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RESUMO

No Brasil a malaria ainda ¢ considerada um grande problema de satde publica.
Embora o niumero de casos de malaria esteja diminuindo, a incidéncia foi maior que
300.000 casos nos ultimos dois anos. Destes casos, o Plasmodium vivax foi considerado
o principal agente causador, com 90% de incidéncia. A resposta imune adaptativa, com o
auxilio da imunidade inata, tem a func¢do de superar as estratégias impostas pelos agentes
infecciosos, levando ao controle da infec¢do. A ativacdo de células T envolve além da
sinalizacdo através do receptor de célula T (TCR), sinalizagdo secundaria desencadeada
por moléculas reguladoras. A combinac¢do das intera¢cdes mediadas por estes regula a
extensdo, qualidade e duracdo da ativagdo de células T e, portanto, influenciam
significativamente no curso das respostas imunes em questdo. O objetivo desse trabalho
¢ avaliar o fenétipo de células T de pacientes infectados pelo P. vivax com o foco na
expressdo de moléculas reguladoras como morte programada-1 (PD-1), co-estimulador
induzivel de células T (ICOS), antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4),
dominios de mucina e imunoglobulina de célula T (TIM-3) e gene 3 de ativacdo
linfocitaria (LAG-3). Células mononucleares do sangue periférico foram coletadas de
pacientes infectados pelo P. vivax em Porto Velho, RO. Os linfocitos foram analisados
por citometria de fluxo. Os resultados demonstram um aumento de citocinas
inflamatorias ¢ uma diminui¢do no nimero de linfocitos em pacientes infectados pelo P.
vivax. Na literatura, a expressdo desses receptores inibidores e moléculas co-
estimulatorias é associada com a diminuicdo de funcao de células T. Nossos resultados
demonstram um aumento da expressdo das moléculas citadas acima em pacientes
infectados pelo P. vivax. O aumento da expressdao de algumas dessas moléculas
correlacionam com o dano hepatico e com plaquetopenia em pacientes infectados pelo
P. vivax. Além disso, foi observado um aumento da expressio de um marcador
especifico da proliferagdo celular, o Ki67, em pacientes infectados pelo P. vivax. A
caracterizagdo fenotipica aqui realizada sugere disfuncionalidade das células T. Estudos
adicionais devem ser realizados para avaliar a fungdo destas moléculas durante a

malaria.

XIV



ABSTRACT

In Brazil, malaria is still considered a major public health problem. Although the
number of malaria cases is declining, the incidence was greater than 300,000 cases in the
past two years. Of these cases, Plasmodium vivax was considered the main causative
agent, with 90% incidence. The adaptive immune response, along with innate immunity,
has the function to overcome the strategy imposed by infectious agents, leading to
infection control. The activation of T cells involves signaling through the T cell receptor
(TCR) and regulatory receptors. The combination of these interactions regulates the
extent and quality of the T cell activation and therefore influences significantly the
course of immune responses in question. The aim of this study is to evaluate the
phenotype of T cells from patients infected with P. vivax focusing on the expression of
regulatory receptors such as programmed death-1 (PD-1), inducible T cell stimulator
(ICOS), cytotoxic T lymphocyte attenuator (CTLA-4), T-cell immunoglobulin and
mucin domain domain 3 (TIM-3) and lymphocyte activation gene-3 (LAG-3). Peripheral
blood mononuclear cells were collected from patients infected with P. vivax in Porto
Velho, RO. Lymphocytes were analyzed by flow cytometry. Our data demonstrate an
increase in inflammatory cytokines levels and a decrease in the number of lymphocytes
during malaria. It has been described that the expression of these inhibitory receptors
and costimulatory molecules is associated with decreased T cell function. Our results
demonstrate that P. vivax infection triggers an increase in the expression of all molecules
mentioned above. Increased expression of some of these molecules correlates with liver
damage and thrombocytopenia. Moreover, we observed increased expression of a
proliferation marker, the Ki67, in the same patients. The phenotype observed suggests a
T cell dysfunction. Further studies have to be performed to evaluate the role of these

molecules during malaria.

XV



1 Introducéo

16



Introdugéo

A maioria dos trabalhos em maldria que abordam o papel de moléculas
reguladoras no desenvolvimento da resposta imunologica efetora e de memoria sao de
natureza descritiva, ¢ muitas vezes realizados somente em modelo experimental.
Recentemente, foi demonstrado que o aumento na expressdo do receptor PD-1 em
células T CD4 e em menor extensdo nas células T CDS8 esta relacionada com o
desenvolvimento da Sindrome Inflamatoria de Imunorreconstituicdo (IRIS) por
individuos portadores do HIV que sdo submetidos a terapia anti-retroviral altamente
ativa (1). Linfocitos T CD8 de pacientes com HIV expressando PD-1 foram
anteriormente descritos como tendo capacidade diminuida de produzirem mediadores
inflamatorios e de evoluirem para a constru¢do de memoria imunologica (2).

A participagao de receptores como PD-1 e TIM-3 no desenvolvimento da
resposta imunoldgica tem sido abordada no contexto de infec¢des cronicas como HIV e
LCMV, nas quais a persisténcia do agente agressor favorece o desligamento de células
efetoras do sistema imunoldgico e a falha no estabelecimento de memoria pelo
hospedeiro. Acreditamos que este fendmeno nao esteja acontecendo exclusivamente
durante infec¢des cronicas, mas também em infec¢des nas quais a exposi¢do aguda a
agentes agressores ¢ capaz de induzir inflamagao exacerbada, como € o caso da maldria.
Desse modo a hipdtese de nosso trabalho foi avaliar a expressdo aumentada de ICOS,
CTLA-4, PD-1, TIM-3 e LAG-3, moléculas de cunho regulador em células T parasito-
especificas que sdo desencadeadas pela inflamagdo decorrente da infecg@o pelo P. vivax.
Além disso, nosso trabalho avalia a capacidade proliferativa de células T CD4 e CD8
pela presenca do Ki67, uma molécula sabidamente encontrada durante a intérfase
celular. Por fim, a imunofenotipagem dessas moléculas foi correlacionada com
pardmetros bioquimicos e hematoldgicos demonstrando a importancia clinica desses
marcadores. Nesse contexto, o presente estudo ¢ de fundamental importancia, uma vez
que nos trara informagdes relevantes acerca da capacidade prejudicada do hospedeiro em
controlar a infec¢do pelo P. vivax, prevenir rea¢des inflamatorias exacerbadas e, por fim,
desenvolver memoria imunoldgica. Além de propiciar um maior entendimento dos
mecanismos de regulacdo do sistema imunoldgico durante processos infecciosos, estas

informagdes poderdo auxiliar futuramente no desenvolvimento de imunoterapia e vacina.
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2 Objetivos
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Ob'!etivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao de moléculas reguladoras em células T de pacientes infectados pelo
P. vivax e correlacio-las com parametros clinicos e hematologicos possivelmente

envolvidos no desenvolvimento de resposta imune protetora durante a malaria.

Para que o objetivo proposto pudesse ser alcancado, foram delineados os seguintes

objetivos especificos:

2.2 Objetivos especificos

Obijetivo especifico 1: Avaliar a expressdo de citocinas no plasma de pacientes
portadores malaria vivax e dos mesmos apos o tratamento;

avaliar no plasma congelado os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL- 6, IL-10, TNF-a.,
IFN-y e IL-17 por CBA;

avaliar no plasma congelado o nivel de IFN-y por ELISA;

Objetivo especifico 2: Avaliar fenotipicamente as células T de sangue periférico de

paciente portadores de malaria vivax:

padronizar o painel de anticorpos para o ensaio de imunofenotipagem multicolor para a

avaliacdo da expressdao de moléculas reguladoras em células T;

avaliar a expressao dos receptores PD-1, ICOS, CTLA-4, LAG-3 e TIM-3 em células T

CD4 e CDS de pacientes na fase aguda da infec¢do maléarica;

avaliar, um més apos o tratamento com drogas antimaldricas, a expressao das moléculas

reguladoras;

avaliar a capacidade proliferativa,através de expressao de Ki67,de células TCD4 e CDS8
de paciente durante a fase aguda da doenga e nos mesmos apds o tratamento com drogas
antimalaricas;
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avaliar a co-expressao de moléculas reguladoras em células T de pacientes durante a fase

aguda da infeccdo malarica e nos mesmos apds o tratamento com drogas antimalaricas;

Objetivo especifico 3: Estudar as correlagdes entre fenotipos imunoldgicos e

indicadores clinicos da maléria humana:
avaliar as correlagdes entre a expressao de diferentes moléculas reguladoras e Ki67;
avaliar as correlagdes entre a expressao dos marcadores de ativagcdo aqui fenotipados e

indicadores bioquimicos e hematoldgicos como TGO e plaquetas comumente avaliados

em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax.
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Revisdo da literatura

3.1 A Maléaria

A maldaria ¢ um grande problema de satde publica, consistindo uma das maiores
endemias do mundo e um grande obsticulo ao desenvolvimento econdomico de
comunidades e nagdes. Segundo dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS),
aproximadamente 40% da populagdo mundial residem em dareas onde a doenga ¢
endémica, sofrendo, portanto risco de infeccdo. A maior propor¢cdo da mortalidade
causada pela maléria ocorre na Africa (89%), seguida pela Asia (10%) e por tiltimo nas
Américas (1%) (3). Em 2011, no Brasil, foram relatados 263.323 casos de malaria,
sendo que mais de 99% desses ocorreram na Regido Amazonica e aproximadamente
87% foram diagnosticados como malaria vivax (4).

A maléria ¢ uma doenca totalmente evitavel e tratdvel, desde que as medidas
profilaticas recomendadas sejam adequadamente implementadas. Estas incluem: o
controle do vetor através da utilizagdo de redes de mosquiteiros tratados com inseticida;
pulverizagao residual de interiores em algumas condi¢des especificas, controle de larvas;
quimioprevencdo para as populagdes mais vulneraveis, particularmente mulheres
gravidas e criancgas, e confirmacao do diagnostico por meio de microscopia ou testes de
diagnostico rapido para cada caso suspeito seguido de um tratamento oportuno com o0s
devidos medicamentos antimalaricos (5).

Atualmente sdo conhecidas cinco espécies de parasitos do género Plasmodium
que afetam os seres humanos, Plasmosdium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malariae e o mais recentemente descrito Plasmodium knowlesi (6).
A malaria falciparum ¢é considerada a mais letal, ¢ é predominante no continente
Africano, a infec¢do por P. vivax, embora considerada menos perigosa, encontra-se
mais difundida mundialmente. Por outro lado, as infec¢des por Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi sdo menos frequentes.

A transmissdo da malaria aos seres humanos ocorre através da picada de
fémeas de mosquitos pertencentesao género Anopheles previamente infectados com o
Plasmodium. Estima-se que 3,3 bilhdes de pessoas estejam em risco de contra¢do da

doenca em diferentes regides geograficas (3) (Quadro 1).
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Quadro 1: Quadro representativo das regides endémicas determinadas pela OMS (3).

Regides Paises
Africa 43
Américas 21
Sudeste da Asia 10
Europa 6
Mediterraneo Oriental 9
Pacifico Ocidental 10
Total 99

Durante a fase sintomatica inicial, os pacientes sentem mal estar generalizado,
cefaléia, cansago e mialgia, geralmente, tais sintomas precedem a febre da malaria. A
crise inicia-se com calafrios que duram de 15 minutos a uma hora, seguidos por uma
fase febril, com temperatura corpérea podendo atingir 41°C ou mais. Passado um
periodo de duas a seis horas a febre diminui e o paciente apresenta sudorese profusa e
fraqueza intensa (5).

Apbs a fase inicial, a febre assume um carater intermitente, dependente do tempo
de duragdo dos ciclos eritrociticos de cada espécie de plasmodio. O quadro clinico,
dependendo da espécie infectante, pode evoluir para formas clinicas de malaria grave,
destacando-se forte cefaléia, hipertermia, vomitos, sonoléncia e convulsdes (na malaria
cerebral), edema pulmonar agudo, insuficiéncia renal aguda, hipoglicemia, disfuncao
hepatica, hemoglobinuria (hemolise intravascular aguda macica) e choque, que podem
levar a obito em torno de 10% dos casos. Em exames hematologicos e sorologicos €
comum observar durante a infec¢gdo um quadro de leucopenia, linfopenia, plaquetopenia
e danos hepaticos caracterizados pela liberagdo de transaminases hepaticas no soro (5).

A malaria vivax, doenca que ameaca quase 40% da populacdo mundial, ¢ o foco
do presente trabalho. A maioria dos casos se origina no sudeste da Asia e ocidente do
Pacifico, embora um nimero significativo ocorra na América do Sul e Africa. Apesar de

ser considerada uma doenca benigna, a doenca causa um grande impacto econdmico,

24




além disso, ¢ importante salientar que recentes estudos demonstraram que a gravidade

desta maldria vem sendo subestimada (7).

3.2 A Maléria vivax no Brasil

Durante a década de 30, um surto de malaria, que ocasionou a morte de quatorze
mil pessoas em dois anos, assolou o nordeste brasileiro, devido a introducdo de
mosquitos da espécie Anopheles gambiae na regido (8). Essa endemia foi causada
devido ao trafego de navios franceses que saiam de Dakar para Natal, a fim de
realizarem estudos meteorologicos (9).

A malaria no Brasil passou a cobrir grande parte do territério nacional e
constituia um dos maiores desafios a colonizacdo, ndo apenas da Amazodnia, mas de
varias areas litoraneas do sudeste ¢ de areas da bacia dos rios Parana-Prata, Sao
Francisco e Doce, no Planalto Central (10).

