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RESUMO

No Brasil a maléria ainda é considerada um grande problema de satide publica e
o Plasmodium vivax é considerado o principal agente causador, com 88% de incidéncia.
Sabe-se que a resposta contra esse parasito depende da resposta de células T e a ativagéo
dessas envolve, além da sinalizago através do receptor de célula T (TCR), a sinalizagdo
secundaria, como por exemplo, a desencadeada por moléculas reguladoras. A
combinagdo das intera¢des mediadas por esse conjunto de moléculas regula a extenséo,
qualidade e duracdo da ativacdo de células T e, portanto, influencia significativamente o
curso das respostas imunes. O objetivo desse trabalho ¢ avaliar o padrdo leucocitario, o
perfil de expressdo de receptores inibidores como morte programada-1 (PD-1), antigeno
4 associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4), dominios
de mucina e imunoglobulina de célula T (TIM-3) e gene 3 de ativagdo linfocitaria
(LAG-3) em populagdes de células T, além da influencia da expressdo destes receptores
na modulagéo da producdo de citocinas em pacientes infectados pelo P. vivax. Para isso,
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram coletadas de pacientes
infectados pelo P. vivax em Porto Velho, RO e analisadas por citometria de fluxo. Os
resultados demonstram que a infecg¢do pelo P. vivax desencadeia aumento da expressio
de receptores inibitérios em linfocitos T CD4" e CD8", principalmente em
subpopulagdes de memoria e em células de T reguladoras (Treg). Importante mencionar
que ensaios funcionais, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para CTLA-4,
PD-1, TIM-3, confirmaram a fun¢fo moduladora desses receptores levando ao aumento
da producdo de citocinas por células antigeno-especificas. As células Treg também
apresentam capacidade prejudicada durante a malaria. Apesar da expressdo aumentada
de PD-1, ndo foi estabelecido uma relacdo direta entre a expressdo deste e da perda da
modulagdo pelas Treg. No entanto, a expressdo aumentada de PD-1 € coincidente com a
diminui¢do da expressdo de Foxp3 e Helios, ¢ com o aumento de Tbet, e
consequentemente com o aumento da produgdo de IFN-y. Nossos dados corroboram
nossa hipétese de que o aumento da expressdo de receptores inibitorios durante a
infeccdo pelo P. vivax prejudica fungdes efetoras de células T. Novas abordagens
precisam ser exploradas para confirmarmos se a expressdo de PD-1 por Treg é apenas
um biomarcador de perda de fungdo, ou se essa molécula influencia diretams
funcdo efetora dessa célula durante a malaria vivax.

Palavras — chave: Imunoregulagéo, Plasmodium vivax, células T



ABSTRACT

In Brazil malaria is still considered a major public health problem being the
Plasmodium vivax the main causative agent, with 88% incidence. T cell activation
occurs due a combination of signaling through the T cell receptor (TCR) along with a
secondary signal, triggered, for example, by regulatory molecules. The combination of
all these interaction determines the nature, quality and duration of T cell activation,
affecting the course of the immune responses. The aim of this study is to evaluate the
leukocyte compartments and the expression of inhibitory receptors such as programmed
death-1 (PD-1), cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4), T cell
immunoglobulin mucin-3 (TIM-3) and lymphocyte activation gene 3 (LAG-3) by T cell
populations. Moreover, we assessed the ability of these receptors to modulate the
cytokine production by antigen-specific cells from patients infected with P. vivax. To do
so, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were harvested from P. vivax-infected
patients from Porto Velho, RO, and analyzed by flow cytometry. The results
demonstrate that P. vivax infection triggers increased expression of the inhibitory
receptors analyzed on both CD4" and CDS8" T lymphocytes, particularly on the memory
subpopulations and in regulatory T cells (Treg). Importantly, functional assays using
monoclonal antibodies specific for CTLA-4, PD-1 and TIM-3 were able to restore the
cytokine production upon antigen-specific stimulation, confirming the role of these
molecules during malaria. Treg cells also present impaired immunomodulatory ability
during malaria. However, despite the upregulation of PD-1 on these cells, we could not
directly demonstrate the relation between PD-1 expression and an impairment of
regulatory function. Nevertheless, the expression of PD-1 coincides with the decrease in
the levels of Foxp3 and Helios and increase in the expression of Tbet and production of
[FN-y. Our data support our hypothesis that increased expressions of inhibitory receptors
during infection by P. vivax affect T cell effector functions. New strategies need to be
explored to confirm whether the expression of PD-1 on Treg cells can be considered a
dysfunctional biomarker or PD-1 directly influences the regulatory function of Treg cells
during P. vivax infection.

Keywords: Immunoregulation, Plasmodium vivax, T cells
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Introducio e Justiltcativa

1.1 Malaria

A maldria ainda é um grande problema de saude publica, devido aos altos fundos
investidos a malaria causada pelo P. falciparum nao ¢ considerada negligenciada, diferente da
maldria vivax, apesar dos investimentos ainda ¢ considerada uma das maiores endemias do
mundo e grande obstaculo ao desenvolvimento economico de comunidades e nagdes. No ano
de 2015 foram notificados 212 milhdes de casos de malaria no mundo e 429 mil 6bitos, sendo
que aproximadamente 70% dos 6bitos relatados sdo de criangas menores que cinco anos. A
maior letalidade da malaria ocorre na regiio da Africa Subsaariana com 90% dos 6bitos
relatados, seguida pela regido asidtica com 9% e por ultimo a regido das Américas com

apenas 1% (Who, 2016) (Figura 1).

'L [

Obitos por malaria em 100.000 habitantes, 2013 |
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%S []« - Maléria emadicada. 2013
- 1045 I:I Estimativas de zero mortes ) - No aplicavel SOuTE A mATET

Figura 1: Mapa representativo das regides de maiores incidéncias de 6bito por malaria. As
regides mais escuras representam areas de maior indicéncia de casos ao passo que as areas mais claras
indicam regides com menor nimero de ébitos (Who, 2014).

Atualmente s3o conhecidas cinco espécies de parasitos do género Plasmodium
capazes de infectar células humanas, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi (Cox-Singh et al., 2008). A
infec¢do por P. falciparum, predominante no continente Africano, é considerada a mais letal.
A infec¢do por P. vivax, embora considerada menos grave, encontra-se mais difundida
mundialmente: a Africa com o equivalente a 1 milhfio de casos; a Asia (somando as regides

do Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental) com sete milhdes de casos e
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as Américas com 500 mil casos, demonstrando assim a ampla distribui¢do geografica do P.
vivax (Who, 2016). Apesar disso, apenas 4% da populacdo mundial foi diagnosticada com
malaria vivax no ano de 2015, provavelmente pelo fato da grande quantidade de individuos
ndo possuirem o receptor Duffy, um ligante essencial para entrada do P. vivax em reticuldcitos
(Ntumngia et al., 2016). Foi demonstrado que aproximadamente 95% da populagdo africana,
em 31 paises ao sul do Saara, ndo expressam esse receptor (Miller ef al., 1976; Guerra et al.,
2010). Essa poderia ser uma das explicagdes para a alta incidéncia de P. falciparum e a baixa
indicidéncia de P. vivax no mundo, visto que a maioria dos casos de malaria ocorre na Africa.
Por outro lado, as infecgdes por Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium

knowlesi sdo menos frequentes (Who, 2016).

Figura 2: Distribuicio espacial do Plasmodium vivax no mundo. As areas em rosa escuro
apresentam maior endemicidade e rosa claro menor endemicidade para malaria vivax. A regido
rachurada representa regido com alta propor¢édo de pessoas Duffy-negativa (Guerra ef al., 2010).

No Brasil, segundo dados de 2015, a populagdo contabilizava aproximadamente 207
milhdes de habitantes, dentre esses, 15% se encontram em regides endémicas, se dividindo
em dois grupos de transmissdo, alta e baixa. 6,47 milhdes, ou seja, 3% residiam em areas de
alta transmissdo e 26,36 milhdes, ou seja, 12% habitavam areas de baixa transmissdo. No
Brasil, a principal espécie transmitida é o P. vivax com 88% dos casos, ja o P. falciparum é
responsavel por 11% dos casos de malaria. Foram relatados 143.162 casos da doenga no ano
de 2015 e 37 obitos. Seus principais vetores de transmissdo sdo Anopheles darlingi,
Anopheles albitarsis e Anopheles Aquasalis (Who, 2016). Como mostrado no mapa da Figura

2, a maioria dos casos de maldria ocorrem na regido amazonica brasileira. Desde o inicio do
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nosso estudo na area endémica no ano de 2010, foi observada queda no nimero de casos de
malaria na regido. Em 2010, foram notificados 23.257 casos de malaria em Porto Velho-RO,
em contrapartida, no ano de 2016 foram notificados 1.849 casos até setembro. A redugdo
significativa do numero de casos provavelmente se deve a intensificacdo de melhorias na
distribui¢do de drogas anti-maléricas e a diminui¢cdo das obras em usinas hidrelétricas. O
tratamento pode ser longo ou curto, o primeiro tratamento sdo quatro comprimidos de
cloroquina (150mg) no primeiro dia, trés comprimidos de cloroquina seguidos de trés
comprimidos de cloroquina no terceiro dia. A cloroquina ¢ associada desde o primeiro dia
com um comprimido de primaquina (15mg) por quatorze dias. O tratamento curto segue a
mesma recomendacdo da cloroquina, no entanto devem ser tomados duas primaquinas por
sete dias(Saude, 2016).

No Brasil, a avaliagdo da gota espessa ¢ adotada como método oficial para o
diagnostico da maldria. Mesmo apds o desenvolvimento de outras técnicas, esse exame
continua sendo o de escolha em funcdo de ser um método simples, eficaz, de baixo custo e de
facil realizacdo. Esse método se baseia na visualiza¢do do parasito através de microscopia
optica, por profissionais experientes, apos coloracdo com corante vital (azul de metileno e
Giemsa), permitindo a diferenciagdo especifica dos parasitos a partir da andlise morfoldgica e
pelos estagios de desenvolvimento do parasito encontrados no sangue periférico (Ms, 2006).
Este método ¢ eficiente em areas endémicas, no entanto em regides ndo endémicas, onde
médicos e o laboratoritas nem sempre estdo atentos para a associacdo entre os sintomas e a
suspeita da infecc¢do pelo Plasmodium sp..

Durante a fase sintomatica inicial da maldria, os pacientes sentem mal-estar
generalizado caracterizado por cefaleia, cansago, artralgia e mialgia. Geralmente tais sintomas
precedem a febre caracteristica da malaria. O acesso maldrico se inicia com calafrios que
duram de 15 minutos a uma hora, seguidos por fase febril, com temperatura corpdrea podendo
atingir 41°C ou mais. Passado um periodo de duas a seis horas, a febre diminui e o paciente
apresenta sudorese profusa e pode apresentar fraqueza intensa (Ms, 2006).

Apoés a fase inicial, a febre assume carater intermitente, dependente do tempo da
duragdo dos ciclos eritrociticos de cada espécie de plasmoddio: 48 horas para P. falciparum e
P. vivax e 72 horas para P. malariae. Entretanto, a constata¢do dessa regularidade ¢ pouco
comum nos dias atuais. O quadro clinico, dependendo da espécie infectante, pode evoluir para
formas clinicas de maléaria grave, destacando-se forte cefaleia, hipertermia, vOmitos,
sonoléncia e convulsdes (na maléria cerebral), edema pulmonar agudo, insuficiéncia renal

aguda, hipoglicemia, disfun¢do hepatica, hemoglobintria e choque, que podem levar a 6bito.
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Em exames hematologicos e sorologicos é comum observar quadro de leucopenia, linfopenia,
plaquetopenia e danos hepaticos caracterizados pela liberacdo de transaminases hepaticas no
sangue (Ms, 2006). No bago, ha acimulo de células vermelhas infectadas, desse modo ocorre
uma ativag¢do de macrdfagos e mondcitos, levando a consequente produgdo de citocinas, que
serdo responsaveis pela febre. Durante a malaria ha aumento da eritropoiese, para que haja
repopulacdo de células vermelhas, entretanto, ha adesdo de eritrocitos em tecidos e o
rompimento de células vermelhas infectadas, causando anemia e consequentemente aumento
dos niveis sorolégicos de bilirrubinas. Com o sequestro de parasitos hé ativacdo de células
endoteliais vasculares que leva ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo e aderéncia
de eritrécitos infectados. A inflamacdo pode levar ao aumento da permeabilidade vascular e
consequente infiltracdo de leucdcitos para o parénquima. Esse extravasamento celular é um
dos responsaveis pela maléria cerebral, placental, diminui¢do da fungdo renal e sindrome do
estresse respiratdrio (Schofield e Grau, 2005; Gazzinelli et al., 2014).

A malaria é uma doenga evitavel e tratdvel desde que medidas profilaticas
recomendadas sejam implementadas: assisténcia ideal ao paciente e sua familia; exame de
gota espessa; visitas domiciliares ou comparecimento do paciente a unidade de saude a fim de
assegurar a cura; tratamento imediato de casos confirmados; orientacdo da populagdo quanto a
doenga; uso de repelentes; distribuicdo de cortinados; uso de telas em portas e janelas;
investigacdo entomologica e busca ativa de focos endémicos para controle vetorial; utilizagdo
de nebulizagdes espaciais de piretrdides e borrifagdes intradomiciliares; além de atividades
como saneamento ambiental que poderdo ser empregadas, caso haja indicagdo visando a
eliminagdo de criadouros de anofelinos (drenagem, retificagdo de cursos d’agua, pequenos
aterros, etc) (Ms, 2006).

Para o controle da malaria vale ressaltar que o P. falciparum apresenta
aproximadamente 100 mil anos, assim como a espécie humana, o que pode sugerir uma
coevolugdo parasito/hospedeiro. O inicio da expansdo da populagdo humana recente poderia
ter fornecido o elemento-chave para o crescimento das popula¢des de parasitos (Mu et al.,
2002). Devido a alta pressdo seletiva imposta pela expressiva mortalidade de criangas e
mulheres gravidas infectadas pelo P. falciparum, a malaria teve grande impacto no genoma
humano. Um dos melhores exemplos dessa pressdo evolutiva é o polimorfismo da
hemoglobina S (HbS). No estado homozigoto, HbS resulta em anemia falciforme que
apresenta alta morbidade e mortalidade para os individuos. No entanto, o polimorfismo HbS ¢
mantido a uma frequéncia de 10% em individuos da Africa, pois no estado heterozigoto a

HbS confere proteg¢do contra a malaria grave (Kwiatkowski, 2005). Outra pressao seletiva ¢ a



21

deficiéncia da enzima glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD), que atua na defesa contra o
estresse oxidativo dentro do eritrécito. A deficiéncia da G6PD mantém a glutationa na forma
reduzida e protege contra a malaria grave. A caracterizacdo da GO6PD ¢ relevante para o
tratamento contra o P. vivax, pois o uso de anti-maldricos, como a primaquina pode induzir

anemia hemolitica nos individuos portadores de sua deficiéncia (Kwiatkowski, 2005).

1.2 Ciclo biolégico do Parasito

O ciclo se inicia durante o repasto sanguineo do vetor Anopheles sp., onde formas
esporozoitas do parasito do género Plasmodium, pertencentes ao filo Apicomplexa, sdo
inoculadas na epiderme e migram para a corrente sanguinea ou para os vasos linfaticos
(Amino et al., 2006). Os parasitos que entram no figado invadem hepatdcitos e iniciam o ciclo
exo-eritrocitico. Normalmente, 30 a 45 minutos apds a picada, poucos hepatdcitos sdo
invadidos pelas formas esporozoitas. Em média cada hepatocito infectado desenvolve
aproximadamente 30.000 formas merozoitas. Na maléria causada pelo P. vivax ha a formagao
de formas hipnozoitas que se encontram dormentes no figado do paciente de maneira que o
sistema imune ndo os reconhece e sdo responsaveis pelas recaidas que podem acontecer anos
apos a infec¢do (Mueller ef al., 2009). Ao final de cinco a seis dias, as formas merozoitas sdo
liberadas através do rompimento do hepatdcito causado pelo processo de esquizogonia. Os
merozoitas liberados no sangue podem invadir células vermelhas usando vérias proteinas de
superficie e iniciam o ciclo eritrocitico (Good e Doolan, 2010). Apds invadirem novos
eritrocitos, os merozoitas podem seguir dois caminhos, se tornarem gametdcitos masculinos
ou femininos para que haja a continuagdo do ciclo, ou trofozoito jovem, em forma de anel, e
que por sua vez vai se diferenciar em trofozoito aumentando seu citoplasma, e
consequentemente em esquizonte, se acumula no eritrécito formando novos merozoitas

(Figura 3).
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Figura 3: Ciclo do parasito no hospedeiro. Apds infec¢do pelo anofelino, esporozoitos migram e
infectam células hepaticas, se diferenciam em merozoitos e migram para o sangue, fase sanguinea,
para infectar eritrdcitos e se diferenciarem na forma sexuada ou continuar o ciclo de invasdo a novos
eritrécitos por novos merozoitas (Inoue et al., 2013).

