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RESUMO

Dentre as varias estratégias utilizadas com o intuito de induzir imunidade
antimalarica estd o uso de doses ultra-baixas de parasitos vivos de fase
sanguinea dos plasmodios. Contudo, apesar desse método aparentemente
induzir imunidade transcendente a cepa e espécie dois pontos precisam ser
esclarecidos: 1- nenhum estudo tem avaliado se imunizagcdes com parasitos
vivos de baixa viruléncia sdo capazes de proteger contra o desenvolvimento de
quadros graves da doenca incluindo maléria cerebral; 2 - considerando que
criancas africanas frequentemente apresentam maléria grave somente apoés
reexposicdo a parasitos altamente virulentos, a relacdo entre o uso de
parasitos vivos e o possivel desenvolvimento de infec¢des graves precisa ser
investigada. Para esclarecer tais questdes, animais C57BL/6 foram imunizados
uma ou duas vezes com 10° hemacias infectadas por P. berghei NK65 ou P.
berghei ANKA e posteriormente desafiados com 10° hemAcias parasitadas por
P. berghei ANKA. Imediatamente ap0s primeira imunizacdo, somente animais
imunizados com P. berghei NK65 apresentaram niveis positivos de anticorpos
IgG, os quais reconheceram tanto o antigeno homélogo quanto heterélogo.
Independentemente do protocolo de imunizacdo, animais imunizados uma vez
apresentaram, tanto no cérebro quanto nos pulmdes, menos areas com
acumulo de hemacias e infiltrado inflamatério que animais somente desafiados
ou imunizados duas vezes. Apesar das imuniza¢des (uma ou duas vezes) com
P. berghei ANKA e P. berghei NK65 terem controlado o desenvolvimento da
parasitemia sanguinea por P. berghei ANKA, somente animais imunizados com
P. berghei NK65 permaneceram vivos por até 30 dias apos desafio
experimental com P. berghei ANKA. Tanto no cérebro quanto nos pulmdes, os
niveis de TNF-a tenderam a elevar-se em relacdo ao IFN-y em animais que
sofreram dois ciclos de imunizagdes, o que pode espelhar os maiores danos
teciduais observados nesses animais. Contudo, os padrdes de citocinas anti-
inflamatorias e proé-inflamatérias observados nesse estudo ndo explicam a
mortalidade ou sobrevivéncia observada em animais imunizados com P.
berghei ANKA e P. berghei NK65, respectivamente, e desafiados com P.
berghei ANKA.

Palavras-chave: Imunizacéo, parasitos vivos, Plasmodium berghei.



ABSTRACT

The use of ultra-low doses of live blood stage parasites is one of several
strategies used to induce anti-malarial immunity. Although this method
apparently induces cross-species and strain-transcendent immune response,
there are two points that need to be explored: 1) no study has assessed
whether immunization with live low virulence parasites is able to protect against
the development of severe malaria, including cerebral malaria; 2) African
children often develop severe malaria only after re-exposure to highly virulent
parasites. Thus, the relationship between the use of live parasites and possible
development of serious infections needs to be investigated. To clarify these two
points, C57BL/6 mice were immunized once or twice with 10° erythrocytes
infected with P. berghei NK65 or P. berghei ANKA, and subsequently
challenged with 10° P. berghei ANKA-parasitized erythrocytes. After the first
immunization, only P. berghei NK65 immunized animals showed positive levels
of 1IgG antibodies, which recognizes both homologous and heterologous
antigen. In animals immunized only once, both brain and lungs exhibited fewer
regions with accumulation of red blood cells and inflammation, when compared
to control group or twice-immunized animals. Regardless of immunization
protocols, all of the mice exhibit controlled development of P. berghei ANKA
blood parasitemia. However, only P. berghei NK65 immunized animals
remained alive 30 days after the being challenged with P. berghei ANKA. The
TNF-a levels, on both brain and lungs, tended to rise in relation to IFN-y in
animals undergoing two cycles of immunizations, which might reflect the higher
tissue damage observed in these animals. However, the patterns of pro and
anti-inflammatory cytokines present do not explain the observed mortality and
survival rate in animals immunized with P. berghei ANKA and P. berghei NK65,
respectively.

