta com sintomas de gripe? (1) Sim (2) Ndo (3) duvidoso

Esteve em contato com pessoas com diagndstico ou sintomas de Covid-19 nos ultimos 14 dias?
Vocé ja teve Covid-19 (1) sim (2) ndo (3) duvidoso

(1) sim (2) ndo (9) néo se aplica

Se teve Covid, quais foram os sintomas?

Se teve Covid, quanto tempo atras?

Vocé chegou a ser hospitalizado por causa da Covid-19? (1) sim (2) n&o (9) néo se aplica

Por quanto tempo? Qual medicamento ou terapia utilizada?

Quantas pessoas na sua familia pegaram Covid?

Ja fez exame para Covid-19? (1) sim (2) ndo (9) ndo se aplica

Qual teste? ( ) Testerapido () swab

Qual foi o resultado? ( )positivo () negativo

Vocé ja tomou vacina para Covid? (1) Sim (2) Nao (3) N&o sabe (9) Ndo se aplica

Quantas doses? Qual vacina?
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Tem problemas de pressdo alta? (1) sim (2) ndo Medicamento, qual?
Diabetes mellitus? D) sim (2) nao Medicamento? Qual?
Quais vacinas vocé ja tomou?
Quais destes sintomas tem sentido nas ultimas 48 horas?
Sintomas Ausente Leve Moderado Intenso
Febre
Calafrios
Sudorese

Dor nas costas

Dor no corpo

Fraqueza

Dor de barriga

Diarreia

Enjoos

Vomitos

Falta de Apetite

Dor de cabeca

Tontura

Tosse

Falta de ar

Alteracdo cor da urina

Coriza ou congestao

nasal

Perda de olfato