Na década de 40, aproximadamente 20% da populagdo se infectavam com o
Plasmodium por ano (11). Diante desse quadro, na década de 50 foi langado um
programa de combate a doenca orientado pela OMS que diminuiu consideravelmente os
niveis de maldria no Brasil até a década de 60. A estratégia adotada pelo Ministério da
Saude foi o uso de DDT na parede das casas e a administragdo de cloroquina em
pacientes sintomaticos (12). Apesar do controle da doenga devido ao programa, a partir
de meados da década de 60 ocorreu uma forte colonizacdo desorganizada da regido norte
do pais, promovida pelo governo militar, que possibilitou que a doenga ressurgisse em
locais nos quais a mesma ja se encontrava eliminada (9). Desde a grande migragdo
ocorrida durante o governo militar, o nimero de casos de malaria diminuiu, porém com
algumas variagdes no numero de casos de acordo com os programas de combate
adotados (4;10;13).

No Brasil, a avaliacdo da gota espessa ¢ adotada como método oficial para o
diagnostico da malaria. Mesmo apds o desenvolvimento de outras técnicas diagnosticas,
este exame continua sendo o de escolha em fun¢do de ser um método simples, eficaz, de
baixo custo e de facil realizagdo. Sua realizagdo baseia-se na visualizagdo do parasito
através de microscopia Otica, apds coloragdo com corante vital (azul de metileno e
Giemsa), permitindo a diferenciagdo especifica dos parasitos a partir da analise da sua
morfologia e pelos estagios de desenvolvimento do parasito encontrados no sangue

periférico (5).
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3.3 Formas morfoldgicas e ciclo evolutivo

Apos a picada da fémea do mosquito Anopheles sp., as formas esporozoitas do
parasito migram para a corrente sanguinea ou para os vasos linfaticos (14). Os parasitos
que entram no figado invadem hepatdcitos e iniciam o ciclo exo-eritrocitico.
Normalmente, em aproximadamente 30 a 45 minutos apds a picada, poucos hepatocitos
sdo invadidos pelas formas esporozoitas, sendo que em média cada hepatocito infectado
desenvolve aproximadamente 30.000 formas merozoitas. Depois de um periodo de cinco
a seis dias, as formas merozoitas sao liberadas através do rompimento do hepatocito
causado pela esquizogonia (15). Os merozoitas liberados no sangue podem invadir
células vermelhas usando varias proteinas de superficie para penetrarem nos eritrocitos.

A fase sanguinea possui dois estagios, o estagio sexuado e o estagio assexuado.
No estagio sexuado, sdo formados gametdcitos masculinos e femininos. Durante o
repasto sanguineo, o mosquito ndo infectado ingere os gametdcitos masculinos e
femininos que vao se encontrar em aproximadamente uma hora apods o repasto sanguineo
para que ocorra a fertilizacdo. Apds a fertilizagdo, cada zigoto se transforma em um
oocineto mdvel que atravessa a parede do intestino médio e invade o epitélio do vetor.
Nessa fase, cada oocineto se diferencia em um oocisto e se divide assexuadamente para
produzir milhares de esporozoitas que sdo liberados na hemocele e posteriormente
migram para as glandulas salivares. Desse modo, os esporozoitos estdo prontos para
serem inoculadas em um novo hospedeiro. O tempo entre a alimentagdo dos gametocitos
e a transmissdo de esporozoitas demora em média quatorze dias para ocorrer (16)

(Figural).
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Estigios de transmissio do
esporozoito nas glandulas
salivares
~ 21 dias apos repasto

sanguineo

Oocistos maduros
~14 dias apds repasto sanguineo

Fusio dos gametdcitos
~1 hora apds repasto
sanguineo

Diminuigio
da
populagio
Travessia da parede do intestino médio
de oocinetos
~18 -21 horas apods repasto sanguineo

Figura 1: Ciclo do parasito no vetor. Encontro dos gametocitos gera os
oocinetos que vao invadir o intestino do anofelino e se diferenciarem em esporozoitas
para serem inoculadas no hospedeiro (16).

J& no estagio assexuado as formas merozoitas liberadas dos hepatocitos invadem
eritrocitos saudaveis e desenvolvem para a forma de anel, também chamado de
trofozoita imaturo. Dando continuidade ao ciclo, o anel evolui para a forma trofozoita,
estagio no qual o nucleo comeca a se dividir para formar o esquizonte até que haja a lise
do eritrocito e consequente liberagdo de novas formas merozoitas aptas a infectar outros

eritrocitos perpetuando o ciclo eritrocitico (Figura 2).
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Esporozoitos da glindula salivar

= Gametécitos

Figura 2: Ciclo do parasito no hospedeiro. Apos a picada do anofelino as
formas esporozoitas migram para o figado onde se reproduzem liberando as formas
merozoitas para iniciar o estagio eritrocitico assexuado e sexuado. As formas sexuadas
iniciam a infeccdo do anofelino saudavel apds o repasto sanguineo em um hospedeiro
infectado (17).

3.4 Resposta imune na malaria

A viruléncia do parasito, intensidade de transmissdo, fatores econdmicos e
sociais e variacoes genéticas influenciam a suscetibilidade do hospedeiro e
consequentemente o prognostico da doenca. Individuos que nunca foram expostos ao
protozoario geralmente desenvolvem fortes sintomas apds a exposi¢do ao Plasmodium.
Estimativas apontam que um quarto das mortes de criangas em areas de alta
endemicidade seja por maldria, pois essas sdo mais susceptiveis a infeccao (18).
Entretanto, apds a exposicdo ao parasito, criangas acima de cinco anos e adultos
desenvolvem uma prote¢do contra sintomas graves e & morte pela malaria. Em regides
onde a maldria ¢ altamente endémica, a maioria das infec¢des causadas pelo
Plasmodium ¢ silenciosa, sugerindo que individuos residentes nestas regides possuem a
habilidade de manter mecanismos da imunidade inata em alerta por periodos
prolongados de tempo ou desenvolver resposta imune adaptativa efetora, controlando o
parasito. Esta adaptacdo, levando a ativagdo controlada do sistema imune, por outro

lado, pode representar um mecanismo de escape do parasito, que permanecendo no
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hospedeiro favorece sua transmissdo a outros vetores que mantém o seu ciclo evolutivo
(19). Quando ndo existe tal co-adaptagdo, os individuos infectados apresentam
manifestagdes clinicas que, em sua maioria, sdo debilitantes e podem se tornar graves. A
intensidade destas manifestagdes depende da idade do individuo e de exposigdes prévias
ao parasita (20). Além disto, a imunidade a maldria é caracterizada por ser espécie e
estagio-especifica. Uma caracteristica que difere a malaria vivax é a presenga de formas
hipnozotitas, que ja foi correlacionada com a presenca de células T de memoria,

provavelmente, essas formas do figado no individuo garantem a manuten¢do do antigeno

21).

3.4.1 Resposta imune inata contra o parasito

Atualmente muitos estudos tém se concentrado na resposta imune inata ao
parasito. O desenvolvimento da imunidade inata influencia diretamente a resposta imune
adaptativa do hospedeiro. Receptores do tipo Toll (TLR- Toll like receptors) sdo um
grupo de receptores que reconhecem padrdes moleculares que possuem um papel
fundamental no inicio da resposta imune inata. As moléculas de glicosilfostatidilinositol
(GPI), encontradas no P. falciparum contribuem diretamente para a patogénese da
malaria devido a sua capacidade de induzir a produ¢do de citocinas pro-inflamatorias.
Foi demonstrado que a sinalizagdo de GPI ¢ mediada por TLR-2 ¢ TLR-4 com baixa
intensidade. Essa producao de citocinas mediada por TLR ¢ dependente de MyD88 (22).
Além disso, um aumento na produg¢do de TNF-a, IL-1, IL-12 e NO por macrofagos
ativados por GPI também foi observado (23). Durante a infec¢do na fase eritrocitica, o
parasito realiza a digestdo da hemoglobina, fato que leva a formacdo de residuos
extremamente toxicos, o heme. Para evitar um dano oxidativo devido a estes residuos, o
parasito desenvolveu um mecanismo que converte heme em um cristal insoluvel, a
hemozoina (24). A hemozoina envolvida pelo DNA do parasito pode ser reconhecida
pelo TLR-9, levando a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias (25). Através do
bloqueio de TLR-9 foi demonstrada sua importancia na sinalizagdo para producdo de
citocinas, pois, foi observada uma diminui¢do da produg¢do de citocinas pro-
inflamatorias apos o bloqueio (26). Dado a importancia clinica e econdmica da malaria
vivax, esfor¢cos tém sido feitos para a identificagdo de novos biomarcadores de
prognostico. Um marcador caracterizado foi a presenca de altos niveis de acidos

nucléicos circulantes no plasma de pacientes infectados pelo P. vivax em maior
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quantidade quando comparado aos pacientes saudaveis (27). Recentemente nosso grupo
demonstrou que monocitos e neutrdfilos encontram-se ativados durante a malaria. Os
monocitos se mostraram a principal fonte celular de citocinas em resposta a estimulacao
por agonistas de TLR durante a fase aguda da doenca. Diferentemente dos neutréfilos
que apresentaram uma baixa produgdo de citocinas (28). J4 os neutrofilos destes
pacientes, porem apresentam uma atividade fagocitica aumentada, apresentam paralisia e
dificuldade de migrarem in vitro em direcdo a um gradiente de quimiocinas (28). As
citocinas produzidas e secretadas na fase aguda da infeccdo determinam o perfil pro-
inflamatorio da malaria (29). Uma caracteristica importante da resposta imune inata na
malaria causada pelo Plasmodium falciparum ¢ a alta produ¢do de TNF-a, sendo estes

niveis diretamente correlacionados com a patologia da malaria cerebral (30).

3.4.2 Resposta imune adaptativa contra o parasito

A observacao de pacientes em area endémica sugere que a imunidade a infec¢ao
por malaria se desenvolve de uma maneira incompleta e vagarosa (31;32). Até o
momento existe apenas um estudo caracterizando a existéncia de populagdes de células
T antigeno-especificas em pacientes residente em drea endémica apds a cura da infec¢ao
pelo P. vivax (33). Isto se deve ao fato da existéncia de poucos antigenos proteicos bem
definidos necessdrios para a andlise de respostas adaptativas antigeno-especificas e
principalmente pela falta de um método de cultivo eficaz do parasito.

Considerando-se a resposta imune celular, tanto células T CD4, quanto CDS sdo
ativadas durante a fase sanguinea da doenca (34;35). Pacientes diagnosticados com
malaria apresentam forte linfopenia, em parte devido a apoptose de células T antigeno-
especificas (36). As células T possuem um papel fundamental no desenvolvimento da
resposta imune, por exemplo, na ativagdo de células B (37) para consequente producdo
de anticorpos (38) e citotoxicidade celular dependente de anticorpos, que na maioria das
vezes controla, mas ndo ¢ capaz de eliminar de maneira estéril o parasito (39). Uma
caracteristica da malaria vivax é a presenga da fase hepatica. A persisténcia do antigeno
em animais infectados foi encontrada em 6rgaos linfoéides e depende de células CD1lc.
A persisténcia do antigeno no animal aumenta a magnitude da apresentagdo a células T
CD8 de varias maneiras. Desse modo, o melhor desenvolvimento de imunidade
protetora na fase hepética depende de uma apresentacio antigénica prolongada a células

T CDS (40).
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A funcionalidade das células T pode ser afetada por outros subtipos celulares do
sistema imune. Foi anteriormente descrito que tanto a infec¢do pelo Plasmodium
falciparum quanto pelo vivax leva a diminui¢do da frequéncia das células dendriticas
(41;42). Altas parasitemias, caracteristica da fase aguda da maléria, leva a apoptose
destas células (43). Além disso, ja foi demonstrado que na malaria causada pelo
Plasmodium falciparum e vivax ha uma diminui¢do da matura¢do das células
dendriticas, avaliada pela baixa expressdo de CD80, CD86 e MHC II (44;45). As
alteracdes nas células dendriticas podem ter como conseqiiéncia alteragdes na ativacao
das células T e na geragdo de células de memoria especificas para o plasmoddio. Os
subtipos de células dendriticas também podem influenciar o perfil de células T geradas.
Na malaria vivax ha um aumento da frequéncia de células dendriticas plasmocitoides em
rela¢do as mieldides, porém na malaria falciparum o oposto pode ser observado (41). Foi
demonstrado que células dendriticas plasmocitdides estimuladas por CpG ODN via
TLRY causam uma diferenciacdo de células naive em células T reguladoras (46). Esse
cenario também poderia influenciar diretamente no aumento da propor¢ao de células T
reguladoras com o intuito de modularem a resposta imune na malaria vivax. As infecgdes
pelos P. falciparum e P. vivax sdo caracterizadas pelo aumento na frequéncia de células
T reguladoras (47-49), o que sugere a participacdo destas células na doenga. Em
pacientes com maldria também ¢ observado um aumento na producdo de IL-10
(28;29;42), citocina que pode ser responsavel pela modulag¢do da resposta imune durante
a doenga (50). As células T reguladoras geradas podem ser naturais (nTreg) ou induzidas
(iTreg). As nTreg sdo um subtipo celular no qual é necessaria a apresentacao antigénica
da célula dendritica para a célula T no timo (51). J& as iTreg sdo formadas através da
apresentacdo antigénica em Orgdos linfoides periféricos através do estimulo antigénico
(52). Ambas as populacdes sdo encontradas no sangue de individuos saudédveis, porém
em diferentes propor¢des, 70% na forma de nTreg e o restante como iTreg, essa
porcentagem foi definida através da expressao de Helios, uma molécula presente apenas
em nTreg (53). Dentro desse cenario, na malaria foi descrito que na presenca de nTreg,
c¢lulas de memoria de pacientes que tiveram episddios de maldria nos ultimos cinco
meses, foram estimuladas com o extrato de esquizonte de P. falciparum ¢ se
converteram células iTreg, demonstrando a importancia de células T reguladoras na
resposta ao Plasmodium (54).