Keywords: Immunization, Live parasites, Plasmodium berghei.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico e epidemiologia

Os primeiros relatos de sintomas que remetem a malaria datam do ano de
2700 a.C. Existem também tabuletas em argila da Mesopotamia datadas do
ano 2000 a.C, papiros egipcios de 1570 a.C e textos hindus provenientes do
século VI a.C que apontam para a doenca. Além disso, Homero, na Grécia
antiga (cerca de 850 a.C), Empédocles de Agrigento (cerca de 550 a.C) e
Hipocrates (cerca de 400 a.C) relataram problemas de salde, incluindo febre e
esplenomegalia, em pessoas que viviam em locais pantanosos ajudando,
assim, a sedimentar o conceito de que o ar proveniente de areas alagadas era
0 responsavel pelo desenvolvimento desses sintomas. Assim originou-se o
nome Malaria, que vem do italiano “mal aire” e significa “ar estragado” ( Revisto
por COX, 2010).

Somente em 1880, influenciado pelas descobertas de Pasteur e Koch
sobre a associacdo de microrganismos com determinadas doencas, Charles
Louis Alphonse Laveran, oficial do exército francés, examinou o sangue fresco
de pacientes que apresentavam sintomas febris. Assim, Laveran identificou as
diferentes formas do protozodrio no interior dos eritrécitos, sugerindo, inclusive,
o curso de desenvolvimento intraeritrocitico desses estagios e sua associa¢ao
aos acessos febris caracteristicos da malaria. Laveran foi agraciado em 1907
com o Prémio Nobel de Medicina por suas descobertas (COX, 2010).

No Brasil, o primeiro relato de sintomas que se referiam a febre terca e
quartd ocorreu entre os indios tupinambas em 1587 e foram documentados
pelo colonizador portugués Gabriel Soares de Souza no “Noticia do Brasil”.
Contudo, durante o periodo colonial ndo foram encontrados registros de
sintomas que pudessem ser associados a malaria (DEANE, 1986).

Relatos de sintomatologia relacionados com a malaria voltaram a
emergir por volta de 1870, quando imigrantes nordestinos, que fugiam da seca
e buscavam trabalho na extracdo de latex, sairam de seus estados em direcao
a Amazonia. Entre 1907 e 1912, durante a construcdo da ferrovia Madeira-

Mamoré, o estado de Rondonia apresentou uma vasta epidemia de malaria, a
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qual resultou em um alarmante nimero de Obitos. Ja na regidao sudeste do
Brasil, especificamente no Rio de Janeiro e no estado de S&do Paulo, em areas
de fazendas que foram abandonadas apds a abolicdo da escravatura também
ocorreram novos surtos da infeccdo na mesma época (DEANE, 1986).

Na atualidade, a malaria é consensualmente um problema de salde
mundial com cerca de 226 milhdes de casos registrados no ano 2000, seguido
de 244 milhdes em 2005. Gragas a campanhas de controle da doenca, em
2007 foram registrados 207 milhGes de casos, 15% a menos que em 2005.
Desses, 80% ocorreram na regido africana, seguidos por 13% de casos
ocorridos na Regido do Sudeste Asiatico e cerca de 9% na Regido Oriental
Mediterranea (WHO, 2014).

Considerando dados emitidos pela Organizacdo Mundial de Saude em
2013, atualmente, 97 paises sdo considerados endémicos para a malaria. A
maioria deles se localiza em areas de clima tropical e subtropical, onde as altas
temperaturas e os elevados indices de pluviosidade tornam ideais as condi¢cdes
ambientais para o desenvolvimento dos mosquitos vetores da malaria (WHO,
2014).

Em 2013 foram notificados cerca de 198 milhdes de casos de maléria no
mundo, dos quais 584 mil evoluiram para Obito, sendo 90% dessas mortes
registradas no continente africano, onde P. falciparum € a espécie de
plasmodio predominante. Cerca de 78% do numero global de mortes nesse
ano ocorreram em criancas com menos de 5 anos (WHO, 2014).

No Brasil, a Amazbnia Legal, composta pelos estados do Acre,
Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e
Tocantins, é responsavel por 99% dos casos de malaria registrados
anualmente (SVS, 2013). Sao trés as espécies de plasmodios que ocorrem no
pais: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae. As
infeccbes por P. vivax sdo responsaveis por 85% dos casos notificados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

De maneira geral, existe uma correlacdo estreita entre a pobreza e a
presenca da doenca nas areas endémicas. Preocupantemente, paises
endémicos podem ter seu PIB (Produto Interno Bruto) diminuido em 1,3% a

cada ano, causando grande impacto no desenvolvimento econémico e social
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(SACHS e MALANEY, 2012). Estima-se que na década de 2010-2020 seja
necessario empregar globalmente 6,2 bilhdes de ddélares com a finalidade de
controlar a doenca (WHO, ROLL BACK MALARIA, 2011).