A fase sanguinea ou eritrocitica possui dois estagios, o estagio sexuado e o estagio
assexuado. No estagio sexuado, sdo formados gametdcitos masculinos e femininos. Os
gametocitos maduros de P. falciparum aparecem, na corrente sanguinea, geralmente entre o
sétimo e o décimo quinto dias apds a infecgdo, ou seja, durante a fase sintomatica da doenca e
duram em média trés a seis dias na corrente sanguinea. Diferente dos gametocitos de P.
falciparum, os de P. vivax aparecem na circulacdo antes da fase sintomatica, o que facilita sua
transmissdo para novos anofelinos, pois ndo coincide com a fase do tratamento por anti-
maldricos (Bousema e Drakeley, 2011). Além disso, o processo de esporogonia do P. vivax é
de até um dia e meio mais curto quando comparado ao P. falciparum, o que aumenta as
chances da producdo dos esporozoitos de P. vivax (Bousema e Drakeley, 2011). Durante o
repasto sanguineo, o vetor ndo infectado ingere gametocitos masculinos e femininos que vao
se encontrar em aproximadamente uma hora ap6s o repasto para que ocorra a fertilizagao.
Para que ocorra a fecundagdo € necessdria a exflagelacdo do gametocito masculino. Cada
zigoto se transforma em um oocineto mével que atravessa a parede do intestino médio e

invade o epitélio do vetor. Nessa fase assexuada, cada oocineto se diferencia em um oocisto e
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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 leva em média quatorze dias (Pollitt ef al.,

2010) (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo biologico do parasito no vetor. Apos infeccdo do anofelino com os gametas na fase
sexuada ocorre a reproducdo sexuada no intestino. O parasito se diferencia, atravessa a barreira
epitelial do anofelino e ocorre a migragédo de esporozoitos pela hemocele até a proboscide do mosquito
(Crompton et al., 2014).

1.3 Resposta imune na malaria

A viruléncia do parasito, intensidade de transmissdo, fatores econdmicos e sociais e
variagdes genéticas influenciam a suscetibilidade do hospedeiro e consequentemente o
prognostico da doenca. Individuos que nunca foram expostos ao protozodrio geralmente
desenvolvem fortes sintomas apds a exposi¢do ao Plasmodium spp. Estimativas apontam que
em areas de alta endemicidade um ter¢o das mortes de criangas seja por malaria, pois essas

s@o mais susceptiveis a infec¢do (Snow ef al., 2001). Entretanto, ap6s a exposi¢do continua ao
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parasito, criancas acima de cinco anos e adultos desenvolvem certa prote¢do contra sintomas
graves e morte por malaria. Em regides onde a malaria é altamente endémica, a maioria das
infec¢des causada pelo Plasmodium spp. é silenciosa, sugerindo que individuos residentes
nessas regides possuem a habilidade de desenvolver resposta imune efetora durante a
infeccdo, controlando o parasito de maneira ndo estéril. Essa adaptacdo que leva a ativagéo
controlada do sistema imune, por outro lado, pode representar um mecanismo de escape do
parasito, que permanece no hospedeiro e favorece sua transmissdo a outros vetores que
mantém o seu ciclo evolutivo (Alves ef al., 2005). Quando ndo existe tal coadaptagdo, os
individuos infectados apresentam manifestagdes clinicas que, em sua maioria, sdo debilitantes
e podem se tornar graves. A intensidade dessas manifestagdes depende da idade do individuo
e de exposigdes prévias ao parasito (Baird ef al., 1998; Rtavanis-Tsakonas et al., 2003). Além

disso, a imunidade a maldria € caracterizada por ser espécie e estagio-especifica.

1.3.1 Resposta imune nos momentos iniciais do ciclo parasitario

Atualmente muitos estudos tém se concentrado na resposta imune inata ao
Plasmodium spp. ja que o desenvolvimento desta induz os sintomas da doenga, auxilia no
controle do parasito e influencia diretamente a resposta imune adaptativa do hospedeiro.
Durante a fase hepatica, a conexdo com a resposta imune inata é feito pela produgéo de IFN-y
(Interferon-gama), que € essencial na elimina¢do do parasito e ocorre principalmente por
células NKT (natural killer limphocyte T) e NK (natural killer) na infecgéo por esporozitos de
P. yoelli (Miller et al., 2014). Durante a resposta contra hemadcias infectadas pelo P.
falciparum in vitro, ha maior producdo de IFN-y por células NK do que por células T, porém
as células T possuem papel primordial na secrecdo de IL-2 (Interleucina-2), que € essencial na
ativagio de NK nos momentos iniciais da infec¢do (Horowitz et al., 2010). E importante
salientar o papel de células T CD4" e CD8" na producio de citocinas, especialmente das
células de memoria que produzem concomitantemente IFN-y, IL-2 e TNF-a (Fator de necrose
tumoral-alfa). Além disso, tais células induzem a producdo de anticorpos ap6s duas semanas
da imunizag@o endovenosa com esporozoitos atenuados de P. falciparum em humanos (Seder
et al., 2013). Células T CD8" possuem papel primordial na elimina¢io de merozoitos dentro
de hepatdcitos (Cockburn ef al., 2013). Durante a fase hepatica, a persisténcia do antigeno de
esporozoitas observada em o6rgdos linfoides periféricos é importante para a apresentagio
antigénica por células apresentadoras de antigenos (APC). A presenga do antigeno no

organismo por um periodo prolongado aumenta a magnitude da apresentagdo para células T
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CDS8" e consequentemente sua capacidade de resposta, induzindo aumento na producio de
citocinas (Cockburn et al., 2010).

As células NK juntamente com as células T CD8" sdo importantes para a produgdo de
IFN-y nos momentos iniciais da infec¢do (Hansen et al., 2007) e essa citocina pode atuar
diretamente no desenvolvimento da maléria cerebral causada por P. berghei ANKA (Hafalla
et al., 2012). Apos a infecgdo por P. falciparum, as células T yd, ndo tem sua frequéncia
alterada (Hviid et al., 1996). Contudo, foi demonstrado que uma subpopulag¢do de células T
v8, as V82", diminuem sua funcionalidade e apresentam frequéncia reduzida apds repetidas
infec¢des por P. falciparum (Jagannathan, Kim, et al., 2014).

Os merozoitos sdo responsaveis pela fase sanguinea da maldria e pela ativagdo de
receptores do tipo Toll (TLR - Toll like receptors), receptores que reconhecem padrdes
moleculares, denominados PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), que possuem
um papel fundamental no inicio da resposta imune inata. Algumas moléculas de GPI
(glicosilfostatidilinositol), encontradas no P. falciparum contribuem diretamente para a
patogénese da malaria devido a sua capacidade de induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (Krishnegowda ef al., 2005). Foi demonstrado que a sinalizagdo de GPI ¢
mediada pelos heterodimeros TLR-1 ¢ TLR-2 ou TLR-2 e TLR-6, além da ativagdo pelo
homodimero TLR-4 em menor intensidade (Gazzinelli et al., 2014). Essa producdo de
citocinas mediada por TLR ¢ dependente de MyD88 (Krishnegowda et al., 2005). Essa
ativacdo leva ao aumento na produgdo de TNF-a, IL-1B, IL-12 e NO (nitric oxide) por
macrofagos estimulados por ancoras de GPI (Zhu et al., 2005). Além disso, GPI induz
aumento da expressdo de moléculas de adesdo como ICAM 1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1), VCAM 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) e E-selectina (Schofield et al.,
1996). Durante a fase eritrocitica da infec¢do, o parasito realiza a digestdo da hemoglobina, o
que leva a formacdo de um residuo extremamente toxico, o heme. Para evitar dano oxidativo
devido a esses residuos, o parasito desenvolveu um mecanismo que converte heme em cristal
insoluvel, a hemozoina (Francis et al., 1997). A hemozoina envolvida pelo DNA do parasito
pode ser reconhecida pelo TLR-9, levando a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
(Parroche et al., 2007). O bloqueio de TLR-9 leva a diminui¢do da produgéo de citocinas pro-
inflamatorias (Franklin, Ishizaka, er al, 2011). Exercendo um papel semelhante, os
imunocomplexos de pacientes com malaria se ligam aos receptores Fc e sdo internalizados,
secretando DNA do parasito no fagolisossmo e subsequentemente no citosol dos mondcitos,

sendo responsaveis pela ativacdo de TLR-9 (Hirako ef al., 2015).
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Dado a importancia clinica e econdmica da maléria vivax, esfor¢os tém sido feitos
para a identificagdo de novos biomarcadores para prognoéstico, tais como, altos niveis de
acidos nucleicos circulantes no plasma de pacientes infectados pelo P. vivax (Franklin,
Vitorino, et al., 2011). Também no plasma de pacientes, foi caracterizado o aumento de
microparticulas ativadas durante a infeccdo pelo P. vivax, cujos niveis correlacionam
diretamente com o estado febril dos pacientes durante a fase aguda (Campos et al., 2010).
Outro biomarcador estudado ¢ a SOD-1 (Superdxido Dismutase 1), uma enzima que cliva
ROS (Reactive Oxygen Species) em H,0,, que serd clivado pela catalase. A SOD-1 ¢
encontrada em niveis elevados no plasma de pacientes com quadro mais grave de maldria
vivax (Andrade et al., 2010).

Nosso grupo demonstrou que monocitos e neutréfilos encontram-se ativados durante
a maldria e que monocitos se mostraram a principal fonte das citocinas IL-1f, IL-6 e TNF-a,
em resposta ao estimulo por agonistas de TLRs durante a fase aguda da doenga. Os
neutrofilos por sua vez, apresentaram baixa producdo de citocinas apesar de demonstrarem
aumento da atividade fagocitica e reducdo da capacidade de migracdo, in vitro, em diregdo a
gradiente de quimiocinas (Leoratti et al., 2012). Nosso grupo observou também que a
subpopulagdo de mondcitos, CD14"CD16", apresenta maior atividade fagocitica, produgdo de
ROS total e mitocondrial, producdo de TNF-a, expressdo de moléculas de ativagdo como
VCAM-1 e ICAM-1 em relagdo as subpopulagdes celulares CD14"CD16™ ¢ CD14*CD16".
Desse modo foi demonstrado importante papel para a populagio de mondcitos CD14"CD16"
durante a malaria vivax (Antonelli ef al., 2014). As citocinas produzidas e secretadas na fase
aguda da infeccdo determinam o perfil pro-inflamatério da malaria (Mccall et al., 2007).
Recentemente foi demonstrada a importancia de mondcitos inflamatoérios, CD14°CD16", em
pacientes infectados pelo P. falciparum. Esse trabalho mostra que mondcitos CD14"'CD16"
fagocitam mais eficientemente eritrocitos infectados pelo P. falciparum quando opsonizados
por IgG na presenca de complemento e evidencia a importancia de CD16 na fagocitose (Zhou
et al., 2015). Um mecanismo de escape do parasito a fagocitose ¢ a expressdo de CD47. Foi
observada menor parasitemia em camundongos deficiente para CD47. Tal observacdo pode
ser explicada pelo ensaio comparativo de fagocitose entre células F4/80" de animais C57BL/6
deficientes em CD47, sendo que células de animais C57BL/6 apresentaram menor fagocitose

em relacdo as células dos animais deficientes (Banerjee ef al., 2015).
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1.3.2 Resposta imune na fase tardia do ciclo parasitario

A resposta imune celular a forma sanguinea do parasito Plasmodium spp. se
desenvolve de maneira incompleta e vagarosa (Gupta ef al., 1999; Tran et al., 2013). Até o
momento existem poucos estudos caracterizando a existéncia de populacdes de células T
antigeno-especificas em pacientes residentes em areas endémicas apds o tratamento da
infeccdo pelo P. vivax (Bueno et al., 2010; Zeeshan et al., 2013; Changrob et al., 2015). Isso
se deve ao fato da existéncia de poucos antigenos proteicos bem definidos necessarios para a
analise de respostas adaptativas antigeno-especificas e principalmente pela falta de um
método de cultivo eficaz do P. vivax.

Considerando a resposta imune celular, tanto células T CD4" quanto CD8" sdo
ativadas durante a fase sanguinea da infecc¢do por P. chabaudi (Suss et al., 1988). Além disso,
a realocagdo de células T ativadas e a apoptose mediada por Fas (CD95) sdo alguns
mecanismos atribuidos as fungdes prejudicadas da célula T e linfopenia observada durante a
maldria falciparum (Elhassan et al., 1994; Kern et al., 2000). Corroborando essa hipdtese, foi
demonstrado que uma significativa propor¢io de células T CD4" antigeno-especificas morre
ou perde sua func¢do por via dependente de IFN-y apds infec¢do pelo P. berghei (Xu et al.,
2002). Em contrapartida as células T CD4" que permanecem no hospedeiro sio de grande
valia. Walther e colaboradores descreveram que IL-10 e IFN-y sdo produzidos por células T
CD4" de criancas de 4rea endémica durante a infeccdio por P. falciparum (Walther et al.,
2009). Corroborando este dado, foi descrita a produgiio de IFN-y e IL-10 por células T CD4"
estimuladas por hemaécias parasitadas em criancas infectadas pelo P. falciparum. Nesse
trabalho, foi demonstrada a importancia da populagdo de células de memoria efetora CCR7
CD45RACD27" produtora de citocinas (Jagannathan, Eccles-James, et al., 2014). Foi
descrito também que células T CD4"CD25 Foxp3~ apresentaram produgio significativa de IL-
10 sete dias apds o tratamento para maldria causada pelo P. falciparum. Além disso, células T
CD4" de criangas infectadas pelo P. falciparum, sete dias apos o tratamento, sdo capazes de
produzirem simultaneamente IL-10, [FN-y e TNF-a em resposta ao estimulo in vifro por com
hemacias parasitadas (Portugal et al., 2014). Durante infec¢do pelo P. vivax, foi avaliada
presenga de IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-10, além de niveis infimos de IL-4 no sobrenadante de
cultura quando estimulada por reticulocitos infectados , indicando uma resposta Thl. Além
disso, foi demonstrada a importancia do perfil Thl em animais inducible T-cell costimulatory

(ICOS) deficiente, que apresentaram elevada producdo de IFN-y e expressdo de Tbet em
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células T CD4" e CDS8", o que sugere a importancia de ICOS na regulagdo de Thl durante a
infecgdo pelo P. chabaudi (Wikenheiser et al., 2015).

Outra subpopulacdo celular de células T sdo as células Tth (T follicular helper) que
sdo responsaveis pela ativagdo de células B no centro germinativo induzindo-as a se
diferenciar em B de memoria e plasmocitos produtores de anticorpos (Crotty, 2011). Apesar
da expressdo de ICOS néo ser essencial nos momentos iniciais para diferenciacdo de Tth ou
ndo influenciar na producdo de anticorpos, esta molécula € necessaria para manutencdo da
resposta de anticorpos de alta afinidade na infec¢do pelo P. chabaudi (Wikenheiser et al.,
2015). Além disso, em pacientes infectados pelo P. falciparum foi observado citocinas do
perfil Thl, no entanto suas células Tth, que apresentaram maior capacidade de ativagdo de
células B foram células que ndo expressam CXCR3. Apesar de essas células ativarem
linfécitos B, ndo foi observada correlagdo com a produgdo de anticorpos (Obeng-Adjei et al.,
2015). Essa subpopulagdo de célula T ¢ fundamental no desenvolvimento da resposta imune
humoral, na ativag¢do de células B (Crotty, 2011) para consequente produgdo de anticorpos
(Wipasa et al., 2010) e nos mecanismos capazes de eliminar o parasito como a fagocitose
mediada por anticorpos, que na maioria das vezes apenas controla a parasitemia, ndo sendo
capaz de eliminar de maneira estéril o parasito (Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Zhou et al.,
2015). Os linfécitos B foram caracterizados na malaria causada pelo P. falciparum podendo
ser subdivididos em células B de memoria, que sdo as ativadas, cldssicas ou atipicas
(apresentam perfil disfuncional), células B naive, células B imaturas e plasmdcitos (Weiss et
al., 2009).

As células apresentadoras de antigenos (APCs), como as células dendriticas,
desempenham papel fundamental para que células T sejam devidamente ativadas. No entanto,
foi descrito anteriormente, que tanto a infec¢do pelo P. falciparum quanto pelo P. vivax leva a
diminui¢do das células dendriticas (Goncalves et al., 2010). Uma possivel explicagdo seria a
presenga de altas parasitemias, caracteristica da fase aguda da malaria, que levaria a apoptose
dessas células (Elliott ef al., 2007). A maturacdo de células dendriticas ocorre apos o contato
direto célula-célula, além da fagocitose de hemacias parasitadas, o que resulta no aumento da
expressdo de MHC classe II, moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 e CD86), e produgdo
de IL-12 e TNF-a (Seixas ef al., 2009; Wu et al., 2010). Entretanto, a maturagdo de células
dendriticas é diminuida em fun¢do do aumento da quantidade de hemacias parasitasdas pelo
P. falciparum (Urban et al., 1999; Elliott et al., 2007). Os subtipos de células dendriticas
podem influenciar o perfil de células T geradas. Foi demonstrado que células dendriticas

plasmocitoides estimuladas por CpG ODN via TLR9 causam diferencia¢do de células naive
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em células T reguladoras (Moseman et al., 2004). Além disso, foi demonstrada a importancia
de TLRs para ativagdo de Treg em camundongos TLR9"/" infectados com P. yoelli (Hisaeda et
al., 2008). Esse cenario poderia influenciar diretamente o aumento da propor¢do de células T
reguladoras com o intuito de modular a resposta imune na maldria vivax, uma vez que a
ativacdo de TLRY pelo DNA ligado a hemozoina induz inflamagdo. As infec¢des pelos P.
falciparum e P. vivax sdo caracterizadas pelo aumento na frequéncia de células Treg, o que
sugere a participacdo dessas células na doenca (Jangpatarapongsa ef al., 2008; Bueno et al.,
2010). O aumento na produgdo de IL-10, citocina moduladora da resposta imune, também ¢
observado em pacientes com maléria (Urban ef al., 2001; Leoratti ef al., 2012).