Outra possibilidade para a regulacdo da resposta imune desencadeada contra o

Plasmodium seria a expressdo de receptores inibidores por células T antigeno-
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especificas, descrita recentemente em modelos experimentais da malaria (55;56). Este
fendmeno ja € bem caracterizado em outras doengas (2;57;58).

O estudo da expressdo destas moléculas moduladoras no contexto da malaria ¢ de
fundamental importancia para o entendimento da capacidade prejudicada do hospedeiro
de a0 mesmo tempo controlar a infec¢do, prevenir reagdes inflamatorias exacerbadas e

por fim, levar ao desenvolvimento de memoria imunolégica.
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Figura 3: Esquema representativo da resposta imune ao Plasmodium vivax
durante a fase sanguinea da doenca. A resposta imune ¢ iniciada apds contato do
reticulocito infectado com células da imunidade inata e células apresentadoras de
antigenos (APC) que reconhecerdo o parasito pela expressdo de padrdes moleculares e
apresentarao antigenos as células T. ApoOs apresentacdo, as células se tornam células
efetoras podendo auxiliar, por exemplo, os linfocitos B na producao de anticorpos.

3.4.3 Receptores inibidores e 0 comprometimento das fungdes de células T

Antes que as células T expressem receptores inibidores estas necessitam de
serem ativadas. Para que uma célula T seja ativada ¢ necessaria a interacdo do receptor
de célula T (TCR) e CD4 ou CD8 com MHC de classe I ou II para correta sinalizagdo.
Outro sinal importante sdo os fatores soluveis, como a IL-2, além da ligacdo de
moléculas co-estimulatorias de superficie que provém sinais essenciais para a

sinalizacdo via TCR (59;60). CD28 ¢ uma molécula co-estimulatoria expressa

32



constitutivamente em grande parte das células T de humanos (61). Entretanto seus niveis
aumentam apds ativagao (62). Por outro lado, o CTLA-4 ¢ expresso apds a ativacao da
célula T (63). Foi demonstrado em camundongos deficientes para CD28 que os niveis de
CTLA-4 expressos eram menores em relacdo aos camundongos selvagens (64). Como a
expressdo do CLTA-4, outras moléculas inibitorias ¢ apenas induzida apds a ativagdo da
célula T.

A modulagcdo da resposta imune ¢ essencial para o re-estabelecimento da
homeostase, pois possui fun¢ao de limitar ou terminar uma resposta imune induzida por
um patdgeno. H4 mais de uma década, o comprometimento de respostas imunes efetoras
tem sido atribuido a persisténcia de cé€lulas T ativadas sem fungdo efetora e a perda de
células T antigeno-especificas em modelo murino de infec¢des cronicas virais (65;66). O
estudo deste fendmeno levou a identificagdo de marcadores de perda de fungdo celular,
como o PD-1. A expressdo de receptores inibidores ¢ também importante para o
desenvolvimento de tolerancia, que ¢ definida como a ndo responsividade a um antigeno
ao qual o organismo foi exposto previamente. Desse modo, a presenca de receptores
inibidores, como o PD-1, também ¢ importante para evitar o desenvolvimento de
doengas auto-imunes (67). A expressdo destes receptores tem sido relacionada a intensa
sinalizacdo via TCR, devido a altas cargas antigénicas, além de altos niveis de citocinas
circulante, como IL-2, IL-7, IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10. Na malaria causada pelo
P. vivax, observa-se um aumento da produgdo das quatro ultimas citocinas citadas
(28;68-72).

Um ponto importante a ser considerado ¢ a diferenca entre anergia e exaustdo. As
células T podem se tornar anérgicas durante a apresentagdo de antigenos, perdendo sua
funcionalidade rapidamente, enquanto que a exaustdo ¢ um processo que ocorre de
maneira gradativa. Neste ultimo fendmeno, a célula T ¢ ativada, e na presenca de sinais
co-estimulatorios, perde sua funcdo. Além disso, existe uma diferenca no perfil
genOmico entre esses estados de ativagdo (73). Importante lembrar que o perfil de
exaustdo difere do de senescéncia. Células senescentes humanas expressam CD57,
marcador que indica baixa capacidade proliferativa e fase avancada de ativagdo (74).
Outra observagdo que corrobora a diferenca entre exaustdo e senescéncia € a baixa
correlagdo entre a expressao de CD57 e PD-1 (2).

A expressao de um conjunto de receptores inibidores, como por exemplo, morte
programada-1 (PD-1), co-estimulador induzivel de células T (ICOS), antigeno 4

associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4), dominios
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de mucina e imunoglobulina de célula T (TIM-3) e gene 3 de ativagdo linfocitaria
(LAG-3) pode indicar que as células estejam mais ativadas e possivelmente entrando em
um estagio de perda de fung¢do, caracterizando a exaustdo celular (75-77). A importancia
dessas moléculas ¢ observada em varias doengas. PD-1, por exemplo, foi observado em
células ndo funcionais em pacientes infectados com o virus da imunodeficéncia humana
(HIV). O bloqueio de PD-1 causou um aumento da resposta de células T CD8 a
antigenos especificos (2). Outro modelo caracterizado para demonstrar a importancia de
PD-1 na perda da fun¢do celular foi a coriomeningite linfocitica viral murina. Este
trabalho mostra que é possivel a restauracdo da funcao das células T apos o bloqueio de
PD-L1 (58). TIM-3 também foi caracterizado em pacientes infectados com HIV. Com
caracteristicas semelhantes ao PD-1 na modulacdo da resposta imune, ap6s o bloqueio
de TIM-3 a célula recupera sua funcionalidade voltando a responder aos antigenos e
proliferar (78). Além disso, foi demonstrada a expressdo de véarios marcadores
inibitérios em pacientes infectados com HIV que apresentaram a sindrome inflamatoria
de imunorreconstituicdo (IRIS) apds inicio da terapia anti-retroviral (ART). Foi
demonstrado que os pacientes que desenvolvem a sindrome possuem altas propor¢des de
célulasT expressando LAG-3, ICOS e CTLA-4 em relagdo a pacientes que ndo
desenvolvem a sindrome (1). O bloqueio combinado desses marcadores pode ser uma
saida para a reversdo da perda da fung¢do de linfécitos antigeno-especificos, como
observado na hepatite C (79). Na malaria murina existem alguns trabalhos que
caracterizam fenotipicamente e funcionalmente a participagdo destes receptores. Os
trabalhos mostram que o bloqueio dessas moléculas, e. g. PD-1, CTLA-4 ¢ LAG-3,
restauram a funcionalidade de linfécitos T (55;56;80). Em humanos existem trabalhos
que caracterizam fenotipicamente alguns desses marcadores, porém apenas na malaria

falciparum (56;81).

ICOS: Seu gene ¢ encontrado no cromossomo 2q33 (76). A molécula ICOS ¢
um membro da familia B7, ¢ um heterodimero e cada cadeia apresenta apenas um
dominio IgV exposto (76). O ICOS ¢ expresso em baixos niveis nas células naive, porém
sua expressao ¢ elevada apos sinalizagdo via TCR e CD28 (82), além de ser expresso em
células NK (76). Seu ligante, o ICOS-L, ¢ encontrado em células B, T, mondcitos e
células dendriticas (76). E expresso em células T ativadas do tipo Th1, Th2, Th17, Treg

e Tth, mas sua expressdo em estagios iniciais leva ao direcionamento para um perfil
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Th2, pois aumenta a expressdo de NFATcl e c-MAF, fatores transcricionais

relacionados a polarizagao da resposta para este perfil imunolédgico (82-86).

CTLA-4: Seu gene ¢ encontrado no cromossomo 2q33 (76). O CTLA-4 ¢ uma
molécula homoéloga ao CD28, também pertencente a familia B7, sendo um heterodimero
e cada cadeia apresenta apenas um dominio IgV exposto (76). O CTLA-4 ¢ encontrado
apenas em células T, e seus receptores, CD80 e CD86, sdo encontrados em linfocitos T
ativados e B, mondcitos e células dendriticas (76). Sua expressdo ¢ indispensavel na
regulacdo negativa de células T. O CTLA-4 ¢ expresso em células ativadas e se liga ao
CD80 e CD86, desse modo, compete diretamente com CD28, porém, o CTLA-4

apresenta uma maior afinidade aos seus ligantes (87;88).

PD-1: Seu gene ¢ encontrado no cromossomo 2q37 (76). O PD-1, outra molécula
pertencente a familia dos receptores B7 ¢ um monomero com apenas um dominio IgV
exposto (76). O PD-1 ¢ expresso em linfocitos B, T e em mondcitos e seus ligantes, PD-
L1 (CD274) e PD-L2 (CD273), proprios para a modulagdo celular (89), sdo encontrados
em linfocitos B, T, em mondcitos e em células dendriticas (76). A expressdo do PD-1 ¢
modulada positivamente em células T ativadas. Apesar de serem da mesma familia e
apresentarem grande similaridade em suas fungdes, CTLA-4 ¢ PD-1 diferem em suas
maneiras de atuar na célula. Essas diferengas podem ser devido a diferentes padrdes de
expressdo de PD-1 e CTLA-4, além de seus ligantes em diferentes subtipos celulares e
tecidos. Outro fato pode ser a diferenca da sinaliza¢do da via de CTLA-4 ¢ PD-1, ou
seja, uma delas apresentar uma sinalizagdo mais efetiva do que a outra (90). Uma
curiosidade ¢ que o CTLA-4 atua primeiro que outros receptores inibidores durante os
momentos iniciais da resposta imune nos linfonodos, enquanto que o PD-1 ¢ expresso

mais tardiamente nos tecidos (91).

TIM-3: Seu gene ¢ encontrado no cromossomo 5q33.2 (92). A familia TIM ¢
composta por glicoproteinas do tipo I expressas em células T que contém motivos
estruturais comuns denominados como dominio IgV, que ¢ um dominio de mucina
altamente glicosilado, além de possuir um dominio citoplasmatico (92). O TIM-3 ¢
encontrado apenas em células T e a expressao de seu receptor, TIM-3L, ¢ encontrado em
linfocitos B, T, em mondcitos ¢ em células dendriticas (92). A familia TIM em

camundongos possui oito genes, TIM-1 ao TIM-8, entretanto, a familia TIM em
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humanos apresenta apenas trés genes, TIM-1, TIM-3 e TIM-4. TIM-3 ¢ expresso em
células T apos a diferenciacao destas células para o perfil de resposta Thl, e através da
ligagdo ao seu ligante TIM-3L, tem a capacidade de modular uma resposta imune
exacerbada (92-94).

LAG-3: Seu gene ¢é encontrado no cromossomo 12ql13.3 (95). O LAG-3
apresenta um mondmero possuindo quatro dominios expostos, um dominio V e trés
dominios C (96). O LAG-3 ¢ expresso apenas em linfocitos T e seu receptor, MHC 11, ¢
expresso em linfocitos T ativados, linfocitos B, monocitos e em células dendriticas
(95:96). E uma molécula responsavel pela regulagio negativa de células T quando esta
se liga ao MHC 1I e entdo sinaliza via TCR (96). E importante salientar que as estruturas
de CD4 e LAG-3 sdo semelhantes, competindo diretamente na ligagdo ao MHC I,
porém LAG-3 apresenta maior afinidade (97). Um dado interessante ¢ que LAG-3 afeta
a progressao do ciclo celular em células T, mas ndo afeta de maneira contundente para

levar a apoptose (98).

Desse modo a exaustdo celular ¢ um estagio atingido de maneira gradativa que
pode ser gerado pela expressdo da combinagdo demarcadores que modulam a resposta de
células T por diferentes vias, alterando a producdo de citocinas e a proliferagdo de
linfécitos T. Vale ressaltar que esses marcadores também sdo indicadores de ativagao
celular, pois sua expressdo, principalmente individualmente, ¢ induzida como
conseqiiéncia do reconhecimento antigénico e presenga de citocinas neste

microambiente, e ndo necessariamente indica perda de fungdes celulares.
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4 Material e Métodos
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Material e Métodos

4.1 Pacientes - critérios de inclusdo ou excluséo

Os pacientes participantes residentes em Porto Velho, RO, e foram selecionados
em colaboracdo com o grupo de pesquisadores e médicos do IPEPATRO (Instituto de
Pesquisas em Doengas Tropicais), CEPEM (Centro de Pesquisa em Medicina Tropical) e
CEMETRON (Centro de Medicina Tropical de Rondonia). Todos os pacientes incluidos
neste estudo foram examinados pelos médicos responsdveis € o assinaram o termo de
consentimento redigido em portugués de acordo com as normas da resolugcdo 196/96 do
Conselho Nacional de Pesquisa do Brasil (Anexo 1). Os pacientes foram informados,
detalhadamente, dos objetivos e metodologias do estudo antes da coleta de sangue. Os
pacientes que aceitaram participar voluntariamente da pesquisa foram informados sobre
a possibilidade de se retirarem do estudo quando assim o desejassem, sem prejuizo ou
dano no atendimento clinico e tratamento terapéutico. O tratamento foi realizado com os
medicamentos e dosagens preconizadas pelo Ministério da Satde. Aos pacientes foi
indicado o uso de cloroquina (150 mg) por trés dias, sendo administrados por via oral
quatro comprimidos no primeiro dia e trés comprimidos no segundo e terceiro dia. Apos
tratamento com cloroquina foi recomendado o uso de um comprimido por quatorze dias
de primaquina (15 mg).