1.2 O parasito e seu ciclo biolégico em humanos

A malaria € uma doenca causada por protozoarios intracelulares, filo
Apicomplexa, ordem Haemosporida, familia Plasmodiidae e género
Plasmodium. Cerca de 150 espécies podem infectar hospedeiros vertebrados
(NCBI TAXONOMY BROWSER, 2014). Atualmente sdo descritas cinco
espécies infectantes para o homem: P. falciparum, frequentemente associado a
6bitos e, predominante na Africa; P. vivax, mais amplamente disseminada pelo
mundo e associado a grande morbidade; P. malariae; Plasmodium ovale e
Plasmodium knowlesi (WHO, 2014).

O ciclo de vida dos protozoarios do género Plasmodium (Figura 1),
envolve um hospedeiro vertebrado e um inseto vetor. No hospedeiro
vertebrado, a infeccao se inicia com a picada da fémea infectada de mosquitos
do género Anopheles infectada. Durante o repasto sanguineo, esporozoitos
saem das suas glandulas salivares e sdo depositados na derme do hospedeiro;
em uma hora cerca de 50% dos esporozoitos deixam a derme invadindo vasos
sanguineos (~70%) e linfaticos (~30%). Os esporozoitos que invadiram 0s
vasos linfaticos sao carreados ao linfonodo mais proximo, onde podem se
desenvolver o ciclo exoeritrocitico. Contudo, ndo esté claro se esses parasitos
podem originar o ciclo sanguineo da doenca (AMINO et al, 2006).

Uma vez no interior dos vasos sanguineos, 0s esporozoitos alcangcam
rapidamente os hepatécitos, e cerca de 30 minutos apos a infec¢do, ndo sao
mais detectados na corrente sanguinea (SHIN et al., 1982). O estabelecimento
da infeccdo ocorre apO0s a invasdo dos hepatdcitos pelos esporozoitos.
Acredita-se que essa invasao se deve a sinais moleculares e bioquimicos que
direcionam a migracdo ou preparam O esporozoito para invasdo. Ja foi
demonstrado, em modelo murino, que as células que expressam altos niveis de
proteoglicanos de heparan-sulfato interagem com a proteina circunsporozoito

(CSP), presente em grande quantidade na superficie dos esporozoitos,
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ativando o inicio do processo de invasao. Hepatdcitos que expressam menores
quantidades dessas moléculas levam a migracdo dos esporozoitos (COPPI et
al., 2005; COPPI et al., 2007).

No mosquito

No homem

\ Esporozoitos

Macrogametdcito

©) ?

X jﬁ@a @° &°

Microgametécito

exflagelado Gametécitos P. falciparum Gametocitos P. vivax

Formacédo e maturagdo de gametodctos de P. falciparum Gametocitos de P. vivax
v
| lla Ilb n \% \"

Figura 1- Ciclo evolutivo de P. falciparum evidenciando o desenvolvimento dos gametécitos.
(Adaptado de BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).

Outras moléculas importantes na invasdo dos hepatécitos por
esporozoitos sao o antigeno 1 da membrana apical (AMA-1), que participa da
reorientacdo do parasito, permitindo o contato entre o polo apical e a célula
hospedeira (MITCHELL et al.,, 2004); e a proteina adesiva relacionada a
trombospondina (TRAP), presente nos micronemas. TRAP é uma proteina
expressa na superficie do parasito, ligando-se aos receptores da célula do
hospedeiro, facilitando a invasdo (THOMPSON et al.,2004).

Os parasitos permanecem no figado por cerca de 14 al6 dias. Durante

esse tempo os esporozoitos se diferenciam e sofrem reproducdo assexuada
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dando origem a esquizontes multinucleados que, por sua vez, dardo origem
aos merozoitos. Os merozoitos alcangcam o interior dos sinusoides hepaticos
atraves da liberagédo de estruturas denominadas merossomas, para finalmente
invadir os eritrocitos (STURM et al.,, 2006). Para que a invasdo ocorra €
necessaria a interacdo de moléculas do parasito com ligantes da superficie das
hemacias. As etapas de reconhecimento e entrada na célula acontecem em um
periodo de cerca de 60 segundos, o que é favoravel para o parasito, uma vez
que os antigenos presentes na sua superficie extracelular sdo alvos para o
sistema imune do hospedeiro (COWMAN e CRAB, 2006).