As células Treg podem ser naturais (nTreg), induzidas (iTreg) ou Trl. As nTreg séo
um subtipo celular no qual € necessaria a apresentacdo antigénica da célula dendritica para a
célula T no timo. Essas células produzem IL-10, TGF-f e IL-35 e expressam Foxp3
(Sakaguchi, 2005; Belkaid et al., 2006; Collison et al., 2010). Ja as iTreg sdo formadas
através da apresentagdo antigénica para células T naive por células dendriticas semi-maduras
em Orgdos linfoides periféricos através do estimulo antigénico. As iTreg produzem IL-10 e
TGF-B e expressam Foxp3 (Lutz e Schuler, 2002; Mills, 2004; Belkaid, 2008). As células
Trl, também produtoras de 1L-10, s@o células naive que sdo diferenciadas na presenca das
citocinas TGF-f e IL-27 ou na presenga de vitamina D3 e dexametasona (Battaglia et al.,
2006; Apetoh et al., 2010). Foi demonstrado que células de memoria de pacientes que tiveram
episddios de maléria nos ultimos cinco meses na presenca de nTreg, estimuladas com o
extrato de esquizonte de P. falciparum se convertem em células iTreg (Finney et al., 2012).
As células Treg podem ser subdivididas em nTreg e iTreg. Duas subpopulagdes que se
diferenciam através da expressdo de Helios (Thornton et al., 2010). Helios, um membro da
familia Tkaros, uma molécula caracteristica de células Treg apresenta controvérsias sobre seu
papel na diferenciagdo dessas populacdes. nTreg é considerada uma populagdo que expressa
Helios, no entanto, foi descrita uma populagdo de nTreg que ndo expressa Helios e outro
trabalho demonstrou que a expressdo de Helios independe de sua origem, e sim de seu
estimulo, desse modo células iTreg estimuladas in vifro também expressaram Helios
(Akimova et al., 2011; Himmel et al., 2013; Shevach e Thornton, 2014; Elkord, 2016). Helios
foi caracterizado como molécula de ativagdo de células Treg que € encontrado na regido
promotora do gene de transcri¢do de Foxp3 (Getnet et al., 2010; Akimova et al., 2011).
Pacientes infectados pelo P. falciparum apresentam maior ativacdo de células Treg,
representada pela expressdo de TNFRII em pacientes assintomaticos em relagdo aos mesmos

apos o tratamento (Wammes et al., 2013). Além disso, o aumento de TNFRII indica
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gravidade durante a maldria causada pelo P. falciparum (Minigo et al., 2009). Recentemente
foi demonstrada a diminui¢do da frequéncia de células Treg ativadas em criangas e adultos
assintomaticos infectados pelo P. vivax em relagdo aos individuos saudaveis e aos individuos
sintomdticos (Kho ef al., 2015). Em modelos murinos, foi demonstrada a importancia das
células Treg diminuindo a migra¢do de células efetoras para o cérebro e no controle da
parasitemia da infeccdo pelo P. berghei (Haque et al., 2010). A maioria dos trabalhos
publicados caracterizando as células Treg na malaria vivax ndo utiliza o receptor de IL-7
(CD127) na sua defini¢do, podendo levar & contaminagdo com células T CD4" de memoria e
ativadas (Liu et al., 2006; Bueno et al., 2010; Goncalves et al., 2010). Em respostas do tipo
Thl, células Treg aumentam a expressdo de Tbet, passando a expressar moléculas deste perfil
(Koch et al., 2009; Koch et al., 2012). Sabendo da importancia do perfil Thl na malaria,
ainda ndo ha relatos sobre essa caracterizagdo na regulacdo da resposta imune desta populagéo
na doenga.

Outra possibilidade para a regulagdo da resposta imune desencadeada contra o
Plasmodium spp. seria a expressdo de receptores inibidores por células T antigeno-
especificas, descrita por nosso grupo, em modelos experimentais da malaria e recentemente in
vitro em PBMC de pacientes infectados pelo P. vivax (Butler et al., 2012; Hafalla et al., 2012;
Costa et al., 2015). O estudo da expressdo e fungdo dessas moléculas moduladoras no
contexto da malaria nos auxilia no entendimento da capacidade prejudicada do hospedeiro de
produzir citocinas e executarem outras possiveis respostas efetoras (Costa ef al., 2015).
Recentemente foi demonstrado que a expressdo de cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-
4 (CTLA-4) e programmed cell death protein-1 (PD-1) em células T efetoras de pacientes
infectados pelo P. falciparum sdo capazes de modular a resposta imune de outras células T

(Mackroth et al., 2016).
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Figura 5: Resposta imune ao Plasmodium sp. A resposta imune inata e adaptativa é mostrada na
figura dependente da fase na qual o parasito se encontra: hepatica ou sanguinea. Adaptado de
Crompton et al, 2014 (Crompton et al., 2014).

1.4 Moléculas reguladoras

As células T podem ser induzidas a um estagio disfuncional apos serem fortemente
ativadas. Entretanto, para chegarem nesse fenotipo, a célula T deve reconhecer um antigeno,
primeiro sinal, e interagir com moléculas coestimulatérias (CD28/CD80 ou CD86), segundo
sinal (Turka et al., 1990; Linsley e Ledbetter, 1993). Além da apresentac¢do antigénica intensa,
sinalizacdo via receptores de citocinas como IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-21 e IFN-a podem
levar a expressdo de molélulas associadas a perda de funcdo efetora de células T (Gallimore et
al., 1998; Freeman et al., 2006; Cho et al, 2008; Kinter et al., 2008). A expressdo de
moléculas reguladoras, como, PD-1, ICOS, CTLA-4, T cell immunoglobulin domain, mucin
domain-3 (TIM-3) e Iymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) indica ativacdo celular e
possivelmente comprometimento de sua funcdo efetora (Greenwald et al., 2005; Grosso ef al.,

2009; Fourcade et al., 2010). A fungdo de células T ¢ dependente da quantidade de receptores
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inibitdrios expressos, ou seja, quanto maior a expressdo de receptores inibitdrios, menor a
capacidade funcinal dessas células (Blackburn er al., 2009; Yamamoto et al., 2011). Como
células disfuncionais, as células anérgicas também apresentam marcadores reguladores como
CTLA-4 e PD-1 (Wells et al., 2001; Tsushima et al., 2007). No entanto, é importante lembrar
que disfun¢do difere de anergia, uma vez que durante o reconhecimento de antigenos por
células que se tornardo anérgicas ndo acontece o segundo sinal nem a sinalizacdo pelo
receptor de IL-2 (CD25) (Valdor e Macian, 2013). Além disso, a anergia leva a altera¢do da
expressdo de quatorze genes (GRG4, IKAROS, JUMONII, RPTPa, RPTPx, GBP-3, RGS-2,
CASPASE-3, SOCS-2, DAGKa, LDHAq, CD98, 4-1BB-L e FasL), sendo que doze possuem
expressdo diminuida (apenas Caspase-3 e FasL apresentaram aumento) (Macian et al., 2002;
Wherry et al., 2007).

O aumento de moléculas reguladoras em células T disfuncionais é observado em
varios cenarios. Um exemplo ¢ a expressio de PD-1 em pacientes com virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Sua expressdo é diretamente ligada a viremia dos pacientes
e o bloqueio da interagdo PD-1/PD-L1 aumenta a producéo de IFN-y (Day et al., 2006). Apos
o inicio da terapia anti-retroviral (ART), pacientes HIV positivos apresentaram altos niveis de
marcadores reguladores, como CTLA-4, ICOS, LAG-3 e PD-1, e a expressdo exacerbada de
PD-1 em particular acontece em células T de individuos que desenvolvem a sindrome
inflamatoria de imunorreconstitui¢do (IRIS) em relagdo aos que ndo desenvolveram a
sindrome (Antonelli et al., 2010).

Doengas causadas por protozodrios também podem levar a expressdo de receptores
reguladores. Na infeccdo pelo Trypanossoma cruzi, o uso de camundongos PD-17" revela
papel importante de PD-1 no controle da miocardite (Gutierrez et al., 2011). Em infec¢oes
induzidas pelo Toxoplasma gondii foi demonstrado que a exaustdo de células T CD8" ocorre
apesar do controle da parasitemia durante o inicio da fase cronica. Na fase cronica tardia,
essas células se tornam disfuncionais, levando ao aumento da carga parasitaria e mortalidade
dos animais. Tal disfun¢do € caracterizada por aumento na expressdo de PD-1 em células T
CDS8" em 6rgdos linfoides e ndo linfoides. O bloqueio do PD-1 resulta no controle da carga
parasitaria e prevencdo da mortalidade de animais cronicamente infectados (Bhadra et al.,
2011). Entretanto, em pacientes com leishmaniose visceral hd aumento da expressdo de
CTLA-4 e PD-1, mas o bloqueio dessas moléculas em células sanguineas in vifro ndo restaura
a capacidade responsiva nem diminui a carga parasitaria (Gautam et al., 2013). Foi
demonstrado que durante a infec¢do por Leishmania donovani o bloqueio de PD-1 diminui a

parasitemia in vivo e in vitro em modelos murinos (Joshi et al., 2009).
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Esse cendrio também acontece durante a infec¢do por Plasmodium spp., que
correlaciona o aumento de parasitemia com produgdo de citocinas como IL-6 e IL-10 (Da
Costa et al., 2014). Na malaria humana causada pelo P. falciparum ocorre aumento da
expressdo de receptores inibitérios como PD-1 em pacientes sete dias apos o tratamento em
relacdo aos individuos durante o periodo de seca, fase na qual os individuos ndo apresentam
parasitemia (Butler et al., 2012; Zander et al., 2015). Em diferentes tribos africancas foi
descrito aumento da frequéncia de receptores inibidores como LAG-3 e PD-1 em pacientes
infectados pelo P. falciparum (Illingworth et al., 2012). Em modelos murinos, a infec¢do néo
letal e letal pelo P. yoelli ¢ influenciada de maneira diferente pela expressdo do CTLA-4. Na
infeccdo letal ha aumento da morte dos camundongos apos o bloqueio com CTLA-4.
Entretanto, nenhum efeito é observado no modelo ndo letal. Uma possivel explica¢do ¢ o
aumento de TNF-a no modelo letal ap6s o bloqueio com CTLA-4 (Lepenies et al., 2007).
Durante a infec¢do com o P. yoelli ocorre aumento da frequéncia de PD-1 e LAG-3. Mediante
o bloqueio simultdneo dessas moléculas ocorre diminui¢do da parasitemia e aumento da
frequéncia de células produtoras de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, foi demonstrado
que o bloqueio de PD-1 e LAG-3 induz aumento do niumero de células Tth e plasmdcitos.
Consequentemente, ha maior interagdo T-B no centro germinativo, aumento da produgéo de
anticorpos e da troca de classe de imunoglobulinas (Butler ez al., 2012).

Por outro lado foi demonstrado em modelo murino pela infec¢do com P. berghei
ANKA que o bloqueio de PD-1 ou CTLA-4 aumenta os sintomas da maldria cerebral e a
mortalidade de animais. Foi observado, por microscopia intravital, aumento da carga
parasitaria apos o bloqueio com PD-L1 ou CTLA-4 no cérebro e da carga parasitaria
sistémica desses animais. O bloqueio desses receptores causa aumento da producdo de
citocinas, sendo IFN-y produzida por células T CD8" a citocina mais relevante nesse modelo
para a sintomatologia, uma vez que o bloqueio de IFN-y e PD-1 ou CTLA-4 leva a
diminui¢do dos sintomas de malaria (Hafalla et al., 2012). A infec¢do pelo P. chabaudi
aumenta a expressdo de PD-1 em células T CD4" e CD8" e animais PD17/" controlam a
parasitemia mais rapidamente. Isso possivelmente ocorre devido as células T CD8", uma vez
que durante a fase cronica ha aumento da ativag@o e producdo de IFN-y por essas células em
animais PD17/", mas nfo h4 altera¢do na diferenciacdo de Tth nem alteracdo da resposta de
células B, como demonstrado anteriormente com o bloqueio de duas moléculas inibitorias,
LAG-3 e PD-1 (Butler et al., 2012; Horne-Debets ef al., 2013). Recentemente foi descrito

aumento da molécula de ativagdo, OX40, na infec¢do pelo P. yoelli. Esse trabalho demonstra
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que o bloqueio de PD-1 e o uso do agonista de OX40 diminuem a intera¢do de Tth e células B
no centro germinativo favorecendo o perfil Thl (Zander et al., 2015).

Nosso grupo demonstrou que durante a infeccdo pelo P. vivax ha aumento na
expressdo de receptores inibitdrios em células T, o que compromete suas func¢des efetoras
(Costa et al., 2015). Relatos prévios demonstram a fun¢do de moléculas reguladoras em
células Treg na malaria sdo de natureza descritiva. Recentemente foi realizado um trabalho no
qual se observou aumento de CTLA-4 em células Treg durante infeccdo pelo P. vivax em
relacdo aos individuos saudaveis de area endémica (Goncalves-Lopes et al., 2016). Outra
molécula inibitéria, o PD-1, foi demonstrado em células Treg capazes de expressar PD-1 em
doengas autoimunes como o vitiligo (Tembhre et al, 2015). Além disso, a expressdo de
CTLA-4 em células Treg é constitutiva e participa da sinalizagdo via transendocitose. O
CTLA-4 se liga aos receptores CD80/CD86 que sdo internalizados nas vesiculas lisossomais
de células T e a célula apresentadora de antigeno torna-se transitoriamente incapaz de
apresentar antigeno para outra célula T. Desse modo, CTLA-4 torna-se uma molécula
importante no mecanismo de regulagdo nos momentos iniciais que atua no bloqueio de Akt
apos a ativagdo da fosfatase PP2A (Parry et al., 2005; Fife e Bluestone, 2008; Qureshi et al.,
2011; Shevach e Thornton, 2014). Apesar de serem membros da mesma familia de receptores,
CTLA-4 ¢ PD-1, familia B7 (Greenwald et al., 2005), o PD-1 (CD279) possui seus ligantes
proprios, PD-L1 (CD274) e PD-L2 (CD273) e atua na fase tardia da regulag¢do da resposta
imune em células T bloqueando PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) apos sua ativagdo (Fife e
Bluestone, 2008). Entretanto, esses mecanismos foram descritos apenas em modelo de
tolerancia e ndo na fungdo de células Treg. Foi demonstrado que a desmetilagdo no locus
Pdcdl ¢ um mecanismo epigenético responsavel pela regulacdo do PD-1. Isto foi
caracterizado em células de memoria e células exaustas, demonstrando que a desmetilagdo
aumentaria a expressdo de PD-1 nessas células, o que também poderia ocorrer em células
Treg (Youngblood et al., 2015). Foi demonstrado que a frequéncia de Foxp3 em células Treg
diminui quando PD-1 é bloqueado em cultura em células de pacientes com melanoma (Wang
et al., 2009). No entanto, foi observada menor frequéncia de células Treg PD-1" que
expressam Foxp3 em relagdo as Treg PD-1" além de que o bloqueio de PD-1 aumenta a
expressdo de Foxp3 no modelo de lupus (Wong ef al., 2013). Como pode ser observado, o
papel de PD-1 em células Treg é bastante controverso na literatura. Foi descrito que a via
PD1/PD-L1 é importante na ativagdo e desenvolvimento de células Treg por células
dendriticas (Wang et al., 2008; Francisco ef al., 2009). Além disso, o bloqueio de PD-L1

restaura a capacidade proliferativa de células Treg de pacientes infectados pelo HIV, apesar
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do aumento da proliferagdo de Treg, a capacidade reguladora de células Treg nio ¢
influenciada pela expressdo de PD-1 (Peligero ef al., 2015). Também foi demonstrado que o
aumento de PD-1 em células Treg e a interagdo com PD-L1 em células efetoras pode ser uma
possivel razdo para a diminui¢do da produgdo de IFN-y e menor capacidade proliferativa de
células efetoras no modelo do virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) (Park et al., 2015).
Por outro lado, foi demonstrado que a expressdo de PD-1 por células Treg de pacientes com
virus da hepatite C (HCV) diminui a sua fungdo de regula¢do (Franceschini et al., 2009). Do
mesmo modo, foi observado que o bloqueio associado de PD-L1 aumenta a frequéncia de
células Treg e seu estado de ativagdo caracterizado pela expressdo de CD43 no modelo do
virus Friend (Joedicke et al., 2014).