Amostras de sangue periférico foram coletadas de pacientes residentes em area
endémica, em fase aguda da infecc¢éo por P. vivax. Foram incluidos no estudo individuos
adultos (idade > 18 anos), que ndo apresentavam nenhuma outra infec¢do aguda ou
cronica ou gravidez, e nem apresentavam hematocrito< 33, eosinofilia> 4% e nao
estavam em tratamento com drogas imunossupressoras. Os individuos apresentavam
exame de gota espessa e reagdo em cadeia da polimerase (PCR) positivos para P. vivax.
Individuos apresentando co-infec¢do com outras espécies do plasmodio foram excluidos.
Os mesmos individuos retornaram ao CEPEM 30-45 dias ap6s o inicio do tratamento

para reavaliacdo clinica e uma segunda coleta de sangue.

4.2 Avaliacdo de parametros hematol6gicos e bioquimicos

A avaliacdo hematoldgica consistiu na realizacdo do hemograma para avaliagao

de hemacias, plaquetas e leucécitos. Foi realizada a contagem global e diferencial de
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leucoécitos, incluindo neutrofilos, eosinofilos, mondcitos e linfocitos. Para realizagdo do
procedimento, amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A glicose foi avaliada em
amostras sanguineas coletadas na presenga de fluoreto de sédio e EDTA, e bilirrubinas,
sodio, potassio, uréia, creatinina, ¢ as enzimas hepaticas, transaminase glutamico
oxalacética e transaminase glutdmico pirtvica, foram medidas apds coleta em tubos

secos (sem anticoagulante).

4.3 Obtencéo de PBMC

As amostras sanguineas coletadas em tubos na presenga de heparina e utilizadas
para obtencdo do PBMC. O sangue foi diluido em solucdo salina 0,9% estéril (vol/vol).
Trinta mL do sangue diluido foram adicionados delicadamente em um tubo contendo 15
mL de Ficoll Hypaque (GE) e as amostras foram centrifugadas por 40 minutos a 300 g.
Realizamos a coleta da camada de PBMC, que foi transferida para um tubo conico de 50
mL. As PBMC foram lavadas por trés vezes em baixa a 300 g por 10 minutos e sua
concentragdo celular foi determinada com a utilizacdo de camara de Neubauer e ajustada

para o congelamento em soro fetal bovino a 20% DMSO.

4.4 Extracdo do DNA por Fenol-Cloroférmio

Aliquotas de 200 pL do sangue coletado em tubos de EDTA foram adicionadas
em solucdo de saponina 1% para hemolise por 5 minutos a 37°C. Apds incubagdo foram
realizadas trés lavagens a 2000 g por 15 minutos. Ao precipitado foi adicionada uma
solugdo de lise (200uL) composta por 2uL Tris-HCI (pH 8.0) 1M, 2ul. EDTA (pH 8.0)
500mM, 16puL NaCl 2,5M, 10uL SDS 10%, 168uL agua autoclavada e 2puL Proteinase
K(Sigma-Aldrich) (20mg/mL), uma serina-protease de amplo espectro, muito util para
digestao de proteinas em geral. Foi realizada uma incubacgao a 37 C por 3h ou durante a
noite. Logo apds, a proteinase foi inativada a 95°C por 10minutos. Foi acrescentado
250uL de fenol equilibrado, misturado delicadamente por 10 minutos. O fenol ¢ usado
na purificagdo de acidos nucléicos. O reagente, que consiste no Fenol, ¢ saturado com
tampao Tris-HCI em um pH > 7,4. Quando a amostra ¢ extraida com tampao de fenol
saturado, as proteinas sdo desnaturadas e irdo para a fase organica da solugdo ou para a
interfase. A maior parte dos acidos nucléicos ird para a fase aquosa. Foi realizada uma

centrifugacdo a 10.000g por 5 minutos e removida a fase aquosa (superior) para um
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novo tubo de 1,5 mL. 250 puLL de uma solucdo de fenol-cloroférmio (1:1) foi adicionado
aos tubos e centrifugado a 10.000g por 5 minutos para a remogdo do fenol-cloroférmio
(fase inferior), conservando a fase aquosa no tubo. Nessa fase aquosa do tubo, foi
acrescentado 250ulL de cloroférmio, centrifugado a 10.000g por 5 minutos. O
cloroféormio ¢ usado na purificagcdo de acidos nucléicos. Quando usado junto com o
fenol, a eficiéncia da extragdo de proteinas do DNA total ¢ maior. Foi removida a fase
aquosa (superior) para um novo tubo e adicionado 25 pL de Acetato de s6dio 3M pH 5,2
e 600uL de etanol gelado (100%), para incubagdo a -20°C overnight. Apds incubagio as
amostras foram centrifugadas a 14.000g por 20 minutos, a 4°C e ao seu pellet foi
acrescentado 600uL de etanol gelado 80%. Para remogdo do alcool, as amostras foram
centrifugadas novamente a 14.000g por 20 minutos a 4°C, removido seu sobrenadante e

deixadas secar a temperatura ambiente. O precipitado foi dissolvido em 4gua destilada.

45PCR

4.5.1 SEMI-NESTED-PCR

Para realizacao da reagdo da cadeia da polimerase (PCR) foi realizado um reacao
contendo 0,4 uM iniciadores P1 (ACG ATC AGA TAC CGT CGTCGT AAT CTT) e
P2 (GAA CCC AAA GAC TTT GAT TTC TCA T), 1,25 uL dNTP 125 uM
(Fermentas), 2 uL. de tampao Taq polimerase 1X (Fermentas), 2 pL. de MgCl, 2,5mM
(Fermentas), 8uL de agua e 0,15uL Taq polimerase 0,75U (Fermentas). Na reacdo foi
adicionado 5 pL do DNA extraido. As reacdes foram realizadas nos termocicladores
Mastercycler (Eppendorf) a 92° C por 2 minutos (desnaturacao), 35 ciclos a 92° C por 30
segundos e 60° C por 90 segundos, e a extensdo final da fita a 60° C 5 minutos. Para a
segunda PCR, sao feitos trés reagdes diferentes. Cada reacao contém 0,4 uM iniciadores
P1 e seu iniciador espécie-especifico P. falciparum (CAA TCT AAA AGT CAC CTC
GAA AGA TG), P.vivax (CCA TCT AGG AAT AAA CTC CGA AGA GAA A), P.
malariae (GGA AGC TAT CTA AAA GAA ACA CTC ATA T), 0,25 uL de dNTP
312,5 uM (Fermentas), 1,2 uL de MgCl, 1,5mM (Fermentas), 2,5 uL Tampao
Tagpolimerase 1,25x (Fermentas), 2,3 uL de dgua. Para realizar a segunda PCR foi
necessario diluir a amostra do 1° PCR (2uL 1° PCR + 98uL tampao Tris-EDTA). Desta
dilui¢do, foram acrescentados 2L na reagdo e adicionada a Tagpolimerase (Fermentas)
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0,75 U com tampao Taq polimerase 1X (Fermentas). Como controle negativo, foram

utilizadas as reacdes dos reagentes mais agua de injecao.

4.5.2 PCR em tempo real

A fim de quantificar a carga parasitaria encontrada no sangue foi realizada uma
PCR em tempo real. O DNA do parasito de pacientes infectados pelo P.vivax foi
inserido e clonado no plasmideo de expressao pGEM-T Easy Vector 50 ng (Promega) e
utilizado nas seguintes concentragdes, 10° al0? em triplicata. Para o preparo da reagdo
foi adicionado 0,15 uL dos iniciadores P1 e P. vivax, 10 uL de Master Mix Syber Green
e 7,7 pL de 4gua por reagdo. Junto a reagdo foram adicionados 2 uL. de DNA gendmico
ou do padrdo. Os componentes da reagdo foram homogeneizados e os 20 puL foram
adicionados em cada poco da placa. Apos aplicar as amostras, a placa foi vedada com
um selante e embrulhada em papel aluminio até ser colocada no equipamento. O
programa de amplificacdo foi realizado nas seguintes etapas: 95°C por 10 minutos e
40ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, € o anelamento/extensdo a 60°C por 1
minuto no equipamento 7500 da marca Applied Biosystems (Life Technologies).

Como controle negativo, foram utilizadas as reagdes dos reagentes mais agua de

inje¢ao.
4.6 Caracterizagao fenotipica de células T

A caracterizagdo fenotipica foi realizada com a utilizagdo de PBMC congelado
em Porto Velho e transportado a Belo Horizonte em nitrogénio liquido.
Aproximadamente 5 x 10° células, contidas em cada frasco, foram descongeladas
rapidamente na presenga de 10 mL de RPMI contendo 20ug/mL de benzonase nuclease
(Novagen). As células foram lavadas por duas vezes com PBS a 300 g por 10 minutos
para remogao de qualquer proteina e incubadas reagente para que possibilite a separagao
de células viaveis das células mortas (Live/DeadFixableDeadCellStains), conforme
recomendado pelo fabricante (Invitrogen). A suspensdo celular foi marcada com um
painel contendo combinagdes distintas de anticorpos, para a avaliagdo das moléculas co-
estimulatdrias, receptores inibidores e proliferacdo de células T. O painel para a
avaliacdo das células T foi composto por anticorpos contra as moléculas de superficie

diluidos em PBS contendo 0,1% de BSA e 2 mM de azida (tampao de FACS): anti-CD3,
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anti-CD4, anti-CDS8, anti-LAG-3, anti-TIM-3, anti-ICOS e anti-PD-1conjugados
respectivamente com Qdot655, Qdot605, eFluor750, FITC, PE, PECy7 ¢ APC. A
incubacdo, com os anticorpos, foi realizada por 20 minutos e as células foram entdo
lavadas duas vezes por centrifugagdo por 4 minutos a 300 g com tampao de FACS. Além
disto, a suspensao celular foi fixada e permeabilizagdo para a avaliagdo da expressdo de
marcadores anti-Ki67 e anti-CTLA-4 conjugados respectivamente com PercpCy5.5 e
biotina. Apos incubacdo com anticorpos contra os marcadores intracelulares foi
realizada uma nova lavagem por 4 minutos a 300 g para a realizacdo da incubagdo por
15 minutos da estroptoavidina QD525 para a revelagdo da biotina conjugada ao
anticorpo anti-CTLA-4. Para fixacdo e permeabiliza¢dao foram utilizados os tampdes da
eBioscience (Intracellularfixationandpermeabilization buffer), de acordo com as
especificagdes do fabricante. Os anticorpos e fluordforos utilizados estdo especificados
na figura 4. As células foram adquiridas no citometro LSR Fortessa (BD Pharmingen)
capaz de analisar 12 cores mais o tamanho e granulosidade. Para analise dos dados foi o

utilizado o programa FlowJ09.4.1(TreeStar).

Laser
V450 V525 V565 V585 | V605 | V655
Fluorocromo ViViD/PB/eF450 Biot QD525 QD605 | QD655
Anticorpos
Live/dead CTLA-4 SA CD4 CD3
B515 B562 B600 B675 B750 | R660 | R710 R750
FITC PE TEXAS | PercpCy5.5 | Cy7PE | APC Ax700 eF780
RED
LAG-3 TIM-3 Ki67 1COS PD-1 CD8

Figura 4: Anticorpos e fluoréforos utilizados para imunofenotipagem. O
painéis utilizados neste estudo foram desenvolvidos para andlise em citometro de fluxo
contendo 3 lasers: violeta, azul e vermelho. Em cinza encontram-se descriminados os
canais onde os anticorpos conjugados com os fluoréforos serdo detectados representados
por uma letra, que representa o laser, ¢ um numero, representando o comprimento
maximo de deteccdo. Abaixo estdo representados os fluordforos e anticorpos. Em
amarelo estdo representados os anticorpos que foram utilizados apos permeabilizaciao
celular.
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4.7 Avaliacéo dos niveis de citocinas

4.7.1 CBA

A quantificagdo dos niveis séricos de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-
17A foi realizada utilizando-se o sistema citofluorométrico com microesferas
fluorescentes (CBA - CytometricBeadArray, BDPharmingen). Este emprega uma
mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia distintas, recobertas
com anticorpos especificos para as citocinas de interesse. Essa metodologia permite a
avaliacdo simultanea de diversas citocinas no mesmo ensaio, empregando pequenos
volumes de amostra. Antes de iniciar o processo da avaliagdo das citocinas do plasma,
foi realizado uma incubacdo da reacdo das sete esferas com o tampao de enriquecimento
destas (Serum Enhancement Buffer) como indicado pelo fabricante. Resumidamente, 50
uL da mistura de esferas de captura, marcadas com anticorpos monoclonais foram
transferidas para placas de cultura celular de 96 pogos, fundo redondo, destinados ao
controle negativo e as amostras a serem testadas. Em seguida, 50 uL. do diluente G,
denominacdo dada pelo fabricante, e das amostras a serem testadas foram adicionados
aos seus respectivos pocos. As misturas foram incubadas por 90 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apos a incubagdo, as esferas de captura foram lavadas por
duas vezes com 150 pL da solugdo tampao (PBS) e centrifugadas a 200g, por 5 minutos.
Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado. As esferas de captura foram entdo
incubadas por 90 minutos, ao abrigo da luz, com um coquetel de anticorpos monoclonais
contra antigenos humanos marcadas com PE (Human Inflammation PE Detection
Reagent). Apds a incubagdo, as esferas foram novamente lavadas, o sobrenadante
descartado, ¢ 200 uL de solucdo tampao adicionados para ressuspensao das esferas e
posterior aquisicdo das amostras no citometro de fluxo. Foi utilizado o software
FACSComp Software ¢ o Calibrate Beads da BD com o objetivo de ajustar o
equipamento. Para cada amostra processada foram adquiridos 1800 eventos dentro de
regido pré-estabelecida (300 eventos por parametro testado). O céalculo dos niveis de

citocinas foi realizado com a utilizagdo do software FCAP Array (BDPharmingen).
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4.7.2 ELISA

A quantifica¢do dos niveis séricos de IFN-y foi feita com a utilizacao de kit de
ELISA comercial, de acordo com instru¢des do fabricante (eBioscience). As placas
foram incubadas por aproximadamente doze horas com anticorpo de captura em
temperatura ambiente e subsequentemente lavadas por trés vezes com tampdo de
lavagem (PBS 0,05% Tween 20). Apos lavagem as placas foram incubadas por uma hora
com o tampao de bloqueio (PBS 1% BSA). Apos incubagdo foram realizadas novas
lavagens com tampao de lavagem e foram as amostras e os padrdes foram adicionados
nos devidos pocos. Seguiu-se incubacdo por duas horas e posterior lavagem. Foi
adicionado o anticorpo de deteccao e realizada uma incubagdo por duas horas e outra
lavagem apds incubagdo. A solug¢do de estreptoavidina-HRP foi adicionada, seguindo
incubacdo por 15 minutos, adicdo da solugdo de parada (2N H,SO,) e a leitura realizada

a 450 nm em leitor de ELISA.