Como podemos observar a maioria dos trabalhos em maldria, descritos até o
desenvolvimento desse estudo, que abordam o papel de moléculas reguladoras no
desenvolvimento da resposta imunolédgica efetora e de memdria s@o de natureza descritiva. A
caracterizacdo da expressdo e fun¢do de moléculas inibitorias por diferentes subpopulac¢des de
células T na malaria nos trardo informag¢des de como essas moléculas podem modular o curso
da resposta imune durante a infec¢éo pelo Plasmodium vivax. Desse modo a hipotese de nosso
trabalho é que as moléculas reguladoras que s@o expressas em altos niveis em células T e suas

subpopulagdes durante a infec¢do pelo P. vivax modulam suas fung¢des efetoras.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo das moléculas inibitorias CTLA-4, LAG-3, PD-1 e TIM-3 e sua
influéncia na funcdo efetora de subpopulacdes de células T durante a malaria causada pelo P.

vivax.

2.2 Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Avaliar alteragdes de leucdcitos de sangue periférico de pacientes
portadores de maléaria causada pelo P. vivax quanto suas populacdes e subpopulagdes

celulares e expressdo de moléculas inibitorias :

- avaliar a frequéncia de células CD45" expressando CD14, CD19, CD56, CD3 e seus
subtipos CD4" ¢ CD8" durante a infecgfio pelo P. vivax e apds o tratamento com Cloroquina

(150 mg) e Primaquina (15 mg) na posologia preconizada pelo Ministério da Saude;

- avaliar a frequéncia de células T CD4" e CD8" efetoras (CD45RO'CD27’), de memoéria
central (CD45RO"CD27") e memoria efetora (CD45RO'CD27) expressando CTLA-4, PD-1,

TIM-3 e LAG-3 durante a infecc¢éo pelo P. vivax e ap6s o tratamento;

- avaliar a frequéncia de células Treg (CD3+CD4+CD25+CD12710WF0xp3+) em pacientes

infectados pelo P. vivax e apds o tratamento;

- avaliar o padrdo de expressdo de moléculas inibitorias (PD-1 e CTLA-4) em células Treg

durante a infecc¢do pelo Plasmodium vivax e apds o tratamento;

- avaliar a expressdo de Foxp3 em células Treg, Treg CTLA-4", Treg CTLA-4", Treg PD-1" e

Treg PD-1" em pacientes infectados pelo P. vivax e ap6s o tratamento;

- avaliar fenotipicamente a frequéncia de células expressando Helios e Tbet em células Treg,

Treg PD-1" ¢ Treg PD-1"durante a infecgio pelo Plasmodium vivax e apds o tratamento.
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Objetivo especifico 2: Avaliar os niveis de anticorpos plasmaticos:

- avaliar os niveis plasmaticos de IgG e IgM contra a proteina AMA-1 em pacientes durante a

infeccdo pelo P. vivax e ap0s o tratamento.

Objetivo especifico 3: Avaliar a capacidade das moléculas inibitérias modularem as fungdes

efetoras de leucdcitos de pacientes infectados pelo P. vivax:

- avaliar os niveis de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-0J e IL-17) em
sobrenadante da cultura de leucdcitos de paciente com malaria apds o bloqueio simultaneo das

moléculas inibitorias CTLA-4, PD-L1 e TIM-3.

Objetivo especifico 4: Avaliar a capacidade de PD-1 alterar as fun¢des das células T

reguladoras na malaria causada pelo P. vivax:

- correlacionar a frequéncia de células Treg, Treg CTLA-4", Treg PD-1" e Treg CTLA-4 PD-
17 e pardmetros bioquimicos, como bilirrubinas diretas, bilirrubinas indiretas e bilirrubinas

totais avaliados em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax;

- avaliar a proliferagdo de células T CD4" de pacientes apos o tratamento quando cultivadas

na presenca de células Treg de pacientes apds o tratamento ou de pacientes durante a malaria;

- avaliar a frequéncia de células T CD4" produtoras de IFN-y quando cultivadas na presenca

de células Treg e suas subpopulagdes, PD-1" ou PD-1" durante a maléria;

- avaliar a frequéncia de células Treg e suas subpopulagdes, PD-1" ou PD-1" produtoras de

IFN-y quando cultivadas na preseng¢a de células efetoras durante a malaria.



39

3 MATERIAL E METODOS



40

Material e Métodos

3.1 Pacientes - critérios de inclusio

Os pacientes participantes residentes em Porto Velho- RO foram selecionados em
colaboragdo com o grupo de pesquisadores e médicos do CEPEM (Centro de Pesquisa em
Medicina Tropical) e CEMETRON (Centro de Medicina Tropical de Rondonia) e Fiocruz-
RO. Todos os pacientes incluidos nesse estudo foram examinados pelos médicos responsaveis
e assinaram o termo de consentimento redigido em portugués de acordo com as normas da
resolugdo 466/2012 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 o uso
de cloroquina (150mg) e primaquina (15mg) nas dosagens preconizadas pelo Ministério da
Saude usando o tratamento longo.

Amostras de sangue periférico foram coletadas de pacientes residentes em darea
endémica, em fase aguda da infec¢do por P. vivax. Foram incluidos no estudo individuos
adultos (idade 2 18 anos), que ndo apresentavam nenhuma outra infec¢do aguda ou cronica
ou gravidez e ndo estavam em tratamento com drogas imunossupressoras. Os individuos
apresentavam exame de gota espessa e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) positivos para
P. vivax. Individuos apresentando co-infecgdo com outras espécies do plasmoddio foram
excluidos. Os mesmos individuos retornaram ao CEPEM 30-45 dias apo6s o inicio do

tratamento para reavaliagdo clinica e uma segunda coleta de sangue.

3.2 Avaliacio de parametros hematologicos e bioquimicos

A avaliagdo hematoldgica consistiu na realizagdo do hemograma para avaliacdo de
hemacias, plaquetas e leucdcitos. Foi realizada a contagem global e diferencial de leucécitos,
incluindo neutrofilos, eosinofilos, mondcitos e linfocitos. Para realizagdo do procedimento,
amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo anticoagulante é4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A glicose foi avaliada em amostras sanguineas

coletadas na presenga de fluoreto de sédio e EDTA, e bilirrubinas, sédio, potassio, uréia,
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creatinina, € as enzimas hepdticas, transaminase glutdmico oxalacética e transaminase

glutamico piravica, foram medidas apds coleta em tubos secos (sem anticoagulante).

3.3 Obtenciao de PBMC

As amostras sanguineas coletadas em tubos na presenca de heparina foram utilizadas
para obtencdo do PBMC. O sangue foi diluido em solugéo 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 300xg. 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 rotagdo, 300xg, por 10 minutos e sua concentragdo
celular foi determinada com a utilizagdo de cadmara de Neubauer e ajustada para o

congelamento em soro fetal bovino a 10% DMSO.

3.4 Caracterizacao fenotipica de células T

A caracterizagdo fenotipica foi realizada com a utilizag¢do de PBMC congeladas em
Porto Velho, transportado a Belo Horizonte em gelo seco e mantidas em nitrogénio liquido.
Aproximadamente 5x10° células, contidas em cada frasco, foram descongeladas rapidamente
na presen¢a de 10 mL de RPMI contendo 20 pg/mL de benzonase nuclease (Novagen). As
células foram lavadas por duas vezes com PBS a 300xg por 10 minutos para remog¢do de
qualquer proteina e incubadas com reagente para avaliacdo de viabilidade celular (Live/Dead
Fixable Dead Cell Stains), conforme recomendado pelo fabricante (Invitrogen). A suspensio
celular foi marcada com trés painéis contendo combinagdes distintas de anticorpos, para a
avalia¢do de células de T de memodria e receptores inibidores, subpopulagdes leucocitarias e
células T reguladoras e receptores inibidores. O painel para a avaliacdo das células T de
memoria e receptores inibidores foi composto por anticorpos contra as moléculas de
superficie diluidos em PBS contendo 0,1% de BSA ¢ 2 mM de azida (tampao de FACS): anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD27, anti-CD45RO, anti-LAG-3, anti-TIM-3, anti-ICOS e
anti-PD-1 conjugados respectivamente com Qdot655, Qdot605, eFluor780, Ax700, PerCP-
eFluor710, FITC, PE, PECy7 e APC (Tabela 1). A incubacdo, com os anticorpos
extracelulares, foi realizada por 20 minutos e as células foram entdo lavadas duas vezes por
centrifugacdo por 4 minutos a 300xg com tampao de FACS (PBS, 0,1% BSA, 2mM azida).
Além disto, a suspensdo celular foi fixada e permeabiliza¢do para a avaliacdo de CTLA-4

intracelular, utilizando-se anticorpo biotinilado. Foi realizada uma nova lavagem por 4
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minutos a 300xg e posterior incubag¢@o por 15 minutos com estroptoavidina QD525. Para
fixagdo e permeabilizacdo foram utilizados os tampdes da eBioscience (Intracellular Fixation
and Permeabilization Buffer), de acordo com as especifica¢des do fabricante.

Para marcacdo de populagdes leucocitérias o painel foi composto por anticorpos contra
as moléculas de superficie diluidos tampao de FACS: anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD19, anti-CD14 e anti-CD56, conjugados respectivamente com FITC, QD655,
QD605, eFluor780, PECy7, PE e APC. A incubacdo, com os anticorpos extracelulares, foi
realizada por 20 minutos e as células foram entdo lavadas duas vezes por centrifugacio por 4
minutos a 300xg com tampao de FACS.

O painel para a avaliagdo das células Treg e receptores inibidores foi composto por
anticorpos contra as moléculas de superficie diluidos em tampao de FACS: anti-CD3, anti-
CD4, anti-CD25, anti-CD127, anti-CD45RO e anti-PD-1 conjugados respectivamente com
Qdot655, eFluor780, PECy7, PE, FITC e APC. A incubagdo, com o0s anticorpos
extracelulares, foi realizada por 20 minutos a temperatura ambiente (TA) e as células foram
entdo lavadas duas vezes por centrifugacdo por 4 minutos a 300xg com tampao de FACS. A
suspensdo celular foi fixada e permeabilizacdo para a avaliagdo da expressdo de marcadores
intracelulares, Foxp3 e CTLA-4, sendo os anticorpos conjugados respectivamente com
PECy5 e biotina. Apds incuba¢do com anticorpo contra os marcadores intracelulares foi
realizada uma nova lavagem por 4 minutos a 300xg para a realiza¢do da incubagdo por 15
minutos da estroptoavidina QD605 para a revelacdo da biotina conjugada ao anticorpo anti-
CTLA-4. Para avaliar os fatores de transcricdo em células Treg utilizamos os seguintes
anticorpos: contra as moléculas de superficie foram diluidos em tampao de FACS: anti-CD4,
anti-CD25, anti-CD127, e anti-PD-1 conjugados respectivamente com Qdot605, Ax700,
eFluor780 e APC. Apds marcacdo extracelular, as células foram lavadas, fixadas e
permeabilizadas como descrito acima para a marcagdo intracelular com os anticorpos anti-
Helios, anti-CD3, anti-Tbet e anti-Foxp3 conjugados respectivamente com eFluor450,
Qdot655, PE-CF594 e PercpCy5.5. Para fixagdo e permeabilizagdo foram utilizados os
tampdes da eBioscience (Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer), de acordo com
as especificacdes do fabricante. As células foram adquiridas no citometro LSR Fortessa (BD
Pharmingen). Para andlise dos dados foi o utilizado o programa FlowJo 10 (TreeStar). A

tabela abaixo caracteriza os anticorpos utilizados no estudo.
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Tabela 1: Lista de anticorpos utilizados para citometria de fluxo, fenotipagem e experimentos

funcionais.
Marcador Fluorocromo Clone Fabricante Funcio
LIVE/DEAD Violeta Invitrogen Utilizado para exclusdo de morte celular
LIVE/DEAD Acqua Invitrogen Utilizado para exclusdo de morte celular
CD3 Qd655 S4.1 Invitrogen Marcador de células T
CD4 Qdot605 S3.5 Invitrogen Define subpopulagéo de célula T
CD4 eF780 RPA-T4 eBioscience Define subpopulaggo de célula T
CD8 eFluor780 RPA-T8 eBioscience Define subpopulagéo de célula T
CD14 PE HCD14 Biolegend Marcador de mondcitos
CD19 PECy7 SJ25C1 eBioscience Caracteriza populagdo de células B
CD25 Ax700 M-A251 BD Receptor de 1L-2
CD25 PECy BC96 eBioscience Receptor de 1L-2
CD27 Ax700 0323 eBioscience Define células naive e de meméria
CD45 FITC HI30 BD Expresso em leucécitos
CD45RO PerCP- UCHL1 eBioscience Define células de memdria e ativadas
eFluor710
CD45RO FITC UCHLI1 eBioscience Define células de memodria e ativadas
CD56 APC B159 BD Maracador de células NK
CD127 PE R34.34 Beckman Receptor de IL-7
Coulter
CD127 Ax780 eBioRDRS eBioscience Receptor de IL.-7
CTLA-4 Biotina 14D3 eBioscience Membro da familia B7 que compete com
CD80 ¢ CD86 com maior afinidade. Atua
nos momentos inicias da resposta imune.
CTLA-4 Purified BNI3 BD Bloqueador de CTLA
Estreptavidina Qdot525 Invitrogen
Estreptoavidina Qdot605 Invitrogen
Foxp3 PercpCy5.5 PCH101 eBioscience Fator de transcri¢do expresso em altos niveis
em células Treg
Helios eFluor450 22F6 eBioscience Molécula expressa em células Treg
1ICOS PECy7 ISA-3 eBioscience Molécula regulatdria que modula Thl
IFN-g eF450 45.B3 eBioscience Citocina caracteristica do perfil Thl
Ki67 PERCPCy5.5 B56 BD Indicador de proliferagéo celular
LAG-3 FITC Polyclonal R&D Systems Molécula inibitdria que compete
diretamente com CD4 e CD8 na regido de
ligagdo de MHC
PD-1 APC EF12.2H7 Biolegend Membro da familia B7 que possui seus
ligantes proprios, atua em momentos tardios
inibindo a via PIK3.
PD-L1 Purified 29E.2A3 Biolegend Bloqueador de PD-L1
TIM-3 PE 344823 R&D Systems Glicoproteina inibitéria expressa
principalmente no perfil Th1 que se liga ao
TIM-3-L
Tbet PE-CF594 04-46 BD Fator de transcricao caracteristico do perfil
Thl
TIM-3 Purified F38.2E2 Biolegend Bloqueador de TIM-3

3.5 Avaliacéio dos niveis dos anticorpos anti-AMA-1 por ELISA

O antigeno AMA-1, na concentracdo padronizada de 100 ng/pogo (1 pg/mL), foi

distribuido em placas de ELISA de 96 pogos e incubado overnight a 4°C. As placas foram

lavadas por trés vezes com PBS-Tween 0,05% e bloqueadas com leite desnatado por uma hora

a 37°C. O plasma foi diluido na concentragdo padronizada de 1:100 em PBS-Tween 0,05% +

leite desnatado 3%. As placas foram lavadas novamente por trés vezes com PBS-Tween

0,05%, os plasmas diluidos foram adicionados as placas e incubados por uma hora a 37°C.
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Apds incubagdo, o soro foi descartado e as placas lavadas por dez vezes com PBS-Tween
0,05%. Uma solugdo contendo anticorpo de cabra anti-humano, IgG ou IgM (Sigma),
especificos para regido Fc, na diluicdo de 1:500, conjugado com peroxidase foi incubada por
uma hora a 37°C. Depois de lavado com PBS-Tween 0,05% foi adicionada uma solugéo de
estreptoavidina (Sigma) na dilui¢do de uso 1:2000. A reagdo enzimatica de revelagdo foi
iniciada apds lavagem da placa com PBS-Tween 0,05% e posterior adigdo de
tetrametilbenzidina (Sigma) na concentracdo de 10 mg/mL, em tampao citrato-fosfato pH=>5,
contendo peroxido de hidrogénio (0,03% [vol/vol]). Apdés 20 minutos de reacdo em
temperatura ambiente, a reagdo foi parada com a adicdo de H,SO4 4N. Para obtengdo dos
resultados, a placa foi lida no leitor de places VERSAmax microplate reader com uma
densidade o6tica (OD) de 450 nm. Os resultados foram expressos em indice de reatividade
(IR), que € caracterizado pela divisdo dos valores da OD de cada amostra pelo cut-off. O cut-
off foi determinado com a soma da média da OD mais trés vezes o desvio padrio da média de
24 individuos que nunca foram expostos a maldria. Os valores considerados positivos

obtiveram IR acima de 1,0.

3.6 Obtencio de reticuldcitos

3.6.1 Obtencao de reticulocitos infetados

Apos a separacdo por gradiente de Ficoll, as papas de hemacias foram reunidas em um
unico tubo e lavadas por duas vezes por 8 minutos a 400xg. O volume da papa de hemacias
foi criopreservado na razdo de 1/1 em Glycerolite 57 (Baxter). Apenas os pacientes que
apresentaram parasitemia de 501 parasitos/mm?® até 100.000 parasitos/mm? tiveram suas
hemécias congeladas. Para o descongelamento das hemacias foi realizado um gradiente
salino, a fim de evitar hemolise. Apds o descongelamento das hemacias em banho-maria a
37°C e transferir o volume para um tubo falcon de 50 mL, foi adicionado 20% do volume de
hemécias de solugdo NaCl 12% e realizada incubagdo por 5 minutos a temperatura ambiente.
Foi adicionado 10 mL de NaCl 1,6% e a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos, 600xg,
TA. O sedimento foi ressuspendido em 10 mL de NaCl 0,9% Dextrose 0,2%, e centrifugado
por 10 minutos, 600xg, TA. O sobrenadante foi descartado com pipeta. Para cada tubo
descongelado, 10 mL do meio McCoy (Gibco) de cultivo foi preparado em placa de Petri
(meio McCoy 70%, 25% soro humano AB (Cellgro), 0,5% glicose (solugdo 20x)). O cultivo
foi feito em dissecador em estufa a 37°C por 20 horas (5% CO,, 5% O,, 90% N;) (o que
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chamamos de maturagdo de reticuldcitos). Apds a maturagdo, o volume da placa foi
centrifugado por 300xg por 5 min a TA. O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de RPMI.
Preparou-se o Percoll (Sigma Aldrich) a 45% (80 mL percoll 100% + 20 mL RPMI 5X sem
bicarbonato para preparo de percoll 80%; 100 mL percoll 80% + 6,4 mL. NaHCO; + 71,3 mL
RPMI 1X para preparo de Percoll 45%). SmL de percoll 45% foi acrescentado em tubo de 15
mL. Os 5 mL do sedimento ressuspendido foram adicionados vagarosamente sobre o Percoll
45% e centrifgugado a 1830xg por 10 min (aceleragdo 9 e sem freio). Apds a centrifugagio, o
sobrenadante foi descartado e foi feita a coleta do anel de reticuldcitos infectados para um
tubo novo. Foram realizadas duas lavagens com RPMI por duas vezes a 600xg por 5 min, TA

(Ihalamulla e Mendis, 1987; Carvalho ef al., 2010; Noulin et al., 2013).

3.6.2 Obtencao de reticulocitos saudaveis

Para obtencdo de reticuldcitos saudaveis, foram coletados 8 tubos de individuos de
area ndo endémica e realizado gradiende de ficoll gelado. Os neutréfilos foram coletados com
pasteur de vidro e a papa de hemadcias foi completada para 20 mL. de RPMI 1% soro humano.
Preparou-se o Percoll 65% (80 mL percoll 100% + 20 mLL RPMI 5X sem bicarbonato para
preparo de percoll 80%; 100 mL percoll 80% + 4,4 mL NaHCO; + 18,6 mL. RPMI 1X para
preparo de Percoll 65%). 20 mL de percoll 65% foi acrescentado em tubo de 50 mL. Os 20
mL de papa ressuspendidos foram adicionados vagarosamente sobre o Percoll 65% e
centrifgugado a 1830xg por 10 min (aceleracdo 9 e sem freio). Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e foi feita a coleta do anel de reticuldcitos ndo infectados para um

tubo novo. Foram realizadas duas lavagens com RPMI por duas vezes a 600xg por 5 min, TA.

3.7 Avaliacio da influéncia de receptores inibitérios na producio de citocinas

PBMC de pacientes infectados pelo P. vivax foram plaqueados em placas de cultura de
96 pocos em uma propor¢ido de 1 (2,5x10° células) PBMC para 3 (7,5x10° células)
reticulocitos infectados pelo P. vivax ou saudaveis/pogo. As PBMC foram adicionalmente
cultivadas com anti-CD3 (1 pg/mL, clone HIT3a) e anti-CD28 (0,5 pg/mL, clone CD28.2)
(BD Pharmingen) e na auséncia de estimulo. Reticuldcitos infectados e ndo infectados foram
co-cultivados com PBMC na presenga de co-estimulo, anti-CD28. RPMI 10% (RPMI 1640,
10% FCS, 100 mg/mL estreptomicina,100 U/mL penicilina) foi utilizado nas culturas. Para

avaliar o efeito de moléculas reguladoras, as células foram incubadas com uma mistura dos
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anticorpos bloqueadores, anti-CTLA-4, anti-PD-L.1 e ani-TIM-3. Os sobrenadantes foram

coletados apos 96 horas de cultura e mantidos a -80 °C até dosagem de citocinas.

3.8 Ensaio de proliferacio celular por CFSE

Células efetoras T CD4" sorteadas foram marcadas com 1,25uM CFSE (Molecular
Probes) por 8 minutos e logo apds foram lavadas trés vezes com RPMI suplementado com
soro fetal bovino 10%. Células efetoras marcadas com CFSE foram cultivadas com Treg na
presenca de anti-CD3/CD28. As células foram foram mantidas em cultura por cinco dias,
marcadas com CD4 e CD3, conjugados respectivamente com Bv605 e Qd655. Células mortas

foram excluidas usando o marcador de morte celular (Life Technologies).

3.9 Purificacdo das subpopulacdes de Treg e preparo de culturas para avaliacio da

funcio de células Treg na malaria

Sangue de pacientes infectados com P. vivax foi coletado em 4rea endémica e enviado
para Belo Horizonte — MG, e o processamento iniciou-se no maximo 24 horas apos a coleta.
Imediatamente apds recebimento foi realizado o gradiente de Ficoll, coletado o anel de PBMC
e a papa de hemacias para purificacdo de reticuldcitos infectados. A separagdo de células por
sorting pode ser baseada nas propriedades funcionais, bioquimicas ou morfologicas das
células. As mesmas ndo sofreram danos mensuraveis durante o processo e as populagdes
obtidas foram posteriormente utilizadas em ensaio in vifro, ja que todo o processo foi
realizado sob condi¢bes estéreis. Basicamente o que ocorre no processo de sorting ¢ a
aplicagdo de vibragdes ultrassonicas a suspensdo celular (flow cell) favorecendo a formagéo
de gotas (droplets). As gotas que possuirem no seu interior as células de interesse passardo
por um pulso elétrico onde elas podem permanecer sem carga ou receber uma carga positiva
ou negativa de acordo com os critérios pré-estabelecidos no software. Em seguida, as gotas
carregadas passam por entre duas placas elétricas onde, de acordo com a polaridade, as gotas
vao ser defletidas para a esquerda ou para a direita caindo em tubos coletores. As populagdes
podem ser separadas com uma pureza de até 98% na primeira passagem. Se maiores graus de
pureza sdo desejados a suspensdo purificada pode ser submetida ao sorting novamente. Foi
realizado sorting para separar a populacdo de mondcitos, usando anticorpos anti-CD14 e anti-
CD4, conjugados respectivamente com APC, Ax700. Nesta primeira separacdo foram

coletadas as células CD14", CD4" e as células CD14°CD4". Para o segundo sorting foi
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realizada a marcacdo com os anticorpos anti-CD25, anti-CD127 e anti-PD-1, conjugados
respectivamente com os fluoroforos PECy7, Ax780 e APC. Como resultado da segunda
separa¢do obtivemos células CD25°CD1274™PD-17, CD25"CD127%"PD-1", CD25'CD127".
As células Treg totais foram definidas como a soma da mesma quantidade de células
CD25'CD127"PD-1" ¢ CD25'CD127Y™PD-1". Denominou-se PBMC pos-sorting a
suspensdo celular depletada de Treg e mondcitos (PBMC-Mon-Treg) e essas foram utilizadas
nas culturas. A razdo de PBMC-Mon-Treg e Treg (e suas subpopulagdes) foi de 4:1. Apos
definir a quantidade PBMC-Mon-Treg, 25% de mondcitos foi adicionado as culturas. Trés
reticuldcitos infectados foram acrescentados para cada monocito. As culturas foram realizadas
na presenga de 10% de plasma de um paciente selecionado infectado. Além disso, foi
realizado sorting de PBMC congelado de pacientes durante a fase aguda da malaria e apos o
tratamento, a fim de separar células efetoras T CD4" e células Treg. Para esta separagio foram
utilizados os seguintes anticorpos: anti-CD66b, anti-CD4, anti-CD25, anti-CD127 conjugados
respectivamente com PE, Qdot605, PECy7 e Ax780. Foram utilizadas células efetoras T
CD4" de individuos apos o tratamento cultivados com as células Treg do mesmo individuo
ap6s o tratamento ou durante a fase aguda da malaria. A razdo de células efetoras T CD4" e
Treg foi de 4:1. As células foram cultivadas em presenga de anti-CD3 e anti-CD28. As
culturas foram mantidas por cinco dias em estufa de CO, a 37°C para avalia¢do de citocinas e

proliferagdo celular.
3.10 Avaliacao da producio de citocinas intracelulares e proliferacao celular

Anteriormente as culturas as PBMC-Mon-Treg foram incubados com CFSE por 8
minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente para avaliar-se a proliferagdo celular ao
final de 5 dias de cultura. No quarto dia e meio de cultura, brefeldina A (Golgi Stop, BD) foi
adicionada a cultura por 8 horas (overnight) para interrup¢do da secrecdo de citocinas. As
células foram lavadas por duas vezes com PBS, sendo centrifugadas a 300xg por 10 minutos,
para remocdo de qualquer proteina soluvel no meio de cultura, e incubadas com reagente de
viabilidade celular (Live/Dead Fixable Dead Cell Stains), conforme recomendado pelo
fabricante (Invitrogen). A suspensdo celular foi marcada com paineis contendo combinagdes
distintas de anticorpos, para a avaliagdo de citocinas e proliferacdo de células T. O painel para
a avaliagdo das células T foi composto por anticorpos contra as moléculas de superficie
diluidos em tampdo de FACS: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25 e anti-PD-1 conjugados
respectivamente com, Qdot605, Ax700, PECy7 e APC. A incubagdo, com os anticorpos
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extracelulares, foi realizada por 20 minutos e as células foram entdo lavadas duas vezes com
tampao de FACS e centrifugacdo por 4 minutos a 300xg. A suspensdo celular foi fixada e
permeabilizada para marcagdo com anti-IFN-gama, anti-CD3, anti-Foxp3, conjugados
respectivamente com eF450, Qdot655 e PercPCy5.5. Para fixagdo e permeabilizacdo foram
utilizados os tampdes da eBioscience (Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer), de

acordo com as especificagdes do fabricante.

3.11 Quantifica¢o dos niveis de citocinas por CBA

A quantificag@o dos niveis séricos de 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17A
foi realizada utilizando-se o sistema citofluorométrico com microesferas fluorescentes (CBA
— Cytometric Bead Array, BD Pharmingen). Esse sistema 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 avaliagdo simultanea de diversas
citocinas no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de amostra. Antes de iniciar o
processo da avaliagdo das citocinas do plasma, foi realizada uma incubag¢do da reacdo das sete
esferas com o tampdo de enriquecimento destas (Serum Enhancement Buffer) como indicado
pelo fabricante. Resumidamente, 50 pul. 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, denominacgdo dada pelo fabricante, e das amostras a serem testadas foram
adicionados aos seus respectivos pogos. As misturas foram incubadas por 90 minutos, a
temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz. Apos a incubagdo, as esferas de captura foram
lavadas por duas vezes com 150 pL da solucdo tampao (PBS) e centrifugadas a 200xg, por 5
minutos. 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 15 pL. de PE (Human Thi/Th2/Thi7 PE Detection Reagent). Apos a
incubag@o, as esferas foram novamente lavadas, o sobrenadante descartado, e 200 plL de
solugdo tampdo adicionados para ressuspensdo das esferas e posterior aquisi¢do das amostras
no FACSVerse. Foi utilizado o software FACSSuite e o Calibrate Beads da BD com o
objetivo de ajustar o equipamento. Para cada amostra processada foram adquiridos 2100
eventos dentro de regido pré-estabelecida (300 eventos por parametro testado). O calculo dos

niveis de citocinas foi realizado com a utilizagdo do software FCAP Array (BD Pharmingen).
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3.12 Analise estatistica

Para a avaliacdo da normalidade dos dados foi utilizado o teste de D’Agostino e
Pearson. Para comparacdo dos pacientes antes e apos o tratamento foi utilizado o teste de
Wilcoxon e Teste T Pareado. Para as correlagdes entre os dados foi utilizado teste de
Spearman. Os valores de p< 0,05 foram considerados como significativos. O software

GraphPad Prism 5 foi utilizado para andlise dos dados.

3.13 Avalia¢do por comités de ética

Os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da Fundagdo Oswaldo Cruz (Carta de
aprovacgdo numero 19/2011-CEP/CPqRR/FIOCRUZ/MS).
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4 RESULTADOS
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Resultados

4.1 Caracterizacao da populacio de estudo

Para realizagdo desse estudo foram utilizadas amostras de PBMC de quatorze
pacientes para imunofenotipagens, sendo doze individuos do sexo masculino e dois do sexo
feminino, com uma média de idade de 41,17 anos £ 9,69, que variou de 26 a 62 anos. Desses
pacientes, trés eram primo infectados, quatro tiveram até cinco infec¢des e o restante mais que
cinco episddios de maldria. Durante a infeccdo pelo P. vivax foi observado reducdo no
hematocrito (*,01 <P <,05; pelo teste de Wilcoxon), e no numero de plaquetas (**,001 <P <
,01; pelo teste de Wilcoxon) e aumento dos niveis de ALT (alanina transaminase) (*,01 <P <
,05; pelo teste de Wilcoxon). No entanto, ndo observamos diferenca durante a infec¢do e apds
o tratamento nos niveis de hemoglobina, hemacias, leucdcitos, creatinina e AST (aspartato
aminotransferase). Além disso, 12 pacientes apresentaram mialgia, 10 pacientes reportaram

cefaléia e 10 pacientes apresentaram calafrios como sintomas malaricos (Tabela 2).



Tabela 2. Populacdo do estudo. Dados laboratoriais e clinicos de pacientes infectados com Plasmodium vivax.

Género Idade # Casos de Malaria Dados hematologicos Sintomas

ID do Ist <5 >5 Hemoglobina | Hematécrito | Hemdcias Leucdcitos Plaquetas Creatinina AST ALT Mialgia Cefaleia | Calafrios
Paciente g/dL % x10%mnt’ x10°%/mnt’ x 10%/mm’ mg/dL U/L U/L

P26 Pv* Masculino 41 X 14,2 41,6 4,70 6,1 112 1,00 31 20 Sim Nio Sim
P26 AT** | Masculino 41 14,0 47,7 4,82 5,0 121 0,55 29 20 Nao Nao Nao
P28 Pv Feminino 41 X 13,8 40,2 445 7,7 120 0,70 12 16 Sim Sim Sim
P28 AT Feminino 41 13,3 40,9 4,53 7,0 171 0,90 20 15 Nao Nao Nao
P31 Pv Masculino 28 X 14,4 43,7 498 4,7 41 0,30 39 31 Sim Nio Sim
P31 AT Masculino 28 15,5 46,9 5,54 6,5 177 0,49 40 38 Nio Néo Nio
P33 Pv Masculino 34 X 13,1 37,6 431 5,1 151 0,60 11 15 Sim Sim Sim
P33 AT Masculino 34 13,6 39,1 451 8,0 249 0,90 16 15 Nio Néo Nio
P36 Pv Masculino 44 X 14,3 42,0 4,82 6,9 ND 0,07 47 20 Sim Sim Nio
P36 AT Masculino 44 15,8 453 5,14 5,5 189 0,70 13 12 Nao Nao Nao
P37 Pv Masculino 38 X 13,6 414 5,24 4,0 52 0,83 85 68 Sim Sim Sim
P37 AT Masculino 38 15,9 47,7 5,82 6.9 238 0,40 14 15 Nao Nao Nao
P38 Pv Masculino 45 X 13,3 41,9 4,42 5,1 65 1,00 64 35 Sim Sim Sim
P38 AT Masculino 45 17,4 50,6 5,35 49 195 0,90 23 42 Nio Néo Nio
P39 Pv Masculino 37 X 13,6 39,1 4,84 25 30 1,09 172 178 Sim Sim ND
P39 AT Masculino 37 14,5 43,1 5.2 4,7 94 1,09 25 21 Nio Néo Nio
P42 Pv Masculino 46 ND ND ND 11,1 32,2 3,6 2,0 44 0,73 22 31 ND ND ND
P42 AT Masculino 46 14,7 42,6 4,63 3.8 101 0,90 24 22 Nao Nao Nao
P43 Pv Masculino | ND*** X 6,7 23,1 2,62 34 220 0,80 20 36 Sim Sim Sim
P43 AT Masculino ND 13,2 41,0 4,59 5.8 161 0,70 23 19 Nao Nao Nao
P48 Pv Masculino ND X 14,2 431 4,89 4,1 179 0,70 38 51 Sim Sim Sim
P48 AT Masculino ND 11,9 38,5 4.4 5,7 201 1,00 26 23 Nio Néo Nio
P110 Pv Masculino 26 X 14,2 41,0 49 75 119 0,80 28 37 Sim Sim Sim
P110 AT Masculino 26 13,3 37,0 4,1 6,0 201 0,70 23 19 Nio Néo Nio
P111 Pv Feminino 62 X 13,0 40,0 5.5 10,0 155 1,00 27 45 Sim Sim Sim
P111 AT Feminino 62 14,4 45,8 5.8 7,5 255 0,70 13 14 Nao Nao Nao
P112 Pv Masculino 52 X 14,2 40,3 4,85 5,0 53 ND ND ND Nio Nio Nio
P112 AT Masculino 52 14,6 40,7 4,71 5,5 176 1,16 23 39 Nao Nao Nao

* Pv: Plasmodium vivax

**AT: ApOs tratamento

***ND: Ndo determinado



4.2 Caracterizacao da populacio leucocitaria

Apods descongelamento das PBMC, a viabilidade celular foi avaliada pela
incorporagdo de Live/Dead, marcador que permeia membranas de células que perderam
a integridade. Esse marcador reage com aminas livres no interior e sobre a superficie da
célula, resultando em coloragdo intensa de células mortas. Em contraste, em células
vidveis, apenas as aminas da superficie estdo disponiveis para reagir com a sonda,
resultando em coloragdo relativamente fraca, a fim de caracterizar a populacdo
leucocitaria que se encontra viavel. O marcador CD45 foi utilizado para a selecdo de
leucécitos. O gate inicial foi feito, portanto em leucdcitos viaveis (CD45 Live/dead™™)
(Figura 6, painel superior). Dentro desse gate foram selecionadas células T (CD3"),
mondcitos (CD14%), células B (CD19") e células CD56° (Figura 6, painéis
intermediarios).