4.8 Avaliacao da capacidade proliferativa

A capacidade proliferativa foi avaliada pela detec¢do de Ki67com a utilizacdo de
anticorpo monoclonal contra esta molécula conjugado com o fluoréforo PercpCy5.5. O
Ki67 é marcador de ciclo celular encontrado durante a intérfase. A avaliacdo foi feita nas
mesmas PBMC congeladas utilizadas no painel desenvolvido para a avaliacdo da

expressao dos receptores inibidores.
4.9 Analise estatistica

Para a avaliagdo da normalidade dos dados foi utilizado o teste de D’Agostino e
Pearson. Para comparacao dos pacientes infectados e apos o tratamento foi utilizado o
teste de Wilcoxon. Para as correlagdes entre os dados foi utilizado teste de Spearman. Os
valores de p< 0,05 foram considerados como significativos. O software GraphPadPrism

5 foi utilizado para analise dos dados.
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4.10 Avaliacdo por comités de ética

Os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da Fundagdo Oswaldo

Cruz (Carta de aprovagdo numero 24/2011-CEP/CPqRR/FIOCRUZ/MS)(Anexo 2).
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5 Resultados
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Resultados

5.1 Caracterizagao da populagao de estudo

Nesse trabalho, quatorze pacientes da area endémica de Porto Velho, que
apresentaram gota espessa positiva e se enquadravam nos critérios de inclusdo foram
recrutados ap6s serem examinados por médicos do CEPEM. Foram coletados 100 mL de
sangue periférico dos pacientes para realizacdo da separacdo do PBMC e para a
realizacdo das dosagens bioquimicas ¢ hemograma. Os pacientes apresentavam em
média idade de 41 anos, no momento da coleta, sendo a maioria do sexo masculino. Os
niveis de TGO e os nimeros de plaquetas encontram-se alterados nos pacientes
infectados com P. vivax em comparagdo com os mesmos pacientes avaliados apos a cura
(AC). Os valores de TGO considerados dentro da normalidade variam de 11 a 39 U/L e
os valores de plaquetas variam de 150.000 a 400.000 por mm’. Devido & problemas do
laboratdrio responsavel pelas analises, alguns niveis de TGO nao foram obtidos. Em

vermelho estdo representados valores fora dos limites considerados normais (Quadro 2).

Quadro 2: Caracterizagao clinica dos pacientes infectados ¢ apds cura

Real-
time(molécul
Paciente | Género |ldade| TGO (U/L) | Plaqueta (mm>) Semi-nested as de DNA) Microscopia
P.

P.vivax |AC | P.vivax| AC P. vivax AC P. vivax | AC | vivax AC

1 Masculino | 34 11 16 | 151000 | 249000 | P. vivax - /] -
2 Masculino | 44 47 13 189000 | P. vivax - 69,9 0o | /7 -
3 Masculino| 38 85 14 | 52.000 |238000 | P. vivax - 1598 | 0 | /7/ -
4 Masculino | 45 64 23 | 65.000 | 195000 | P. vivax - 21,9 0o | /7 -
5 Masculino | 37 172 | 25| 30.000 | 94000 | P. vivax - 22 0 /[ -
6 Masculino | 36 38 26 | 179000 201000 | P. vivax - 6 0 | /7 -
7 Masculino | 41 31 29 [ 112000 | 121000 | P. vivax - 192 0o | /7 -
8 Feminino | 41 12 20 | 120000 | 171000 | P. vivax - 61 0 /] -
9 Masculino | 28 39 40 | 41000 | 177000 | P. vivax - 183,7 | 0 | /7 -
10 [Masculino| 46 22 24 | 44000 |101000 | P. vivax - 66,9 0 /[ -
11 Masculino| 39 20 23 [220.000 | 161000 | P. vivax - 5736 | O | /7 -
12 Masculino | 26 28 23 [ 119000 [201000 | P. vivax - 6629 10,05| /7 -
13 Feminino | 62 27 13 | 155000 |255000 | P. vivax - 1933,15| 0 | /™ -
14 |Masculino| 52 23 | 53000 |[176000 | P. vivax - 6218 | 0 | /7/ -
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5.2 Influéncia da malaria no compartimento linfocitario

Durante a doenga a principal célula do sangue que ¢ afetada sdo os eritrocitos. A
infecgdo de reticuldcitos pelo parasito e a resposta inflamatéria desencadeada pela
infeccdo podem ocasionar a destrui¢ao das hemaécias, a ponto de levar o paciente a um
quadro de anemia. Dentre os leucdcitos, os linfocitos sdo um dos subtipos celulares
afetados pela infecgdo pelo Plasmodium vivax. Os pacientes infectados pelo Plasmodium
vivax apresentam diminuigdo do nimero absoluto dos linfocitos em relagdo aos mesmos
pacientes apdés o tratamento com drogas antimalaricas. E importante ressaltar que
pacientes saudaveis apresentam o mesmo numero de linfocitos quando comparados aos
pacientes apos a cura da doenga. (Figura 5). Os valores 1000 a 3500 linfocitos por

mm°sao considerados normais.
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Figura 5: Pacientes infectados pelo P. vivax apresentam diminui¢cdo do numero
absoluto de linfocitos. O ntimero absoluto de linfécitos foi avaliado em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax, antes (@) e apos a cura (O). As linhas representam
as medianas de cada grupo. Andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de
Wilcoxon. ** 0,01<p<0,05.
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5.3 Avaliacéo dos niveis de citocinas em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax

Para avaliagdo das citocinas foi utilizada a técnica de CBA, que apresenta limites
de deteccdo diferentes para cada citocina. IL-6, IL-10 e TNF-o apresentam
respectivamente um limite de deteccdo de 2,4 pg/mL, 4,5 pg/mL e 3,8 pg/mL. Ja foi
descrito na literatura que a infecgdo pelo P. vivax causa um aumento importante nos
niveis de citocinas pro-inflamatorias (28). Altos niveis de IL-6 e IL-10 foram
encontrados no plasma dos pacientes infectados em relagdo aos mesmos pacientes apos o
tratamento. Nao foi encontrada diferenca significante nos niveis de TNF-a entre os

pacientes na fase aguda da malaria e apos cura da doenga.
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Figura 6: Pacientes infectados pelo P. vivax apresentam niveis aumentos de IL-6 e
IL-10 circulantes. (a) Niveis de IL-6, (b) IL-10 ¢ (¢) TNF-a foram avaliados por CBA
em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax, antes (@) e apods a cura (O). As linhas
representam as medianas de cada grupo. Andlise estatistica foi realizada utilizando o
teste de Wilcoxon. *** p-valor < 0,01.
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5.4 Padronizacao do painel

Uma padroniza¢do minuciosa foi realizada para minimizar a interferéncia entre
os fluoroforos utilizados num mesmo painel para a avaliagdo de antigenos expressos
pelas populagdes celulares de interesse. Apds a titulacdo dos anticorpos, varias
combinagdes de fluorocromos foram realizadas, adicionando-se anticorpo por anticorpo.
Como mostrado na figura 7, o primeiro reagente adicionado para as marcagdes, foi o
corante de viabilidade celular utilizado para a exclusdo de células mortas em fungao da
infeccdo e do estresse térmico. O segundo passo consistiu na adi¢do de anticorpo
marcador de linfocitos T, CD3, conjugado com o fluor6foro QD655. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo anti-CD4. Em outra marcagdo, além dos reagentes anteriores foi
adicionado o anticorpo anti-CD8, sendo possivel assim a identificacio das
subpopulagdes de linfocitos T CD4 e CDS8 vidveis. Em sequéncia, cada anticorpo
utilizado para a avaliacdo de marcadores de ativacdo, moléculas reguladoras foram
avaliadas nas subpopulagdes de células T CD4 e CDS8 foram adicionados passo a passo.
As figuras 7 e 8 representam respectivamente as subpopulagdes de linfocitos T CD4 e
CD8 expressando as moléculas de interesse. Cada linha dessas figuras representam a

combinacdo dos anticorpos adicionados em um Unico pogo.
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Figura 7: Construgdo progressiva de painel multicolor em células T CD4. Para
determinar uma possivel interferéncia de algum fluor6foro no painel multicolor, uma
série de amostras foram marcadas com diferentes anticorpos para determinar o painel. A
primeira amostra contém o marcador de morte celular e em cada amostra subseqliente
foi adicionado outro anticorpo. Cada linha representa um poco e¢ a adicdo de cada
anticorpo como indicado ao lado das linhas. Para cada dot plot foi criada a correta
estratégia de gate para analise. Isto permite avaliar possiveis interferéncias causadas por
outros anticorpos.
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Figura 8: Construcdo progressiva de painel multicolor em células T CD8. Para
determinar uma possivel interferéncia de algum fluor6éforo no painel multicolor, uma
série de amostras foram marcadas com diferentes anticorpos para determinar o painel. A
primeira amostra contém o marcador de morte celular e em cada amostra subseqiiente
foi adicionado outro anticorpo. Cada linha representa um pogo ¢ a adicao de cada
anticorpo como indicado ao lado das linhas. Para cada dot plot foi criada a correta
estratégia de gate para analise. Isto permite avaliar possiveis interferéncias causadas por
outros anticorpos.

52




Além da avaliacdo da expressio de cada marcador individualmente, varias
combinagdes foram analisadas em cada subpopulagcao de células T CD4 (Figura 9) e T
CD8 (Figura 10). Para certificarmos a auséncia da influencia da adi¢do de um novo
anticorpo/fluoréfuro na avaliagdo das populagdes expressando os outros marcadores de
interesse, foram avaliadas populagdes duplo positivas (Figura 9 e Figura 10).

Cada coluna das Figuras 9 e 10 representam um pogo de placa de marcacao. Nas
diferentes colunas foram adicionados anticorpos gradativamente da esquerda para a
direita. Cada dot plot representa a combinagdo da marcagdo de dois fluorocromos e a
possivel interferéncia na marcagdo pela adi¢do de um outro anticorpo. O anticorpo

adicionado estd sempre representado acima da coluna.
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Figura 9: Construcdo progressiva de painel multicolor em populacbes T CD4
duplo-positivas. Avaliagdo da influéncia de acordo com a adi¢do dos anticorpos nas
populacdes duplo-positivas. Para determinar uma possivel interferéncia de algum
fluoroforo no painel multicolor, uma série de amostras foram marcadas com diferentes
anticorpos para determinar o painel. A primeira amostra contém o marcador de morte
celular e em cada amostra subseqiiente foi adicionado outro anticorpo. Cada linha
representa um poco ¢ a adi¢do de cada anticorpo como indicado acima das colunas. Para
cada dot plot foi criada a correta estratégia de gate para analise. Isto permite avaliar
possiveis interferéncias causadas por outros anticorpos.
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Figura 10: Construcdo progressiva de painel multicolor em populacbes T CD8
duplo-positivas. Avaliagdo da influéncia de acordo com a adi¢do dos anticorpos nas
populacdes duplo-positivas. Para determinar uma possivel interferéncia de algum
fluoréforo no painel multicolor, uma série de amostras foram marcadas com diferentes
anticorpos para determinar o painel. A primeira amostra contém o marcador de morte
celular e em cada amostra subseqiiente foi adicionado outro anticorpo. Cada linha
representa um pogo ¢ a adi¢do de cada anticorpo como indicado acima das colunas. Para
cada dot plot foi criada a correta estratégia de gate para analise. Isto permite avaliar
possiveis interferéncias causadas por outros anticorpos.
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5.5 Estratégias de gate adotada para caracterizacao das populactes

A fim de caracterizar as populacdes de interesse foram realizados gates
utilizando todas as combinagdes possiveis de fluordéforos para exclusido de debris
celulares (Figura 11a-e), exclusdo de células mortas (Figura 11f), sele¢do de linfocitos T
viaveis (Figura 11g), e exclusdo de grumos celulares (Figura 11h). Finalmente, a
aquisi¢ao foi visualizada em fun¢do do tempo para que possiveis bolhas de ar presentes
durante a aquisicao da amostra fossem excluidas da analise (Figura 111). Apos a criacao
de todos os gates foi realizada uma ferramenta do programa de analise que consiste na
intersecdo de todos os gates citados acima a fim de se obter um conjunto de células
livres de qualquer interferéncias. Esta ferramenta é denominada boolean (Figura 11j).
Foi definida uma matrix de compensagdo através do uso de beads de compensagio
utilizando uma bead ndo marcada e beads marcadas com todos fluordforos
individualmente. A matriz de compensacao ¢ feita para impedir que haja interferéncia
entre os diferentes fluor6foros utilizados no painel de anticorpos, desse modo € possivel
minimizar manualmente a influéncia entre todos os fluoréforos dos anticorpos. Em
conjunto da compensagdo manual foram realizadas transformagdes bioexponenciais
necessaria para que os eventos se afastem dos eixos X e Y, e para a confirmagdo de que

a compensacao foi realizada de maneira correta. O programa utilizado para analise foi o
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Figura 11: Estratégia de combinacdo de gates para selecdo de populagdes a serem
analisadas. Gates realizados utilizando as combinagdes de fluoroforos (a-e), células
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viaveis (f), linfocitos T (g), singlets (h), aquisicdo em fung¢do do tempo (i) e resultado da
intersecao dos gates acima (j).