Os linfécitos T foram subdivididos em duas subpopulagdes celulares, CD4" ¢
CDS8" (Figura 6, painel inferior & esquerda). Para a analise das células NK CD56", foi

realizada a exclusdo de células expressando CD3 (Figura 6, painel inferior a direita).
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Figura 6: Estratégia de gate para avaliagio de leucdcitos de sangue circulantes. Selegdo de leucocitos
vidveis (CD45 live/dead™, dot plot superior). Sele¢io de células CD3", CD14", CD19" e CD56" dentre
eventos CD45" vidveis (painéis intermedidrios, dot plots da esquerda para a direita). Selegdo das células T,
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CD4" e CD8" (painel inferior & esquerda) e de células CD56", com a exclusdo de células CD3" (painel
inferior a direita).

4.2.1 Avaliacio da viabialidade e frequéncia das populacées leucocitarias

A imunofenotipagem de populac¢des de leucdcitos e subpopulagdes de células T
foi realizada com células congeladas de pacientes na fase aguda da malaria e apos
tratamento por medicamentos preconizados pelo Ministério da Saude. A viabilidade foi
demonstrada no painel de leucocitos caracterizando os principais subtipos celulares
encontrados no PBMC. Na imunofenotipagem foram caracterizadas células CD3",
CD4", CD8", CD14", CD19" e CD3°CD56". Nio foi observada diferenca na viabilidade

dessas células na fase aguda da malara e apos o tratamento (Figura 7).
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Figura 7: Viabilidade das populacdes celulares avaliadas no PBMC. A frequéncia de células T totais,
CD4" e CD8', CD14", CD19" e CD56" vivas foi avaliada apos o descongelamento de PBMC de pacientes
infectados pelo P. vivax e apds o tratamento (AT) por citometria de fluxo pela incorporagdo do marcador
de viabilidade celular (Live/dead). Barras indicam os valores das médias e erro padréo. (n=12)

Foram avaliadas as frequéncias das células CD3", CD4", CD8", CD14*, CD19" ¢
CD3°CD56" em pacientes durante a malaria e apds o tratamento (AT). Néo foi observada
alteragdo nas frequéncias de subpopulagdes de linfécitos T ou B ou células expressando

CD56. A tnica alteragio encontrada foi na proporcio de células CD14" (Figura 8).
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Figura 8: Frequéncia das populacées celulares no PBMC. Frequéncia de células CD3", CD4", CDS",
CDI14", CD19" e CD3'CD56" em PBMC de pacientes infectados pelo P. vivax apds o tratamento (AT)
apos descongelamento. Barras indicam os valores das médias e erro padrdo. n=12 *** P < 0,001, pelo
teste de Wilcoxon.

Apesar de ndo observarmos alteragdo nas propor¢des de linfocitos durante a fase
aguda da maléria, observamos redu¢do no nimero de linfocitos totais nesses pacientes

quando comparados aos mesmos apos o tratamento (AT) (Figura 9).
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Figura 9: Pacientes infectados pelo P. vivax apresentam diminuicio do numero absoluto de
linfécitos. Numero absoluto de linfécitos avaliado em pacientes infectados pelo P. vivax e apds o
tratamento (AT). Barras indicam os valores das médias e erro padrdo. (n=14) *** P <0,001, pelo teste de
Wilcoxon.

4.3 Produciao de anticorpos contra antigeno do Plasmodium vivax (Pv-AMA-

1)

Uma das principais respostas do hospedeiro ao parasito da malaria é a producio
de anticorpos antigeno-especificos por células B para citotoxidade dependente de
anticorpos e fagocitose mediada por anticorpos, que sdo mecanismos capazes de

controlar o parasito (Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Zhou et al., 2015).
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Nossos resultados mostram que ndo houve diferenga nos indices de reatividade
de IgM contra PvAMA-1 entre fase aguda e apds o tratamento da malaria. Entretanto, os
niveis de IgG foram maiores na fase aguda da maldria em relagdo aos mesmos pacientes

apods o tratamento (Figura 10).
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Figura 10: Producio de anticorpos anti-PvAMA-1. O indice de reatividade de IgM e IgG especificos
para AMA-1 avaliado em pacientes infectados pelo P. vivax apo6s o tratamento (AT). As barras
representam a mediana e o erro padrdo. (n=12) *0,01 <P < 0,05, pelo teste de Wilcoxon.

4.4 Alteracdes do compartimento linfocitario durante a infecciio pelo P. vivax

Para caracterizar as popula¢des das células T efetoras e de subpopulagdes de
memoria foram utilizados os marcadores CD27 e CD45R0O. O CD27 ¢ um receptor da
familia dos receptores de TNF, que possui fungdo co-estimulatoria, tendo como ligante a
molécula CD70. Seu ligante ¢ presente em células T, B e células dendriticas ativadas,
encontradas no centro germinativo e na medula do timo (Tesselaar et al., 2003). O CD27
¢ importante na caracterizacdo de células de memoria antigeno-especificas e na
caracterizacdo de células naive (Hamann et al., 1997). Varias isoformas da familia
CD45, que se diferenciam pela glicosilagdo, foram descritas na literatura até o momento.
Em nosso trabalho, avaliamos a expressdo da isoforma CD45RO, que ¢ caracteristica de
células T de memodria e ativadas. Em células naives sdo encontradas as isoformas mais
longas, CD45RA (Summers et al., 1994). As células de memoria central possuem um
papel fundamental na resposta imune, pois sdo responsaveis pela autorrenovagdo das
células de memoria do sistema imunologico, producdo de IL-2 e sdo encontratadas em
orgdos linféides secundarios e sangue. As células de memoria efetora sdo responsaveis
pela produgdo de citocinas pré-inflamatorios IFN-y e TNF-0, em maiores niveis que as

células de memoria central. Essas células sdo geradas a partir da renovagdo das células
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de memodria central e sdo as responsaveis pela rapida resposta imune a antigenos ja
apresentados ao nosso organismo (Farber et al., 2014).

A Figura 11 representa como foram analisadas as frequéncias de células T CD4"
(A) e CD8" (B) de memoria central (CM), memoria efetora (EM), células T naive (NV) e
efetoras (Ef) de pacientes antes do tratamento (P. vivax) e apds o tratamento (AT) da

doenga baseando-se na expressdo de CD27 e CD45RO.
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Figura 11: Estratégia de gate para caracterizacdo de células T de memdria, naive e efetora. Dot plots
representativos mostram a expressio de CD45RO e CD27 em células T CD4" (A) e CD8" (B) para a
caracterizagdo de células T de memoéria central (CD27'CD45RO’, CM), memoéria efetora (CD27°
CD45RO", EM), naive (CD27 CD45RO", Nv) e efetora (CD27 CD45RO", Ef).

Nio houve diferenca entre as frequéncias de células T CD4" de memoria central
(CD27°CD45RO") ou efetoras (CD27°CD45R0") na fase aguda da doenca e apds o
tratamento (Figuras 11A e 12A). Entretanto, foi observado aumento na frequéncia de
células T CD4" de memoéria efetora (CD27° CD45RO") e diminuigdo na frequéncia de
células naive (CD27'CD45RO’) durante a malaria quando comparado aos mesmos
individuos ap6s o tratamento (AT) (Figuras 11 e 12A). No compartimento de células T
CDS$" a tnica alteragio observada foi a diminuigdo na frequéncia de células efetoras
durante a fase aguda da infec¢do quando comparado aos mesmos pacientes apos o

tratamento (AT) (Figura 11B e 12B).
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Figura 12: Avaliacdo da frequéncia de células de meméria, naive e efetora. A porcentagem de células
T CD4" (A)e T CD8" (B) de EM (CD45RO'CD27), CM (CD45RO'CD27"), Ef (CD45RO CD27) e Nv
(CD45RO CD27") foi avaliado durante a infecgdo pelo P. vivax (@) e apés o tratamento (O). Simbolos
representam pacientes individuais e linhas representam a mediana de cada grupo. Asteriscos representam
as comparagdes entre @ ¢ O. (n=12) *0,01 <P <0.05; **0,001 <P <0,01, pelo teste de Wilcoxon.

4.4.1 Expressao de receptores inibitorios é aumentada em células de memoria

durante a infec¢ao pelo P. vivax em relagao aos demais subtipos avaliados

A avaliagdo da expressdo de receptores inibitorios foi realizada durante a
realizacdo de minha dissertagcdo de mestrado. Demos continuidade a andlises mais
detalhadas, levando-se em consideragdo quatro das possiveis subpopulagdes de linfocitos
T CD4" e CD8", de meméria efetora e central, além de células naive e efetoras durante a
infeccdo pelo P. vivax (Figuras 13 e 14). Foi observado aumento das frequéncias de
células T CD4" expressando CLTA-4, LAG-3, PD-1 e TIM-3 nos compartimentos de
células de memoria efetora e central durante a infec¢cdo quando comparado aos mesmos
individuos apds o tratamento (Figura 13). Também foi observada frequéncia aumentada
de células T CD4" efetoras expressando TIM-3 durante a fase aguda da infecgdo

comparada com individuos apds o tratamento (Figura 13).
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Figura 13: Avaliacio da frequéncia de receptores inibitérios em células T CD4" de meméria, naive e
efetora. A porcentagem de receptores inibitorios em células T CD4" EM (CD45RO'CD27), CM
(CD45RO'CD27"), Ef (CD45RO CD27) e Nv (CD45RO CD27") foi comparada durante a infecgéo pelo
P. vivax (@) e apds o tratamento (O). Linhas representam as medianas de cada grupo. Simbolos
representam pacientes individuais e linhas representam a mediana de cada grupo. Asteriscos representam
as comparagdes entre @ e O. (n=12) *0,01 <P <0 .05; **0,001 <P <0 ,01 e *** P <0 ,001, pelo teste de
Wilcoxon.

Além disso, foi observado aumento das frequéncias de células T CD8"
expressando CLTA-4, LAG-3, PD-1 e TIM-3 no compartimento de células de memoria
efetora durante a infec¢do pelo P. vivax (Figura 14). A presenca do parasito também
levou ao aumento das frequéncias de células T CD8" expressando CLTA-4, LAG-3 e
TIM-3 no compartimento de células de memoria central. Por fim, houve aumento da
frequéncia de células T CD8" naive e efetoras expressando TIM-3 ¢ LAG-3 durante a

fase aguda da malaria (Figura 14).
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Figura 14: Avaliacio da frequéncia de receptores inibitérios em células T CD8" de meméria, naive e
efetora. A porcentagem de receptores inibitérios em células T CD8" EM (CD45RO'CD27), CM
(CD45RO'CD27"), Ef (CD45RO CD27) e Nv (CD45RO CD27") foi comparada durante a infecgio pelo
P. vivax (@) e apds o tratamento (O). Linhas representam as medianas de cada grupo. Simbolos
representam pacientes individuais e linhas representam a mediana de cada grupo. Asteriscos representam
as comparagdes entre @ e O. (n=12) *0,01 <P <0 .05; **0,001 <P <0 ,01 e *** P <0 ,001, pelo teste de
Wilcoxon.

4.5 Influéncia de receptores inibidores na producio de citocinas

A fim de avaliar a fung@o de receptores inibitérios na modulacdo da resposta
imunoldgica, reticulocitos parasitados foram maturados, enriquecidos e colocados em
cultura com PBMC de pacientes infectados. A sinalizagdo através das moléculas CTLA-
4, PD-1 e TIM-3 foram bloqueadas com a utilizagdo de anticorpos monoclonais durante
o estimulo antigénico e a producdo de citocinas foi avaliada. PBMC de pacientes
infectados com o P. vivax foram adicionalmente colocados em cultura com os anticorpos
anti-CD3 e anti-CD28, com reticuldcitos ndo infectados e na auséncia de estimulos.
Quando as células foram cultivadas com os reticuldcitos infectados pelo P. vivax na
presenga dos anticorpos bloqueadores houve aumento na produgdo de IFN-y (59,78
pg/mL vs 1353,54 pg/mL; P = ,005), IL-2 (14,11 pg/mL vs 969,51 pg/mL; P = ,030),
TNF-a (46,95 pg/mL vs 244,21 pg/mL; P =,001) e IL-4 (1,68 pg/mL vs 21,41 pg/mL; P
=,007). Apenas ndo foi observado aumento nos niveis de 1L-10 (13,03 pg/mL vs 20,90
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pg/ mL; P = ,110).0 bloqueio dos receptores inibitdrios ndo alterou os niveis de
citocinas quando as PBMC foram cultivadas na presenca de reticuldcitos ndo infectados,

na presenga de anti-CD3/CD28 ou na auséncia de estimulos (Figura 15).
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Figura 15: Bloqueio simultineo de CTLA-4, PD-1 e TIM-3 aumentam a producio de citocinas
durante a infeccdo pelo P. vivax. PBMC de pacientes infectados pelo P. vivax foram cultivados na
presenca de reticuldcitos infectados (Pv-RET), reticuldcios ndo infectados (RET), na auséncia de estimulo
(Meio) e com anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/28) (da esquerda para direita), na auséncia (-) ou presenga
de anticorpos bloqueadores anti-CTLA-4, anti-PD-L1 e anti-TIM-3 (CPT). Sobrenadante foi coletado 96
horas apds cultura e os niveis de IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-4 e IL-10 foram avaliados por CBA. Barras
indicam os valores das médias e as linhas o erro padrdo de valores coletados em trés experimentos
independentes. (n = 12). **0,001 <P < 0,01 e ***P <0 ,001, pelo teste de Wilcoxon.
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4.6 Estratégia de gate para avaliacido de células Treg

Para a sele¢do de células T reguladoras (Treg), primeiramente foi realizado a
exclusdo de grumos celulares e mondcitos através do gate forward scatter area (FSC-A)
versus forward scatter height (FSC-H) (singlets). Foram realizados gates considerando-
se todas as combinagdes possiveis de fluordéforos para exclusdo de grumos celulares e de
anticorpos, e, finalmente, a aquisicdo foi visualizada em fungdo do tempo para
certificarmos da auséncia de interrup¢do de fluxo durante a aquisi¢do da amostra. Em
seguida foi criado o boolean gate (intersecdo entre diferentes gates) para caracterizagio
de células Treg. Foi definida uma matrix de compensagdo com o uso de beads nao
marcadas e beads marcadas com cada fluoréforos individualmente. Na Figura 16
podemos observar a estratégia para avalia¢do de Treg. Foi realizada a seleg¢do de células
CD3" viaveis, com a exclusdo de células mortas (painel superior, dot plot a esquerda).
Dentro da populagdo de células T vidveis foi selecionada a subpopulacdo de células
CD4" (painel superior, dot plot a direita). Seguindo a hierarquia, dentro da populagio de
células T CD4" foi realizado o boolean gate para definir as células Treg, caracterizadas
pela expressdo de CD25, baixa expressdo de CD127 (painel inferior, dot plot a esquerda)
e expressdo de Foxp3 (painel inferior, dot plot a direita), que resulta na sele¢do de
células Treg CD3"CD4"CD127°CD25 Foxp3™. Alguns trabalhos na malaria avaliam a
populagdo de células Treg sem o uso do marcador CD127 (Liu et al., 2006; Bueno et al.,

2010; Goncalves et al., 2010).
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Figura 16: Estratégia de gate para selecio de células Treg. Células mortas foram excluidas, sendo
selecionadas apenas células CD3" viaveis. A subpopula¢ido de Treg foi definida através da expressdo de
CD4 e a expressdo simultanea de Foxp3, CD25 e baixa ou negativa para CD127.

4.7 Influéncia do P. vivax na frequéncia de células Treg circulantes e na inducéo de

receptores inibitorios

A infec¢do pelo P. vivax induz a produgdo de altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias (Leoratti et al., 2012). Desse modo é necessario que células do sistema
imune atuem para modular respostas potencialmente nocivas. O sitema imunoldgico
pode exercer essa fungdo de varias maneiras, por exemplo, com a atuagdo de células

Treg, através da producdo de citocinas e contato célula-célula (Mills, 2004). Durante a
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infeccdo pelo P. vivax observamos um aumento da frequéncia de células Treg em

relacdo aos individuos apds o tratamento e os individuos saudaveis (Figura 17).
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Figura 17: A infeccio pelo Plasmodium vivax leva ao aumento na frequéncia de células Treg. A
frequéncia de células Treg foi avaliada em pacientes infectados pelo P. vivax antes (@) e apos o
tratamento (O). Linha tracejada a mediana dos individuos saudaveis de area endémica. Simbolos
representam pacientes individuais e linhas representam a mediana de cada grupo. (n=14). *0,01 < P <0
,05, pelo teste de Wilcoxon.

Apos identificacdo das populagdes das células T CD4, como descrito acima,
foram avaliadas as moléculas reguladoras expressas por células Treg. Os niveis de
expressdo de CTLA-4 por células de pacientes infectados pelo P. vivax e dos mesmos
apds tratamento com antimaldricos foram avaliados. Foi observado aumento da
frequéncia de células Treg CTLA-4" durante a malaria aguda em comparagdo com 0s
mesmos pacientes apos o tratamento (Figura 18). Sendo assim, observamos que a

infeccdo desencadeia o aumento da expressdo de CTLA-4 em células Treg.
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Figura 18: Expressio de CTLA-4 por células Treg é induzida em pacientes infectados pelo
Plasmodium vivax. Dot plots representativos mostram as frequéncias de linfocitos Treg expressando
CTLA-4 de pacientes infectados pelo P. vivax (painel a esquerda e grafico de dispersdo (@)) e apds o
tratamento (painel a direita e grafico de dispersdo (O)). Simbolos representam pacientes individuais e
linhas representam a mediana de cada grupo. A linha tracejada representa individuos saudaveis de area
endémica. (n=14). **0,001 <P <0,01, pelo teste de Wilcoxon.
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Além da inducdo da expressdo de CTLA-4, avaliamos os niveis de expressdo de
PD-1 em células Treg de pacientes infectados pelo P. vivax e dos mesmos apds
tratamento com antimalaricos (Figura 19). Foi observado aumento da frequéncia de
células Treg PD1" nos pacientes infectados em relagdo aos mesmos pacientes apds

tratamento e em relagdo aos individuos saudaveis (Figura 19).
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Figura 19: Expressdo de PD-1 por células Treg é induzida em pacientes infectados pelo Plasmodium
vivax. Dot plot representativo mostra a frequéncia de células Treg expressando PD-1 de pacientes
infectados pelo P. vivax (painel a esquerda e grafico de dispersdo (@)) e apds o tratamento (painel a direita
e grafico de dispersdo (O)). Simbolos representam pacientes individuais e linhas representam a mediana

de cada grupo. A linha tracejada representa individuos saudaveis de area endémica. (n=14). *** p< 0,01,
pelo teste de Wilcoxon.

Ap6s caracterizagdo individual da expressdo dos marcadores de interesse, como
demonstrado acima, foi avaliada a co-expressio de CTLA-4 ¢ PD-1 em Treg de
pacientes infectados pelo P. vivax em comparacdo com os mesmos pacientes depois do

tratamento e em relagdo aos individuos saudaveis (Figura 20).
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Figura 20: Expressio simultinea de CTLA-4 e PD-1 por células Treg é induzida em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax. Dot plot representativo mostra a frequéncia de células Treg
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expressando CTLA-4 e PD-1 de pacientes infectados pelo P. vivax (painel a esquerda e grafico de
dispersdo (@)) e apos o tratamento (painel a direita e grafico de dispersdo (O)). Simbolos representam
pacientes individuais e linhas representam a mediana de cada grupo. A linha tracejada representa
individuos saudaveis de area endémica. (n=14). *** p< 0,01, pelo teste de Wilcoxon.

4.8 Correlacao das subpopulacoes de células Treg e receptores inibidores com
parametros bioquimicos

A fim de demonstrar que os marcadores avaliados estdo associados as
manifestagdes clinicas na malaria, foram realizadas correlagdes entre as frequéncias de
células Treg expressando os marcadores de interesse e os niveis de bilirrubina dos
pacientes infectados pelo P. vivax. Observamos que o aumento na frequéncia de células
Treg expressando CTLA-4 correlaciona com aumento nos niveis circulantes de
bilirrubinas diretas (p=0,7548 e p=0,0029), indiretas (p=0,8446 e p=0,0003) e totais
(p=0,7895 e p=0,0013) (Figura 21).
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Figura 21: Niveis de bilirrubinas correlacionam com expressdo de CTLA-4 em células Treg durante
a infeccéio pelo P. vivax. Propor¢des de células Treg expressando CTLA-4, representadas no eixo X, e
niveis de bilirrubinas diretas, indiretas e totais (mg/dl), representados no eixo Y, de pacientes infectados
pelo P. vivax. Simbolos representam pacientes individuais e retas representam regressdo linear. (n=12).

Nossos resultados mostraram que ndo héd correlagdo entre a frequéncia das
células Treg totais e os niveis de bilirrubinas circulantes durante a malaria (dado ndo

mostrado). No entanto, a correlagdo aparece se considerarmos a expressdo de PD-1.
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Assim, quanto maior a frequéncia de células Treg expressando PD-1, maiores os niveis
de bilirrubinas diretas (p=0,5695 e p=0,0422), indiretas (p=0,5769 e p=0,0390) e totais
(p=0,5659 e p=0,0438) (Figura 22).
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Figura 22: Niveis de bilirrubinas correlacionam com expressio de PD-1 em células Treg durante a
infecciio pelo P. vivax. Propor¢des de células Treg expressando PD-1, representadas no eixo X, e niveis
de bilirrubinas diretas, indiretas e totais (mg/dl), representados no eixo Y, de pacientes infectados pelo P.
vivax. Simbolos representam pacientes individuais e retas representam regressdo linear. (n=13).

Além da avaliag@o individual de cada molécula, observamos que quanto maior a
frequéncia de células Treg expressando simultaneamente CTLA-4 e PD-1, maiores os
niveis de bilirrubina diretas (p=0,6107 e p=0,0266), indiretas (p=0,6813 ¢ p=0,0103) e
totais (p=0,6484 e p=0,0165) dos pacientes infectados pelo P. vivax (Figura 23).
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Figura 23: Niveis de bilirrubinas correlacionam com expressio simultinea de CTLA-4 e PD-1 em
células Treg durante a infeccdo pelo P. vivax. Proporgdes de células Treg expressando CTLA-4 e PD-1,
representadas no eixo X, e niveis de bilirrubinas diretas, indiretas e totais (mg/dl), representados no eixo
Y, de pacientes infectados pelo P. vivax. Simbolos representam pacientes individuais e retas representam
regressdo linear. (n=13).

4.9 Co-cultura de PBMC de pacientes infectados com células Treg e suas
subpopulacdes

Ensaios imunomodulatoérios foram realizados para avaliar a influéncia das células
Treg na resposta imune. As células efetoras de pacientes infectados pelo P. vivax (Figura
24 A, painel superior) e de individuo saudavel (Figura 24 B, painel inferior) foram
cultivadas na presenca e auséncia de células Treg, com e sem estimulo (anticorpos anti-
CD3 e anti-CD28). Avaliamos a produgio de IFN-y por células T CD4" a fim de medir a
capacidade reguladora das células Treg. A capacidade das células Treg em modular a
resposta imune foi confirmada em individuos saudaveis (Figura 24A, painel inferior).
Contudo, as células Treg dos pacientes infectados com P. vivax ndo modularam a
resposta imune (Figura 24 A, painel superior). A fim de demonstrar a influéncia de PD-1
em células Treg durante a maldria, culturas foram preparadas com PBMC de pacientes
na fase aguda da maldaria, depletados de monocitos e de células Treg, e acrescidas de
nimeros conhecidos de mondcitos, subpopulagdes de Treg (total, PD-1" ou PD-1") e

diferentes estimulos (meio, iRet ou anti-CD3/28) (Figura 24 B e C). Independente da
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subpopulagdo de células Treg utilizadas nos experimentos, ndo observamos alteragdo
nos niveis de IFN-y avaliados. Células T CD4" foram avaliadas, pois sdo importantes na
produgio de IFN-y durante a fase sanguinea da maléria, enquanto T CD8" possui fungio
efetora destacada durante a fase hepatica da doenca (Cockburn et al., 2013; Jagannathan,
Eccles-James, et al., 2014). Adicionalmente foram avaliados os niveis de citocinas no
sobrenadante de cultura apds cinco dias. Do mesmo modo, independente da
subpopulagio de células Treg utilizadas, ndo observamos alterag¢ao nos niveis de [FN-y e

TNF-a (Figura 24D).
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Figura 24: Influéncia de células Treg, Treg PD-1" e Treg PD-1" na producio de IFN-y por pacientes
infectados pelo P. vivax. PBMC de pacientes infectados (A, painel superior) e de pacientes saudaveis (A,
painel inferior) foram cultivados na presenca de células Treg em meio ou anti-CD3/anti-CD28. PBMC de
pacientes infectados pelo P. vivax foram depletados de mondcitos e células T reguladoras, reconstituidos
com numero conhecido de mondcitos, e cultivados com meio (B, dot plots superiores e C e D),
reticuldcitos infectados (iRet) (B, dot plots intermediaros e C e D) e anti-CD3/anti-CD28 (B, dot plots
inferiores e C e D), na auséncia (n=6) ou presenca de células Treg (n=4), Treg PD-1" (n=6) e Treg PD-1"
(n=6) (B, da esquerda para direita e C e D). As barras representam médias e linhas representam erro
padrdo.
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4.10 Co-cultura de Treg de pacientes durante a infecciio pelo P. vivax ou apos o tratamento
e células efetoras de pacientes apds a cura.

Células efetoras T CD4" marcadas com CFSE, provenientes de individuos apés o
tratamento foram cultivadas em numero pré-estabelecido com células Treg dos mesmos
pacientes apdés o tratamento ou células Treg dos mesmos durante a infec¢do pelo P.
vivax, na presenca de anti-CD3/28. As células efetoras T CD4" apresentaram maior
capacidade proliferativa na presenga de células Treg de individuos durante a infecgdo

pelo P. vivax (Figura 25D).
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Figura 25: A influéncia de células Treg antes e apds tratamento com drogas anti-maldricas na
proliferacio de células T CD4". Células efetoras T CD4" de individuos apos o tratamento com drogas
anti-maldricas marcadas com CFSE foram cultivadas na presenca de células Treg de pacientes apds o
tratamento (®) ou de células Treg dos mesmos pacientes infectados pelo P. vivax (0).(n=5) *¥*0,001 <P <
0,01, pelo teste Teste T Pareado.

4.11 Avaliacio da expressio dos niveis de Foxp3

Para melhor compreender a influéncia de moléculas inibidoras, avaliamos o
quanto a expressdo dessas moléculas pode afetar a expressdo de uma molécula essencial
para a célula Treg: o Foxp3. Em primeiro lugar, avaliamos a MFI (intensidade média de
fluorescéncia) de Foxp3 em células Treg expressando CTLA-4 ¢ PD-1 de pacientes
durante a infec¢@o pelo P. vivax e apds o tratamento (AT) (Figura 26A e 26B). Nossos
resultados mostram que os maiores niveis de expressdo de Foxp3 sdo encontrados nas
Treg que expressam CTLA-4 (AT), mas esses niveis de expressdo diminuem nos
individuos infectados pelo P. vivax (Figure 26A). Por outro lado, a expressdo de Foxp3
estd diminuida nas células Treg PD-1 em comparagéo as células Treg e Treg PD-1" (Fig
26B). Observou-se também diminuicdo da expressdo de Foxp3 dos pacientes durante a
infeccdo em relacdo aos individuos apds o tratamento quando as células Treg expressam

PD-1 (Figura 26B).
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Figura 26: Subpopulacdes de células Treg apresentam diferentes niveis de Foxp3. A expressdo de
Foxp3 (MFI) foi caracterizada em células Treg, Treg CTLA-4" e Treg CTLA-4" (A) ou Treg, Treg PD-1"e
Treg PD-1" (B) durante a infec¢do (P. vivax) ou apos o tratamento (AT). As barras representam médias e
linhas representam erro padrdo de quatorze pacientes. (n=14) **0,001 < P < 0,01 e *** P < 0,001 pelo
teste de Wilcoxon.

4.12 Caracterizacio fenotipica de fatores de transcricio em células Treg

Nosso proximo passo foi avaliar se a expressdo de PD-1 poderia estar associada a
alteragdo na expressdo de fatores de transcricdo por células Treg durante a maldria.
Analisamos a frequiéncia de Helios e Tbet em células Treg dos pacientes durante a
infecgdo pelo P. vivax e ap6s o tratamento (Figuras 27A). A propor¢do de células Treg
expressando Helios é menor em Treg PD-1" quando comparada a Treg e Treg PD-1
durante a infeccdo (Figura 27A). No entanto, a frequéncia de células Treg que
expressam Tbet aumenta dentre as células Treg PD-1" quando comparada as células
Treg e Treg PD-1" durante a infeccdo (Figura 27A). No entanto, ndo foi observada
diferenga na frequéncia da expressdo de fatores de transcricdo em células Treg e
subpopulagdes de pacientes apos tratamento da doenga (Figura 27A). A fim de
confirmar os resultados anteriores, avaliamos a produ¢do IFN-y por células Treg e suas
subpopulagdes de células provenientes de pacientes infectados pelo P. vivax. Foi
observado maior producdo de IFN- y por células Treg PD-1" em relagdo as células Treg

na presenga de estimulo antigeno-especifico (Figura 27B).
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Figura 27: Expressao de Helios, Tbet e a producio de IFN-y estdo associadas a expressio de PD-1
em células Treg de pacientes infectados pelo P. vivax. A expressdo de Helios e Tbet foi avaliada em
células Treg, Treg PD-1" e Treg PD-1 durante a infecgio (P. vivax) ou apés o tratamento (AT) (A) (n=5).
A producio de IFN-y foi avaliada em células Treg (n=4), Treg PD-1" (n=6) e Treg PD-1" (n=6) durante a
infeccdo (P. vivax), em diferentes condi¢des de cultura; auséncia de estimulo (meio), reticuldcitos
infectados (iRet) e anti-CD3/anti-CD28 (B). As barras representam médias e linhas representam erro
padrdo de cinco pacientes. ¥*0,01 <P <0 ,05, pelo teste de Wilcoxon.
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5 DISCUSSAO
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Discussdao

Porto Velho, cidade de aproximadamente 370 mil habitantes, vem apresentando
queda significativa nos casos de maldria, mas ainda apresenta diferentes riscos a
populagdo, como dengue, hepatite, leishmaniose e doencas fuingicas (Saude, 2016).
Durante a malaria o paciente desenvolve sintomas que pode ser confundida com outras
doengas tropicais. A trombocitopenia, fendmeno também observado na malaria, pode ser
explicada pela fagocitose e lise de plaquetas. O aumento do bago teria papel nesse
fendmeno visto que a esplenectomia de camundongos infectados pelo P. chabaudi
ocasiona aumento da contagem de plaquetas nesses animais (Watier et al., 1992). Além
disso, foi relatada uma possivel relacdo entre trombocitopenia e fagocitose em pacientes
infectados pelo P. vivax (Coelho et al., 2013). Por fim, o aumento de ALT pode indicar
dano hepatico ocasionado pela infec¢@o pelo P. vivax. Adicionalmente, foram avaliadas
as frequéncias de linfécitos T e suas subpopulagdes CD4" e CD8", e linfocitos B
(CD19"). Além de avaliar a frequéncia de células da imunidade inata, como os
mondcitos (CD147) e as células NK (CD3°CD56") em pacientes durante a malaria e apos
o tratamento (AT). Estamos cientes que somente a expressdo de CD56 ndo € suficiente
para a caracterizacdo da populagdo de células NK. Marcadores como CD57 e CD16
também seriam importantes para essa caracteriza¢do, no entanto trabalhos que ndo
diferenciam as subpopulacdes de células NK utilizam apenas CD3°'CD56" (Horowitz et
al., 2010). Nao foi observada alteragdo nas frequéncias de subpopulagoes de linfécitos T,
B ou células expressando CD56. No entanto a Unica alteragdo encontrada foi na
propor¢io de células CD14" (Figura 8). Como ja descrevemos anteriormente, a infecgio
pelo P. vivax desencadeia o aumento da freqiiéncia de mondcitos circulantes (Antonelli
et al., 2014). A linfopenia ¢ um fendmeno classico da malaria (Hviid e Kemp, 2000), no
entanto ndo observamos diminuicdo da frequéncia de linfocitos por citometria, por outro
lado foi possivel observar a linfopenia em hemogramas dos pacientes (Figura 9).