5.6 Caracterizacdo fenotipica de células T

Ap6s identificagdo das populagdes das células T CD4 e CDS8, como descrito
acima, foram avaliadas as moléculas reguladoras expressos por células T. Os niveis de
expressdao de ICOS por células de pacientes infectados pelo P. vivax e dos mesmos apos
tratamento com antimalaricos foram avaliados. Foi observado um aumento da frequéncia
tanto de células T CD4'ICOS" (Figura 12a, c) quanto de células T CD8'ICOS" (Figura
12b, d) durante a maldria aguda em comparagdo com os mesmos pacientes apos a cura

da doenca (Figura 12).
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Figura 12: Expressdo de ICOS é induzida em células T CD4 e CD8 de pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias
de linfécitos T CD4 (a) e CD8 (b) expressando ICOS de pacientes infectados pelo P.
vivax antes (painéis a esquerda) e apos o tratamento (painéis a direita). As frequéncias de
linfoécitos T CD4 (¢) e CD8 (d) expressando ICOS foram avaliadas em paciente
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infectados pelo P. vivax antes (@) e apds o tratamento (O). As linhas representam as
medianas de cada grupo. *** p< 0,01, pelo teste de Wilcoxon.

Os niveis de expressao de CTLA-4 por células T CD4 (Figura 11a) e células T
CD8 (Figura 11b) encontram-se aumentados nos pacientes infectados pelo P. vivax

quando comparado aos mesmos pacientes apos tratamento com antimaldricos.
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Figura 13: Expressdo de CTLA-4 por células T CD4 e CD8 é induzida em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias
de linfocitos T CD4 (a) e CD8 (b) expressando CTLA-4 de pacientes infectados pelo P.
vivax antes (painéis a esquerda) ¢ apos o tratamento (painéis a direita). As frequéncias de
linfocitos T CD4 (c) e CD8 (d) expressando CTLA-4 foram avaliadas em paciente
infectados pelo P. vivax antes (@) e apos a cura (O). As linhas representam as medianas
de cada grupo. *** p< 0,01, pelo teste de Wilcoxon.

Os niveis de expressdo de PD-1 em células T CD4 e células T CD8 de pacientes
infectados pelo P. vivax e dos mesmos apos tratamento com antimalaricos foram

avaliados (Figura 12). Foi observado um aumento da frequéncia de células T CD4 PD-
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1" (Figura 14a) e células T CD8'PD-1" (Figura 14b) nos pacientes infectados em relagao

aos mesmos pacientes apods a cura da doenca.
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Figura 14: Expressdo de PD-1 por células T CD4 e CD8 é induzida em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias
de linfocitos T CD4 (a) e CD8 (b) expressando PD-1 de pacientes infectados pelo P.
vivax antes (painéis a esquerda) e apos o tratamento (painéis a direita). As frequéncias de
linfocitos T CD4 (c) e CD8 (d) expressando PD-1 foram avaliadas em paciente
infectados pelo P. vivax antes (@) ¢ ap6s a cura (O). As linhas representam as medianas
de cada grupo. ** 0,01<p<0,05, *** p<0,01, pelo teste de Wilcoxon.

Os niveis de expressdo de TIM-3 em células T CD4 e células T CD8 de pacientes
infectados pelo P. vivax e dos mesmos apos tratamento com antimalaricos foram
avaliados (Figura 15). Foi observado um aumento da frequéncia de células T CD4 TIM-
3" (Figura 15a) e células T CDS'TIM-3" (Figura 15b) nos pacientes infectados em

relacdo aos mesmos pacientes apds a cura da doenca.
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Figura 15: Expressdo de TIM-3 por células T CD4 e CD8 € induzida em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias
de linfocitos T CD4 (a) e CD8 (b) expressando TIM-3 de pacientes infectados pelo P.
vivax antes (painéis a esquerda) e apos o tratamento (painéis a direita). As frequéncias de
linfocitos T CD4 (c) e CDS8 (d) expressando TIM-3 foram avaliadas em paciente
infectados pelo P. vivax antes (@) e apés a cura (O). As linhas representam as medianas
de cada grupo. ** 0,01<p<0,05, *** p<0,01, pelo teste de Wilcoxon.

Além do aumento dos receptores inibidores descritos acima, a infec¢do pelo P.
vivax induziu um aumento da frequéncia de células T CD4 e CDS8 expressando LAG-3
(Figura 16). Apos o tratamento, as frequéncias de células expressando LAG-3

retornaram aos niveis basais (Figura 16a, b).
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Figura 16: Expressdo de LAG-3 por células T CD8 é induzida pela infeccédo pelo
Plasmodium vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias de linfocitos T
CD4 (a) e CD8 (b) expressando LAG-3 de pacientes infectados pelo P. vivax antes
(painéis a esquerda) e apos o tratamento (painéis a direita). As frequéncias de linfécitos
T CD4 (c) e CDS8 (d) expressando LAG-3 foram avaliadas em paciente infectados pelo
P. vivax antes (@) e ap6s tratamento (O). As linhas representam as medianas de cada
grupo. * p<0,05, pelo teste de Wilcoxon.

Outra molécula avaliada durante a caracterizagdo fenotipica foi o Ki67. Ki67 foi
utilizado como um marcador de proliferagao celular das células T CD4 e CDS. Os niveis
de expressdo de Ki67 em células T CD4 e células T CDS8 foram induzidos pela infec¢ao
pelo P. vivax (Figura 17). Foi observado um aumento da frequéncia de células T
CD4'LAG-3" (Figura 17a) e células T CDS'LAG-3" (Figura 17b) nos pacientes

infectados em relagdo aos mesmos pacientes apos a cura da doenga.
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Figura 17: Expressao de Ki67 é induzida em pacientes infectados pelo Plasmodium
vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias de linfocitos T CD4 (a) e CD8
(b) expressando Ki67 de pacientes infectados pelo P. vivax antes (painéis a esquerda) e
apods o tratamento (painéis a direita). As frequéncias de linfocitos T CD4 (c) e CDS (d)
expressando Ki67 foram avaliadas em paciente infectados pelo P. vivax antes (@) e apos
a cura (O). As linhas representam as medianas de cada grupo. ** 0,01<p<0,05, ***
p<0,01, pelo teste de Wilcoxon.

5.7 Co-expressdo dos marcadores avaliados

Apos caracterizacdo individual da expressdo dos marcadores de interesse, como
demonstrado no item acima, foi avaliada a co-expressao destas moléculasnas populagdes
de linfocitos T CD4 e CDS. Todas as possiveis combinagdes entre a expressao de
moléculas co-estimulatorias, receptores inibidores e do Ki67 foram avaliadas.

A primeira combinag¢do utilizada foi a expressdo de CTLA-4 em células T CD4 e
CDS8 associada a todos os outros marcadores (Figura 18). Como pode ser observado,
houve um aumento na frequéncia de cé€lulas T CD4 (Figura 18a, ¢) e T CDS8 (Figura 18d,
f) co-expressando CTLA-4 e ICOS, Ki67, LAG-3, PD-1, TIM-3 (painéis e graficos
representados da direita para a esquerda) em pacientes infectados pelo P. vivax em

comparagdo com 0s mesmos pacientes quanto avaliados depois da cura (Figura 18b, e).
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Como pode ser observado na Figura 7, a infecgdo pelo P. vivax também leva ao
aumento da frequéncia de células T CD4 (Figura 19a, ¢) e T CDS8 (Figura 19d, f) co-
expressando PD-1 e ICOS, Ki67, LAG-3, TIM-3 (painéis e graficos representados da
direita para a esquerda) quando comparado com os mesmos pacientes avaliados depois
da cura (Figura 19b, e).

Adicionalmente, a expressao de TIM-3 em células T CD4 ¢ CD8 também foi
avaliada em associagdo aos demais marcadores (Figura 20). A infecgdo pelo P. vivax
leva ao aumento da frequéncia de células T CD4 (Figura 20a, c) e T CDS8 (Figura 20d, f)
co-expressando TIM-3 e ICOS, Ki67, LAG-3, (painéis e graficos representados da
direita para a esquerda) quando comparado com os mesmos pacientes quanto avaliados
depois da cura (Figura 20b, e).

Pacientes na fase aguda da maléria apresentam aumento na expressdo de LAG-3
em células T CD4 (Figura 21a, ¢) e T CD8 (Figura 21d, f) em associacdo com a
molécula co-estimulatéria ICOS e o marcador de proliferagdo Ki67 (painéis e graficos
representados da direita para a esquerda) quando comparado com 0s mesmos pacientes
quanto avaliados depois da cura (Figura 21b, e).

Por fim, também foi observado o aumento da co-expressdo de ICOS e Ki67 em
células T CD4 (Figura 22a, c) e T CDS8 (Figura 22d, f) em pacientes infectados pelo P.
vivax em comparagdo com os mesmos pacientes quanto avaliados depois da cura (Figura
22b, e).

Assim, durante a infec¢do aguda pelo P. vivax, podemos observar ndo somente o
aumento da expressdo de cada marcador de interesse neste estudo, mas também o
aumento da frequéncia de células T CD4 e T CDS8 co-expressao a combinagdo de cada

duas moléculas avaliadas.
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Figura 18: A infeccdo pelo P. vivax induz a co-expressdo de moléculas reguladoras
em células T CD4 e CD8. Dot plots representativos mostram a co-expressdo de CTLA-
4 em células T CD4 (a, b) e células T CD8 (d, f) de pacientes infectados pelo P. vivax (a,
d) e dos mesmos pacientes apos a cura da doenga (b, f), com os outros marcadores
avaliados. Porcentagens de células T CD4 (c¢) e CDS8 (f) co-expressando CTLA-4e os
outros marcadores avaliados durante a infec¢do (@) e apds o tratamento (O). As linhas
representam as medianas de cada grupo. **0,05<p<0,01; *** p < 0,01, pelo teste de
Wilcoxon.
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Figura 19: A infeccao pelo P. vivax induz a co-expressdao de moléculas reguladoras
em células T CD4 e CD8. Dot plots representativos mostram a co-expressido de PD-1
em células T CD4 (a, b) e células T CDS (d, f) de pacientes infectados pelo P. vivax (a,
d) e dos mesmos pacientes ap6s a cura da doenga (b, f), com os outros marcadores
avaliados. Porcentagens de células T CD4 (c) e CD8 (f) co-expressando PD-1e os outros
marcadores avaliados durante a infeccdo (@) ¢ apds o tratamento (O). As linhas
representam as medianas de cada grupo. * p<0,05; **0,05<p<0,01; *** p < 0,01, pelo
teste de Wilcoxon.
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Figura 20: A infeccéo pelo P. vivax induz a co-expressdo de moléculas reguladoras
em células T CD4 e CD8. Dot plots representativos mostram a co-expressio de TIM-3,
em células T CD4 (a, b) e células T CDS8 (d, ) de pacientes infectados pelo P. vivax (a,
d) e dos mesmos pacientes ap6s a cura da doenga (b, f), com os outros marcadores
avaliados. Porcentagens de células T CD4 (c) e CD8 (f) co-expressando TIM-3e os
outros marcadores avaliados durante a infecgdo (@) e apds o tratamento (O). As linhas
representam as medianas de cada grupo. *** p < 0,01, pelo teste de Wilcoxon.
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Figura 21: A infeccéo pelo P. vivax induz a co-expressdo de moléculas reguladoras.
Dot plots representativos mostrando a co-expressao de LAG-3, em células T CD4 (a, b)
e células T CD8 (d, f) de pacientes infectados pelo P. vivax (a, d) e dos mesmos
pacientes ap6s a cura da doenga (b, f), com os outros marcadores avaliados.
Porcentagens de células T CD4 (c) e CD8 (f) co-expressando LAG-3e os outros
marcadores avaliados durante a infeccdo (@) e apds o tratamento (O).As linhas
representam as medianas de cada grupo. **0,05<p<0,01; *** p < 0,01, pelo teste de
Wilcoxon.
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Figura 22: A infeccdo pelo P. vivax induz a co-expressdo de moléculas reguladoras
em células T CD4 e CD8. Dot plots representativos mostram a co-expressao de Ki67,
em células T CD4 (a, b) e células T CDS (d, f) de pacientes infectados pelo P. vivax (a,
d) e dos mesmos pacientes apos a cura da doenga (b, f), com os outros marcadores
avaliados. Porcentagens de células T CD4 (c) e CDS (f) co-expressando Ki67¢e os outros
marcadores avaliados durante a infeccdo (@) e apoés o tratamento (O). As linhas
representam as medianas de cada grupo. *** p < 0,01, pelo teste de Wilcoxon.
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5.8 Co-expressao exclusiva dos marcadores avaliados

Com a finalidade de avaliarmos simultaneamente a co-expressao dos marcadores
nas subpopulagdes de linfocitos T CD4 e CD8 foi utilizada uma ferramenta do FlowJo
9.4.1.denominada boolean gate. Esta ferramenta nos permite avaliar todas as possiveis
combinagdes dos marcadores de interesse. A primeira analise mostrada ¢ a co-expressao
de todos os marcadores abordados no estudo. A Figura 23 mostra a frequéncia de células
T CD4 (a) e CD8 (d) expressando CTLA-4, ICOS, Ki67, LAG-3, PD-1, TIM-3,
representada por C++K+L+P+T+. Em fungdo da infeccdo pelo P. vivax houve um
aumento significativo das populacdes de CD4 e CD8 que co-expressam todos os
marcadores quando comparado aos mesmos pacientes apos cura da doenca.