Em nosso trabalho foram avaliados os niveis plasmaticos de IgM e IgG contra o
antigeno PvAMA-1 e PvMSP-1, que ja foi utilizado como antigeno vacinal em modelo
murino (Gentil et al., 2010). Apenas o antigeno AMA-1 foi demonstrado, pois o ndo
houve diferenc¢a significativa entre durante a infecg¢do e apos o tratamento utilizando o

antigeno MSP-1. Sabe-se que os niveis de IgM estdo aumentados na fase aguda de
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doengas tropicas, incluindo a malaria (Fakunle e Greenwood, 1976). Entretanto, nossos
resultados demonstraram que ndo houve diferenga nos niveis de IgM de pacientes na
fase aguda em relagdo aos mesmos apo6s o tratamento (Figura 10). Esse fato pode ser
explicado devido ao curto periodo de tempo no qual foram comparados os momentos de
durante e apds o tratamento com drogas anti-maldricas. Altos niveis de IgG comegam a
ser produzidos durante a fase aguda da malaria e continuam a ser produzidos por longos
periodos (Wipasa et al., 2010). Nos observamos que os niveis de IgG sdo maiores na
fase aguda da malaria em relagdo a apds o tratamento, no entanto os niveis de anticorpos
ndo foram acompanhados por longo periodo. A diminui¢do dos anticorpos 30 dias apds o
tratamento pode ser explicada em termos de populagdes de células B secretoras de
anticorpos de curta duragdo (de 2-10 dias) que teria diminuido apds o tratamento e de
longa duragdo (de 3-9 anos) que seriam as responsaveis pela produgdo de IgG (White et
al., 2014).

Acredita-se que na malaria ocorre uma falha no desenvolvimento de células de
memoria, pois individuos apresentam repetidas infecgdes pela mesma espécie do
Plasmodium spp. Alguns individuos s3o assintomaticos, tornando-se reservatdrios para
repasto de novos anofelinos. Uma vez que esses individuos deixem areas altamente
endémicas, perdendo a exposi¢do frequente, eles podem voltar a apresentar sintomas da
doenga quando re-expostos. Durante a infec¢do pelo P. vivax, observamos aumento de
células T CD4" de memoria efetora e uma diminui¢io de células naive (Figura 11 e
12A). Apesar de esse resultado mostrar alteragdes relativas, ele sugere que durante a
infeccdio aguda ocorre alteragio no compartimento de células T CD4" antigeno-
especificas, que mediante a exposicdo antigénica, entra em expansdo clonal com a
finalidade de controlar o parasito. Células T CD4" desempenham papel fundamental no
controle da doenga, produzindo mediadores inflamatorios capazes de ativar células
fagocitarias (Jagannathan, Eccles-James, et al., 2014) além de auxiliarem na producdo
de anticorpos por células B (Crotty, 2011). J& foi demonstrado que individuos
apresentando doengas que comprometem o compartimento de células T auxiliares
perdem a capacidade de produzirem anticorpos (Mount ef al., 2004). Em células T CD8"
foi caracterizada a diminui¢do na frequéncia de células efetoras durante a malaria
(Figura 11 e 12B). Ainda ndo é bem definidao a participacdo das células T CD8" durante
a fase sanguinea da infeccdo pelo Plasmodium spp., no entanto, essas células sdo
essenciais no controle do parasito durante a fase hepatica do ciclo parasitario (Hafalla ef

al., 2012; Cockburn et al., 2013). Apesar disso, observamos que células T CD8"
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expressam varios marcadores de ativagdo ainda na fase eritrocitaria (Hafalla ef al., 2012;
Costa et al., 2015), sugerindo seu envolvimento nessa fase da infecgéo.

No compartimento linfocitdrio de memoria central e efetora foi observado um
aumento de CTLA-4, PD-1, PD-1 e TIM-3 durante a infec¢do (Figura 13 e 14). Apesar
da expressdo dos receptores inibitorios diminuirem em células de memoria efetora e
central apds a infecc¢do, ainda assim essas células apresentam substancial aumento em
relacdo as demais subpopulag¢des avaliadas. Esse aumento de moléculas inibitdrias no
compartimento de memoria, durante a fase aguda da malaria, poderia alterar alguma via
de sinalizag@o o que explicaria 0 comprometimento na geragdo de memoria imunologica
na malaria. A expressdo relativamente aumentada dessas moléculas em células do
compartimento de memdaria, mesmo apds o tratamento, corrobora com a nossa hipdtese.
A expressdo de moléculas inibitdrias durante a fase aguda da malaria pode ser uma
possivel explicagdo pela falha no desenvolvimento de uma resposta de memdria apds
exposicdes ao parasito, pois ja esta bem estabelecido em outras doengas que a expressdo
simultanea de mais de uma molécula inibitoria (CTLA-4, PD-1, TIM-3 e LAG-3)
caracteriza o estagio de exaustdo celular (Blackburn ez al., 2009). A fim de demosntrar a
importancia de moléculas inibitorias durante a malaria, realizamos ensaios funcionais de
bloqueio da sinaliza¢do de alguns desses receptores e avaliamos a produ¢do de citocinas
(Figura 15). Esses resultados demonstram que a expressdo de receptores inibitorios
prejudica a produgdo de citocinas durante a infeccdo pelo P. vivax, pois essa produgio
pode ser restaurada mediante estimulo antigeno-especifico, quando a sinalizag¢do dessas
moléculas ¢ interrompida por anticorpos monoclonais. Desse modo, as moléculas
inibitorias podem impedir que o hospedeiro monte uma resposta imune eficiente ao
parasito e a expressdo destas moléculas podem modular a resposta imune.

Outra célula importante em manter a homeostase do sistema immune ¢ a Treg,
sobretudo na malaria, doenga caracterizada por desencadear a “tempestade de citocinas”
(Vignali et al., 2008; Crompton et al., 2014; Gazzinelli et al., 2014). A frequéncia
aumentada indica que células Treg desempenha fungdo reguladora da resposta imune
durante a malaria. Outros trabalhos ja descreveram o aumento de células Treg na fase
aguda da malaria humana, mas nenhum dos deles descrevem fazendo uma comparagdo
da frequéncia de células Treg do mesmo paciente durante a fase aguda e apds o
tratamento (Bueno et al., 2010; Goncalves et al., 2010) (Figura 17). Na literatura ¢
descrito que quanto mais moléculas inibitorias uma unica célula T expressa, maior o

prejuizo de sua fungdo. Esse fenomeno foi demonstrado para células T CD4" auxiliares
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(Blackburn et al., 2009). Além disso, nosso trabalho descreve esse fendmeno de
disfuncdo celular durante a maléria pelo P. vivax (Costa et al., 2015). Desse modo, uma
de nossas hipdteses é que a célula Treg, como outras subpopulag¢des de células T, pode
expressar receptores inibitorios que alteram a sua fun¢@o reguladora. Nossos resultados
mostram aumento da expressdo de CTLA-4 e PD-1 em células Treg durante a infecc¢éo
pelo P. vivax. A infec¢do também induz a coexpressdo de PD-1 e CTLA-4, o que
poderia alterar as fung¢des das células Treg (Figura 18-20). Apesar de agirem por vias
diferentes, a coexpressdo de CTLA-4 e PD-1 poderia causar prejuizo na funcdo de
células Treg na producdo de citocinas e outras moléculas reguladoras que atuam no
controle da expansdo e funcgdo de células T efetoras.

O CTLA-4 possui funcdo de transendocitar as moléculas CD80/CD86 e diminuir
a apresentacdo de antigenos por células apresentadoras, o que impacta na produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias (Salomon et al., 2000; Vignali ef al., 2008; Ahmadzadeh et
al., 2009; Qureshi et al, 2011), podendo levar consequentemente ao aumento da
parasitemia e aumento da lise de células vermelhas, que tem como produto a bilirrubina.
Gongalves-Lopes e colaboradores em 2016 demonstraram o aumento da frequéncia de
células Treg expressando CTLA-4 durante a infec¢do pelo P. vivax. Além disso,
observamos correlag@o positiva entre o aumento da expressdo de PD-1 em células Treg
com os niveis de bilirrubina. Ja foi descrito o aumento de PD-1 no vitiligo, doenga
autoimune na qual, células do sistema imune reagem contra melanocitos ¢ impedem a
produgdo de melanina. Apesar de existir correlagdo entre a area do corpo atingida e a
freqiiéncia de células Treg, ndo se observou correlagdo com a expressdo PD-1 por
células Treg (Tembhre et al., 2015) (Figura 21-23).

Pelo fato de termos observado aumento da frequéncia de células Treg
expressando moléculas inibitérias em células Treg, a investiga¢do da nossa hipotese de
que as células Treg possuiam fung¢éo prejudicada durante a malaria foi o préximo passo
a ser investigado. Recentemente, demonstramos que células T de pacientes infectados
pelo P. vivax apresentam menor capacidade de produzir citocinas, em reposto ao
estimulo antigénico, quando expressam moléculas inibitorias (Costa ef al., 2015). No
entanto, observamos que células Treg de pacientes infectados pelo P. vivax ndo sdo
capazes de modular a producio de IFN-y por células T CD4", diferente de células de
pacientes saudéaveis (Figura 24A). Ja foi demonstrado que a expressdo de PD-1 ¢
importante na diminui¢do da capacidade regulatéria de células Treg durante a infecgdo

pelo virus da hepatite C (Franceschini ef al., 2009). Por outro lado, foi demonstrado que
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um dos mecanismos de regulacio de células T CD8" ocorre através da via PD-1/PD-L1,
com as células Treg, durante a infec¢do pelo virus da coriomeningite linfocitica (Park et
al., 2015). Sabendo da importancia de PD-1 em células Treg em diferentes modelos,
avaliamos sua influéncia da usa expressdo nessas células na malaria. No entanto, o que
pudemos observar é que a expressdo de PD-1 ndo influencia a produgdo de IFN-y
(avaliada dentre as células T CD4" ou em sobrenadante de cultura de PBMC) (Figura
24B-D). Corroborando nossos resultados, ja foi demonstrado que o bloqueio da via PD-1
em células Treg aumenta sua capacidade proliferativa em diferentes modelos, como o
virus Friend e HIV (Joedicke et al., 2014; Peligero et al., 2015), no entano a capacidade
reguladora dessas células nio foi alterada (Peligero et al., 2015).

Apesar de PD-1 ndo apresentar influéncia na modulagdo de células Treg durante
a malaria, nossos resultados demonstraram que as células Treg ndo possuem a
capacidade de modular a producdo de citocinas por células efetoras durante a infecg¢do
pelo P. vivax (Figura 24A). A fim de demonstrar que células Treg falham na capacidade
reguladora durante a maléria através de outras vias, co-cultivamos células T efetoras
(purificadas de pacientes 3 dias apos tratamento, AT) com suas células Treg (AT) ou
com as células Treg deles mesmos coletadas durante a fase aguda da infec¢do (P. vivax).
Desse modo, nesse experimento foi possivel observar a influéncia das células Treg em
suas respectivas células efetoras em diferentes tempos. Nesse contexto, as células
efetoras cultivadas na presen¢a de células Treg de pacientes durante a infec¢do pelo P.
vivax apresentaram maior capacidade proliferativa, o que nos indica que as células Treg
durante a fase aguda da maldria, ndo sdo capazes de modular a proliferagdo celular de
células efetoras da mesma forma que as células Treg ap6s a cura da doenca (Figura 25).
Isso indica que as células Treg apresentam fun¢do comprometida durante a fase aguda
da infecgdo, ndo necessariamente devido a expressio de PD-1. Recentemente foi
demonstrado que células T efetoras que expressam simultaneamente CTLA-4 e PD-1
possuem capacidade de modular a proliferacdo celular de outras células T na malaria
pelo P. falciparum (Mackroth et al., 2016). Um estudo realizado com pacientes
infectados pelo P. vivax, por outro lado, demonstrou que as células Treg possuem
capacidade de modular a proliferacdo celular. No entanto, os autores selecionaram
previamente pacientes que apresentavam resposta proliferativa quando suas células
foram cultivadas com o antigeno recombinante AMA-1 (Bueno et al., 2010). Essa pré-

selecdo poderia explicar a discrepancia com os dados obtidos pelo nosso grupo.
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Para associar a expressdo de CTLA-4 ¢ PD-1 com a fungéo efetora de células
Treg avaliamos a expressdo de Foxp3 nessas células. Apesar de Foxp3 ser expresso
transientemente em células T CD4" ativadas, a sua expressdo é constitutiva em células
Treg e esse fator de transcri¢do interage com AML1 e NFAT definindo o fendtipo e
funcdo das células Treg (Ono et al, 2007; Wang et al., 2007). Nossos resultados
demonstraram que durante a infecgdo as células Treg PD-1" possuem expressio de
Foxp3 diminuida, no entanto a expressao de Foxp3 ndo esté relacionada com a expressdo
de CTLA-4 (Figura 26 A e B). Além disso, os niveis de Foxp3 foram menores em
células Treg que expressam CTLA-4 ¢ PD-1 durante a infec¢do em relagdo apds o
tratamento (Figura 26 A e B). Nossos resultados indicam que apesar de ndo influenciar
diretamente na modulagdo da resposta imune (Figura 24 B-D), a expressdo de PD-1 esta
relacionada, de alguma maneira, a resposta das células Treg na malaria vivax. Foi
demonstrado que a frequéncia de Foxp3 em células Treg diminui quando PD-1 ¢
bloqueado em cultura (Wang et al., 2009). No entanto, foi observada menor frequéncia
de células Treg PD-1"¢" que expressam Foxp3 em relagfo as Treg PD-19"" no modelo de
lupus (Wong et al., 2013).

Nossos resultados mostraram diminuigdo de Foxp3 em células Treg. Para
confirmar tal resultado, avaliamos a frequéncia de células Treg Helios". Helios ¢ uma
molécula caracteristica de células Treg e se encontra na regido promotora do gene de
Foxp3 (Getnet et al., 2010; Shevach e Thornton, 2014). Desse modo, a expressdo de
Helios esta diretamente assoaciada com Foxp3. Nossos resultados corroboraram tal
associacdo, pois mediante o aumento da expressio PD-1 em células Treg houve
diminuicdo dos niveis Foxp3 e Helios. Além disso, células Treg expressando PD-1
possuem expressdo aumentada de Tbet durante a malaria vivax (Figura 27A). A
plasticidade de células Treg esta relacionada a expressdo Tbet e outras moléculas do
perfil Th1l, como CXCR3, responsavel pela migracdo e producdo de IFN-y (Koch et al.,
2009; Koch et al., 2012). Por fim, para confirmar se a expressdo de Tbet por células
Treg PD-1" leva a alteragdes funcionais dessas, nés avaliamos a producio de IFN-y,
citocina caracteristica de células Th1l (Szabo et al., 2000). Nossos resultados mostram
que Treg PD-1" de pacientes infectados pelo P. vivax possuem propor¢io aumentada de
células produtoras de IFN-y.

Desse modo, nossos dados mostram que apesar de ndo termos conseguido

mostrar diretamente que a expressdo de PD-1 altera a funcdo de células Treg, as
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alteragdes de fenotipo e fungdo dessas células estdo diretamente associadas a expressio

dessa molécula durante a malaria vivax.
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6 CONCLUSAO
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Conclusao

A infec¢do pelo P. vivax induz aumento da expressdo de moléculas inibitdrias em
subpopulagdes de células T CD4", CD8" (naive/efetora/memoéria) e em células Treg. O
bloqueio dessas moléculas regulatérias, restaura a capacidade de células antigeno-
especificas em produzir citocinas. No entanto, a expressdo de PD-1 ndo influencia
diretamente o papel de células Treg na modulacdo da resposta imune, todavia a
expressdo de PD-1 esta associada a diminuicdo da expressdo de Foxp3 e Helios e

aumento da expressio de Tbet e da produgio de IFN-y por Treg PD-1".
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Anexo 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Determinagao da contribui¢ao
de moléculas co-estimulatérias e receptores inibitdrios na modulagdo da resposta imunolégica
durante a malaria’, sob responsabilidade da Dra. Lis Ribeiro do Valle Antonelli. Vocé foi
selecionado porque tem mais que 18 anos e é infectado com o plasmédio, causador da malaria.
A sua participagé@o nessa pesquisa ndo é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa n&o trara nenhum prejuizo em sua relagéo com
os pesquisadores ou com o Centro de Pesquisas René Rachou — Fiocruz. O trabalho tem como
objetivo conhecer as fungbes de células de defesa do organismo na malaria.

Caso vocé aceite participar, serdo colhidos 90mL de sangue, que equivalem
aproximadamente a seis colheres de sopa, com materiais individuais e estéreis, por uma pessoa
treinada para isso. A coleta de sangue venoso pode ocasionar um pequeno desconforto
temporario e um pequeno hematoma no local da pungdo venosa. Os riscos serdo minimizados
por colhedores devidamente treinados. Pela sua participagéo nesse estudo, vocé néo recebera
qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. As informagfes obtidas através
dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Seu nome
nao aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um nimero. O
material coletado sera utilizado apenas para os objetivos propostos neste protocolo de pesquisa.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o enderego institucional
do pesquisador principal e do CEP - CPgRR, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participagdo, agora ou a qualquer momento.

Dra. Lis Ribeiro do Valle Antonelli

Endereco e telefone institucional do Pesquisador Principal:

Laboratorio de Imunopatologia - LAIM — CPgRR - FIOCRUZ

Avenida Augusto de Lima, 1715 Barro Preto CEP 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Fone 55 31 33497767

Enderego e telefone institucional do Comité de Etica - CPqRR:
Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte (Cep: 30190-002)
Secretéria: Lorena — TeleFax: (31) 3349 7825

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

Sujeito da pesquisa
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Anexo 2
Artigo cientifico contendo parte dos resultados do projeto de doutorado

MAJOR ARTICLE

Induction of Inhibitory Receptors on T Cells
During Plasmodium vivax Malaria Impairs
Cytokine Production
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