Outras duas combinagdes sao mostradas na figura 23. A segunda combinagao
mostra a co-expressdo de células T CD4 (b) e CD8 (e) que expressam CTLA-4, PD-1,
TIM-3 e LAG-3, todos bem caracterizados na literatura como receptores inibidores, mas
que ndo expressam Ki67 e ICOS, relacionados respectivamente com proliferagdo e
estimulacdo celular. Interessante observar que as proporcdes de células T CD4 e T CD8
C+I-K-L+P+T+também estdo aumentadas em pacientes infectados pelo P. vivax quando
comparado com pacientes apds a cura. No entanto, as frequéncias de células expressando
exclusivamente os receptores inibidores parecem bem menores do que as proporcdes das
células expressando simultaneamente todos os marcadores avaliados no estudo. A
terceira combinacao mostra a expressao exclusiva dos marcadores de proliferagao e co-
estimulag@o (C-1+K+L-P-T-). Da mesma maneira, os pacientes infectados pelo P. vivax
apresentam uma frequéncia maior de células T CD4 (c) e T CDS8 (f) co-expressando
estes marcadores, na auséncia dos receptores inibidores do que os pacientes recrutados

apos a cura da maléria.
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Figura 23: Aumento da co-expressdo de receptores em pacientes infectados pelo
Plasmodium vivax. Populagdes de linfocitos T CD4 (a, b, ¢) e CD8 (c, d, e) co-
expressando CTLA-4, ICOS, Ki67, LAG-3, PD-1 ¢ TIM-3 (CTK'L'P'T") (a, d),
Combinagdes apenas com os receptores inibidores C'TK'L'P'T" (b, e). Por fim as
combina¢des de CTK'LPT (c, f). Os circulos escuros representam os pacientes
infectados pelo P. vivax e os circulos abertos representam os pacientes apos cura da
doenca. As linhas representam as medianas de cada grupo. * p<0,05; **0,05<p<0,01;
**% p <0,01, pelo teste de Wilcoxon.

Além disso, foi avaliada a porcentagem de células expressando todos os
marcadores, cinco, quatro, trés, dois, apenas um marcador ou nenhum marcador. Foram
avaliadas todas as possiveis combinacdes dentro destas populagdes, com a utilizagdo de
uma ferramenta do FlowJo 9.4.1.

Como pode ser observado, pacientes infectados com o P. vivax possuem células
T CD4 que expressam seis, cinco € quatro marcadores de ativagcdo (Figura 24a).Estas
populagdes deixam de existir nos mesmos pacientes apos a cura (Figura 24b). Tanto
pacientes na fase aguda quando apos a cura apresentam células T CD4 expressando trés,
dois ou apenas um marcador (Figura 24a). No entanto, com a cura da infeccao, estas
porcentagens diminuem (Figura 24b).

Ja entre os linfocitos T CDS8, ndo foi observado a presenga de células
expressando seis ou cinco marcadores. Na presenca do parasito, as células T CD8 podem
expressar quatro, trés, dois ou um marcador (Figura 24c), sendo que as propor¢des

diminuem na auséncia do parasito no hospedeiro (Figura 24d).
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Figura 24: Aumento de populagbes que co-expressam receptores em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax. Frequéncias de células T CD4(a) e T CD8 (c) de
pacientes infectados pelo P. vivax e apés a cura da doenga (b ¢ d, respectivamente). As
pizzas representam as propor¢des das populagdes de células T CD4 e CD8 expressando
6, 5,4, 3, 2, 1 ou nenhum marcador, representados em cores diferentes e distribuidas no
sentido horario.

5.9 Avaliacédo das correlacdes
5.9.1 Correlacéo entre marcadores

Analises de correlacao foram realizadas com a finalidade de demonstrar relagdes
entre a expressdo dos marcadores avaliados. Para isso, utilizando-se o teste de
Spearman, foram correlacionadas as frequéncias de células T CD4 (Quadro 3) e CD8
(Quadro 4) expressando cada um dos marcadores de ativagdo avaliados. Apos a cura
com drogas antimalaricas ndo houveram correlagdes significativas e portanto os dados
nao foram mostrados.

As andlises de correlacdo realizadas neste estudo mostram que quanto maior as

frequéncias de células T CD4 expressando TIM-3, maiores as frequéncias de células T

71



CD4 expressando CTLA-4 (p= 0,7714), ICOS (p= 0,6571) e Ki67 (p= 0,7714).
Adicionalmente, observamos correlagdes positivas entre as frequéncias de células T
CD4 expressando CTLA-4 e as frequéncias de células T expressando ICOS (p= 0,8637)
e Ki67 (p=0,9473). Por fim, quando maior as propor¢des de células T CD4 expressando
ICOS, maior a capacidade proliferativa destas células, indicada pelo Ki67 (p= 0,9473).

Os valores em vermelho representam significancia estatistica (Quadro 3).

Quadro 3: Correlagdes entre expressdo de marcadores de ativagdo pelas populagdes de
células T CD4 em pacientes infectados pelo P. vivax

CD4 TIM-3  |PD-1 lctLa-4  Juag-3  [icos [ki67
TIM-3

PD-1 0,03297

CTLA-4 0,7714 | 0,1736

LAG-3 -0,3894 | 0,1848 | -0,143

ICOS 0,6571 | 0,4198 | 0,8637 [ -03102 | —~—_

Ki67 0,7714 | 0,2923 | 09473 | -0,286 0,9473 \

Por outro lado, quando avaliamos as relagdes entre os marcadores de interesse
expressos em linfocitos T CDS, observamos correlagdes negativas entre as proporgdes
de células expressando LAG-3 e PD-1 (p=-0,6352) ou LAG-3 e ICOS (p=-0,7187). Os

valores em vermelho representam significancia estatistica (Quadro 4).

Quadro 4: Correlagoes entre expressao de marcadores de ativagdo pelas populacdes de
células T CD8 em pacientes infectados pelo P. vivax

CD8 TIM-3  [pD-1 lcTiA-4  [LAG-3  icos [ki67
TIM-3
PD-1 0,367

CTLA-4 | 02264 | 0,0022
LAG-3 0,0989 | -0,6352 | -0,0901
ICOS 0,178 | 04418 | 02747 [ -0.7187 | ~~_
Ki67 0,4813 | 0,05055 | 0,4286 | -0,1121 [ 10,4374
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5.9.2 Correlacdo entre dados laboratoriais laboratoriais

Na maldria ¢ bem caracteristica a diminuicdo no numero de plaquetas e
alteragdes de enzimas indicadores de dano hepatico, e.g., TGO. Os niveis de plaquetas e
TGO variam em funcdo da gravidade da doenga. Os nossos dados mostram que quanto
maior os niveis de TGO menor o nimero de plaquetas em um mesmo paciente (Figura

25).

200000
®
— a . .
g0 p=-0,6014
= 3 P-valor= 0,0386
§1 _
T 50000{ ¢ 4
D__. T H T T ' 1
0 50 100 150 200
TGO (UIL)

Figura 25: Correlacdo negativa entre plaquetas (mm® e TGO (U/L) de pacientes
infectados pelo P. vivax. Os niveis de TGO (U/L), representados no eixo X, ¢ numeros
de plaquetas (mm”), representados no eixo Y de pacientes infectados pelo P. vivax. O
grafico mostra reta representativa da regressao linear.

5.9.3 Correlacéo entre dados laboratoriais e marcadores imunolégicos

A fim de demonstrar que os marcadores avaliados apresentavam importancia
clinica na doenca foram realizadas correlagdes entre as frequéncias de células T
expressando os marcadores de interesse e os dados clinicos dos pacientes infectados pelo
P. vivax.

Foi observado na Figura 26 que a inducao da expressado de TIM-3 em células T
CD4 (p= 0,7473) e ICOS em células T CD8 (p= 0,5714) correlacionam com aumento

dos niveis circulantes de TGO.
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Figura 26: Niveis de TGO correlacionam com expressdo de marcadores
imunoldgicos em pacientes infectados pelo P. vivax. Proporgdes de células T CD4
expressando TIM-3 (a) e células T CD8 expressando ICOS (b), representadas no eixo X,
e niveis de TGO(U/L), representados no eixo Y, de pacientes infectados pelo P. vivax.
O grafico mostra reta representativa da regressao linear.

Além disso, em pacientes infectados pelo P. vivax, foram observadas fortes
correlagdes entre a diminui¢ao do nimero de plaquetas € o aumento das populagdes de
células T CD4 e T CD8 expressando os receptores inibidores TIM3 (p= -0,7253, p= -
0,6648, respectivamente) (a, €) e CTLA4 (p=-0,6099, p=-0,5934, respectivamente) (b,
f). Quanto menos o numero de plaquetas, maior ¢ a propor¢ao de célula expressando os
marcadores de ativagao Ki67 (p=-0,6099) (c) e ICOS (p=-0,5989) (d). A expressao de
Ki67 também correlaciana-se negativamente com o numero de plaquetas nos individuos

infectados pelo P. vivax(p=-0,5659) (g) (Figura 27).
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Figura 27: Numero de plaquetas correlacionam com a expressdo de marcadores
imunoldgicos por células T em pacientes infectados pelo P. vivax. Propor¢oes de
células T CD4 expressando TIM-3 (a), CTLA-4 (b), Ki67 (c) e ICOS (d) e de células T
CDS8 expressando TIM-3 (e), CTLA-4 (f), Ki67 (g), representadas no eixo X, e nimero
de plaquetas (mm®), representados no eixo Y, de pacientes infectados pelo P. vivax. O
grafico mostra reta representativa da regressao linear.
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Discussdo

Apesar da diminuigdo do numero de casos da malaria falciparum no Brasil, ainda
hoje ela apresenta numeros alarmantes em nosso pais. Mas a principal malaria
encontrada no Brasil ¢ a causada pelo P. vivax, cerca de 90% (4). Foi sugerida a
classificagdo da incidéncia parasitaria anual (IPA) embaixo, médio ou alto risco de
acordo com os seguintes critérios: baixo risco: IPA = 0 a 9.9, médio risco: IPA =10 a
49.9 e alto risco: IPA = 50 ou mais. A IPA expressa o nimero de exames positivos de
maldria, por mil habitantes, em um determinado local e periodo, e estima o risco de se
adoecer por malaria. Em Porto Velho, local de estudo do nosso trabalho, no ano de 2011,
o IPA foi de 44,22, considerado de médio risco pelo Ministério da Satude (4).

Dos quatorze pacientes incluidos neste estudo, doze sdo do sexo masculino. A
maior incidéncia de homens infectados pelo P. vivax se deve provavelmente aos habitos
de trabalho da populagdo, que tornam os homens mais susceptiveis as picadas dos
anofelinos. Diante da infeccdo aguda pelo P. vivax, foram observadas importantes
alteragdes nos niveis de TGO e numeros de plaquetas. Os pacientes com malaria
apresentam um aumento significativo nos niveis de TGO em rela¢do aos mesmos apos a
cura da doenga. O aumento dos niveis de TGO circulantes podem ocorrer em funcdo de
dano hepatico causado pela Plasmodium vivax, ou pela inflamag¢do induzida pelo
parasito. A plaquetopenia, embora sua etiologia ainda nao seja confirmada, também ¢
uma caracteristica de pacientes infectados com P. vivax. Sugere-se que ela ocorra devido
ao aumento do sequestro esplénico, ou ainda da possivel presenca do parasito em células
da linhagem vermelha na medula, levando a diminui¢do da repopulagdo de plaquetas na
circulacao (99) (Quadro 1). Outra populagdo celular que sofre alteragdes durante a
malaria sdo os linfécitos. Embora a grande maioria ndo apresente uma reducdo
importante, os numeros de linfécitos em pacientes infectados sdo significativamente
menores do que os mesmos pacientes apos a cura. Essa redugdo pode ocorrer devido a
apoptose de linfocitos (100) (Figura 1). Embora alteragdes de parametros clinicos e
laboratoriais foram observadas, nenhum dos pacientes incluidos no estudo foi
diagnosticado com malaria grave, que dentre outras alteragdes, apresentam em média
TGO acima de 200 U/L (68;101).

Além disto, na maléaria ¢ descrito um aumento de citocinas pro-inflamatorias
(28;68;102). Nesse trabalho foi observado um aumento de IL-6 circulante em pacientes

infectados pelo P. vivax em relagdo aos mesmos apos cura. Este aumento dos niveis de

77



citocinas eram esperados, pois foi anteriormente descrito em pacientes da mesma area
endémica com caracteristicas clinicas semelhantes (28). A IL-6 tem a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica, e iniciar a sintese de prostaglandina E2 no
hipotalamo, mudando assim a temperatura corporal causando a febre (103).
Corroborando com os nossos resultados, pacientes infectados pelo P. vivax apresentam
niveis aumentados de IL-10 (28). O Aumento dos niveis desta citocina estéd relacionada a
gravidade da doenga. Assim, pacientes com maior gravidade apresentam menores niveis
de IL-10 (68) (Figura 2). Além disso, os niveis de IL-2, IL-4, IFN-y e IL-17 ndo foram
detectados pelos métodos utilizados.

O aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias pode desencadear o aumento
da expressdo de moléculas reguladoras (69-71). Apesar de ndo ser uma citocina pro-
inflamatéria, a IL-10 ja foi descrita como tendo importante papel na inducao da
expressdo de receptores inibidores (71). Trabalhos anteriores mostram que ha um
aumento da expressdo dessas moléculas em infecgdes cronicas (2;58;75). Recentemente,
estudos demonstraram a expressdo desses receptores em modelos murinos da malaria e
na infecg¢do pelo P.falciparum (55;56;81). Desse modo esse trabalho visa caracterizar o
fendtipo de ativagdo e inibi¢ao de células T em pacientes infectados com o P.vivax.

A utilizacdo da citometria de fluxo digital multiparamétrica para a
imunofenotipagem e imunomonitoramento tem se tornado essencial em
multiplasaplicagdes. Atualmente, laboratorios clinicos e de pesquisa tem contado de
maneira intensa com a citometria multiparamétrica para a caracterizagdo fenotipica e
funcional de diferentes componentes do sistema imunoloégico em individuos saudaveis e
na presenga de diversas condi¢des (104). No entanto, com o aumento da complexidade
da composi¢do dos painéis a serem empregados para a caracterizacdo de um
determinado fendmeno, aumenta-se a necessidade de uma criteriosa padronizagdo dos
reagentes utilizados. Portanto, uma etapa essencial para o desenvolvimento deste projeto
foi a padronizagdo do painel contendo os anticorpos necessarios para a caracterizacao do
problema abordado neste trabalho (Figura 3). A criagdo de um unico painel para
realizacdo do objetivo deste projeto so foi possivel devido a citometria multiparamétrica.
A utilizagdo desta abordagem foi importante para a realizagdo deste projeto
primeiramente porque nos possibilitou a caracterizagcdo de varios fenotipos na mesma
populacdo celular indicativos de sua fungdo. Uma preocupagdo que foi levada em conta
foi a aquisi¢ao de um nimero grande de eventos para que subpopulacdes raras fossem

apropriadamente caracterizadas. Assim, apesar do elevado numero de células, a
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utilizagdo de um tunico painel possibilitou a avaliagdo de todos os marcadores de
interesse. Além disto, minimizou a quantidade de reagentes empregados e
consequentemente o viabilizou economicamente. Para a avaliagdo dos parametros
abordados foi adotando estratégias de gate a fim de evitar interferéncias entre os
fluoréforos, excluir agregados e outras populagdes mononucleares e finalmente
incluindo apenas células T vivas. Apds o enriquecimento das populagdes de interesse,
foi realizada a compensa¢ao manual, com a utilizagdo do FlowJo 9.4.1, uma vez que
devido a complexidade da interferéncia entre os fluordforos, a compensacao automatica
ainda podem mascarar possiveis erros de interpretagao.

Foram avaliadas cinco moléculas de ativagao em células T e observou-se que a
infecgdo pelo P. vivax leva a indug@o de ICOS, PD-1, CTLA-4 ¢ TIM-3 em linfocitos T
CD4 (Figuras 7-10). Além disto, o aumento da frequéncia de células expressando ICOS,
PD-1, CTLA-4, TIM-3 e LAG-3 também foi observado em linfocitos T CD8 (Figuras 7-
11). Foi anteriormente descrito que elas sdo induzidas pela sinalizagdo via TCR e pelo
aumento de citocinas (59;60), dois fatores presentes no microambiente criado pela
infecgdo pelo P. vivax (28;64;69;71). Apesar da presenca de altos niveis de citocinas
circulantes, este estudo ndo detectou aumento de uma citocina inflamatoria caracteristica
de linfocitos T, o IFN-y. A auséncia desta citocina pode sugerir a presenga de células T
disfuncionais nos pacientes infectados pelo P. vivax.

Apesar de serem induzidas pela ativagdo, a co-expressao destas moléculas em
uma mesma célula tem sido relacionada a perda de fun¢do celular (1;2;57;58;75). A
perda de funcdo celular, denominada por varios grupos de pesquisa de ‘“‘exaustdo
celular” é caracterizada pela expressao de receptores reguladores como ICOS, CTLA-4,
PD-1, TIM-3 e LAG-3, pela falha na produg¢do de citocinas e baixa capacidade
proliferativa de células antigeno-especificas (65).

Como descrito na literatura, a co-expressdo dessas moléculas de ativagdo
relacionada de maneira negativa a proliferagdo celular (58). Porém, um fato intrigante é
o aumento da expressdo de Ki67 em células expressando mais de uma molécula de
ativacdo em pacientes infectados. Esse aumento foi encontrado tanto em linfocitos T
CD4 quanto T CD8 (Figura 12). O Ki67 ¢ um marcador que indica que as células
entraram na fase de interfase da divisdo celular e podem proliferar. Desse modo, as
células T presentes no sangue podem estar em sua fase de intérfase, mas para comprovar
1sso, seria interessante a avaliacdo de moléculas que indiquem a caracteristica da

intérfase, por exemplo, a ciclina B, uma molécula presente durante a intérfase que
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diminui bruscamente no inicio da mitose celular. Durante a mitose celular hd um
aumento da ciclina A. Além disto, embora seja observado aumento de células
expressando Ki67, pacientes infectados pelo P. vivax apresentam numero absoluto de
linfocitos diminuido. Assim, fica a ser determinado se, durante a malaria vivax, as
células T realmente proliferam ou se apos completarem o ciclo de proliferagdo, estas
entram em apoptose resultando na linfopenia.

Além do aumento individual dos marcadores avaliados neste estudo, observou-se
o aumento da propor¢do de células T CD4 e T CDS8 expressando simultaneamente duas
ou todas as moléculas de interesse (ICOS, CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3 ¢ Ki67).
Como Ki67 e ICOS sdao moléculas consideradas marcadoras de proliferagdo e ativagao,
respectivamente (1;83;84;105), estas foram excluidas das andlises. No entanto, o
aumento da propor¢do destas células se manteve. O mesmo foi observado quando a
expressdo de Ki67 e ICOS foi avaliada na auséncia da expressdo dos receptores
inibidores. Apesar das diferengas ocorrerem em linfocitos T CD4 e CD8, estas
subpopulagdes apresentam caracteristicas individuais. Assim, maiores frequéncias de
células T CD4 expressando simultaneamente todos os marcadores sdo observadas
durante a malaria quando comparado com a expressdo exclusiva de marcadores de
ativacao e proliferagdo ou a expressdo exclusiva de receptores inibidores. Ja entre as
células T CD8, maiores frequéncias sdo observadas quando a expressdao exclusiva de
marcadores de ativacdo e proliferacdo sdo comparadas a expressdo exclusiva de
receptores inibidores ou a expressdo simultanea todos os marcadores. Estes dados
indicam uma forte ativagdo de células T dos pacientes infectados pelo P. vivax, e um
possivel estado de exaustdo, principalmente de células T CD4.

O bloqueio de um ou mais receptores inibidores leva a restaura¢do da resposta
imune em varios modelos de infec¢des virais € em tumores (75;77;106;107). Na malaria
murina também foi demonstrada que o bloqueio de combinagdes de receptores
inibidores altera o prognostico da infecgdo (55;56). No modelo de infeccao pelo PA, o
bloqueio de CTLA-4 e PD-1 leva ao agravamento da patologia com o desenvolvimento
da malaria cerebral e consequentemente morte dos camundongos infectados (55). Por
outro lado, o bloqueio de CTLA-4 e PD-1 no modelo da infec¢do pelo P. berghei ANKA,
leva ao desenvolvimento de resposta imune efetora (55). Apesar do papel de células T
CD4 ser reconhecido como um componente critico da resposta imune protetora durante a

fase sanguinea da malaria, ainda pouco se saber sobre como as células Plasmodium-
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especificas influenciam no balango entre a erradicacdo do parasito e sua persisténcia no
hospedeiro.

O P. vivax pode permanecer na circulagdo por longos periodos de tempo ou no
figado em sua forma hipnozoita (19;108). Da mesma maneira que a persisténcia do virus
LCMV em camundongos leva ao aumento de células T CD8 antigeno-especificas
expressando PD-1 e LAG-3, caracterizando a exaustdo celular, a persisténcia do
Plasmodium vivax no hospedeiro poderia causar este fenomeno.

Por fim, foi avaliada a frequéncia de células que expressam as diferentes
combinagdes com seis, cinco, quatro, trés, dois ou um marcador. O que se pode observar
¢ que pacientes infectados pelo P. vivax possuem células T CD4 que expressam
diferentes combinagdes de marcadores. Células T CD4 destes pacientes sdo compostas
de subpopulagdes expressando seis, cinco ou quatro marcadores. Apds a cura, essas
populacdes deixam de existir. As subpopulacdes de células T CD4 que expressam trés
ou dois marcadores diminuem sua frequéncia pela metade e a subpopulagdo que
apresenta exclusivamente um unico marcador ndo sofre alteragdes na auséncia da
infeccdo. J& dentre as células T CD8, as subpopulagdes expressando simultaneamente
seis ou cinco marcadores ndo foram encontradas. Em pacientes infectados com o P.
vivax foram encontradas subpopulagdes de células T CD8 expressando quatro
marcadores. Estas células desaparecem apds cura da doenga. As subpopulacdes
expressando trés marcadores diminuem pouco sua frequéncia. Porém as frequéncias das
subpopulagdes de células T CD8 expressando dois marcadores ou exclusivamente um
unico marcador diminuem bruscamente.

A ativacdo inicial de células B naive pela sinalizacdo via receptor de célula B
necessita do contato com células T CD4. A dinamica do contato entre os antigenos de
membrana dessas células determina a intensidade da resposta das células B (109). Ja foi
demonstrado que pacientes que apresentam co-infecgdo pelo HIV e plasmddio
apresentam resposta humoral diminuida, demonstrando a importancia de células T CD4
na produ¢do de anticorpos para a malaria (37). Em nosso modelo, as células T CD4
apresentam uma alta frequéncia de receptores inibidores, que podem induzir falha na
ativacao de células B e consequentemente prejuizo no desenvolvimento da reposta de
memoria dessas células, alem da produg¢dao de anticorpos em niveis subotimos para

eliminar o parasito.
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Foi demonstrada anteriormente correlagdo positiva entre diferentes receptores
inibidores durante infecgdes virais. Este estudo caracteriza apenas no nivel génico a
expressao destes receptores, mas ndo os caracteriza no nivel de proteina (57).

Desse modo, avaliou-se neste estudo a relagdo entre a expressdo destes
receptores inibidores. Assim, quanto maior a frequéncia de células T CD4 expressando
TIM-3, maiores as frequéncias de células T CD4 expressando CTLA-4, ICOS e Ki67. A
expressdo de CTLA-4 em células T CD4 também se correlaciona positivamente com
ICOS e Ki67. Por fim, quanto maiores as propor¢des de células T CD4 expressando
ICOS, maiores as propor¢des de células T CD4 expressando Ki67. E interessante
observar o grande numero de correlagdes positivas encontradas entre os receptores
inibidores e entre os receptores inibidores e os marcadores de ativagado e proliferagao.

Além das subpopulacdes de células T CDS8 expressando simultaneamente seis ou
cinco marcadores ndo estarem presentes em pacientes infectados pelo P. vivax,
correlacdes positivas entre a expressao individual destes marcadores ndo sdo observadas
nestas c¢lulas. Por outro lado, correlacao negativa foi observada entre as frequéncias de
células T CD8 expressando LAG-3 e PD-1 ou ICOS.

Estes achados corroboram a sugestdo acima de que a co-expressdo destas
moléculas desempenham um papel mais importante em células T CD4 do que em CD8.

Uma vez que a expressdo individual ou simultdnea dos marcadores avaliados
encontrou-se elevada em pacientes com P. vivax, foi objetivo deste estudo avalia-as
como biomarcadores durante a doenga. Trabalhos t€ém sido realizados com o intuito da
caracterizagdo de biomarcadores. Assim, Andrade e colaboradores descreveram a
enzima superoxido-dismutase Cu/ Zn (SOD-1) como indicadora de gravidade da malaria
vivax (101). Durante a infec¢do da malaria, espécies reativas de oxigénio, principalmente
superoxido, sdo produzidas em niveis elevados, induzindo a morte do parasito e dano
tecidual (110). SOD-1converteestes radicais livres instaveis em agua oxigenada, que
pode ser removido pela catalase (111). Adicionalmente, niveis aumentados de acidos
nucléicos circulantes foram sugeridos como biomarcador (27). Nesse trabalho ¢
observado que quanto maior a gravidade da maldria, maiores os niveis de acidos
nucléicos circulantes (27). Além disto, os niveis de TGO e o nimero de plaquetas estdo
frequentemente alterados em fungdo da infecgdo pelo P. vivax. Maiores niveis de TGO e
menores numeros de plaquetas caracterizam maior gravidade do quadro clinico do
paciente durante a malaria. A correlagdo negativa observada neste estudo entre niveis de

TGO e niimeros de plaquetas validam estes marcadores neste estudo (Figura 18).
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O aumento dos niveis de TGO foi correlacionado positivamente com as
frequéncias de células T CD4 expressando TIM-3 e frequéncias de células T CDS8
expressando ICOS. Foi observado também que quanto menor o nimero de plaquetas,
maiores as frequéncias de células T CD4 e CDS8 expressando TIM-3, CTLA-4 e Ki67.
Adicionalmente, baixos numeros de plaquetas correlacionam-se com altos niveis da
frequéncia de células T CD4 expressando ICOS. E importante ressaltar que essas
correlacdes ndo foram encontradas nesses mesmos pacientes apds a cura da doenca.
Portanto, estas andlises sugerem que pacientes que expressam altas frequéncias de
moléculas de ativagdo possuem maior probabilidade de apresentarem pior progndstico,

caso o paciente nao obtiver tratamento adequado.

83



7 Conclusoes
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Conclusoes

- Os pacientes incluidos neste trabalho nao apresentam malaria grave sintomas,

confirmado pelos sintomas clinicos, niveis de TGO e nimero de plaquetas;

- A infecgdo pelo P. vivax induz aumento da expressao de moléculas reguladoras

em células T;

- A infecgdo pelo P. vivax induz aumento da expressao de Ki67 em células T, um

marcador de proliferagdo celular;
- Os marcadores avaliados sdo co-expressos em células T CD4 e CDS8 de
pacientes infectados pelo P. vivax e essa co-expressao deixa de existir apds o tratamento

com drogas antimaldaricas;

- Alguns dos marcadores avaliados no trabalho correlacionam diretamente com

parametros laboratoriais da malaria;

- A infecgdo pelo P. vivax pode levar a exaustdo celular devido a indugdo da

expressao de moléculas reguladoras em células T.
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