A esquizogonia, etapa de multiplicacdo assexuada, leva a
decomposicao progressiva do citoesqueleto e aumento do volume do eritrécito
infectado, favorecendo a formacdo do esquizonte. Durante esse periodo
acontecem modificacbes na célula e no vacuolo parasitoforo que culminam no
rompimento do eritrocito e na liberacdo de merozoitos, entdo, prontos para
invadir novos eritrécitos (GLUSHAKOVA et al., 2005). Enquanto a fase
hepéatica é silenciosa, a liberacdo dos merozoitos pelos eritrocitos €
responsavel pela patogenia da malaria, sendo a duracédo do estagio eritrocitico
dependente da espécie de parasito infectante. No caso de infeccdo por P.
falciparum, P. vivax, e P. ovale esse intervalo € de 48 horas. Para P. malariae,
o ciclo eritrocitico € de 72 horas (COWMAN e CRAB, 2006).

Alguns dos merozoitos, no entanto, se diferenciam em formas sexuadas,
femininas ou masculinas denominadas macrogametocitos e microgametocitos,
respectivamente. O estimulo responsavel pela producédo dos gametdécitos ainda
ndo é bem compreendido, embora tenham sido propostas pelo menos duas
hip6teses que expliquem essa diferenciacdo. A primeira sugere uma pre-
determinacdo genética que compromete certos merozoitos com a evolucéo
para formas sexuadas ou assexuadas. A outra hipétese propde que fatores
ambientais como os hormonios produzidos pelo hospedeiro, a resposta imune
especifica e ndo especifica ao protozoario, a utilizacdo de drogas no
tratamento da doenca, o ambiente intracelular dos eritrocitos determinem a
diferenciagcdo de merozoitos em gametocitos (DYER et al., 2000).

Os gametdcitos permanecem na corrente sanguinea e quando ingeridos

por mosquitos do género Anopheles iniciardo o ciclo esporogdnico. No interior
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do estbmago do mosquito ocorre a geracdo de zigotos, que se tornam moveis
(oocinetos) e invadem a parede do mesentério, onde se tornam oocistos. Esses
oocistos se desenvolvem originando os esporozoitos que, entdo, migram para
as glandulas salivares do inseto, sendo inoculados no homem no momento de
um novo repasto (COWMAN e CRAB, 2006) (Figura 1).

1.3 A maléaria ndo complicada e a malaria complicada

Os diversos sintomas apresentados por individuos com malaria podem
ser explicados por uma série de eventos desencadeados pela presenca dos
parasitos no organismo (MILLER et al., 2002). Contudo, dependendo do tempo
de infeccdo e da espécie de parasito infectante, os sintomas podem se
apresentar de forma branda, caracterizando a malaria ndo complicada, ou
grave, dita complicada.

A malaria ndo complicada € caracterizada por febre, fortes dores de
cabeca, musculares e articulares, taquicardia, calafrios, vémito, convulsdes,
dentre outros. Todos esses sintomas sdo decorrentes do ciclo eritrocitico do
parasito e ocorrem no momento da ruptura dos eritrocitos infectados.
Especificamente, sdo desencadeados por antigenos liberados para a corrente
sanguinea com consequente estimulo de reacfes bioquimicas e imunolégica
(BARTOLONI e ZAMMARCHI, 2012).

A malaria complicada ou grave, por sua vez, esta associada
predominantemente as infec¢cdes por P. falciparum e € caracterizada pelo
sequestro/adesao sistémico de eritrocitos infectados com formas maduras
assexuadas do parasito em capilares de pequeno calibre (CLARK e COWDEN,
2003). Embora tal estratégia possa ser interpretada como um mecanismo de
evasao imune e, portanto, vantajosa para o parasito, o acumulo de eritrocitos
nos capilares, juntamente com a liberacdo de metabdlitos e consequente
inducdo de respostas inflamatorias, comprometem a fungdo de Orgdos vitais
como cérebro e pulmdes (revisto por SCHOFIELD e GRAU, 2005). Contudo, o
padrao de desenvolvimento da doenca e sua evolucdo para a forma grave
estdo diretamente ligados a elementos como: a idade, histérico imunoldgico e

fatores genéticos do hospedeiro (MILLER et al., 2002).
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De maneira geral,0 agravamento da infeccdo é a grande causa de morte
em criancas de até 5 anos e de gestantes residentes em areas altamente
endémicas. Embora ainda ndo bem compreendida, a patofisiologia da maléria
grave ou complicada se caracteriza por faléncia renal, patologia pulmonar,
malaria cerebral e anemia grave, dentre outros (WHO, 2014).

A insuficiéncia renal aguda tem como causas a citoaderéncia, embolia da
microcirculacdo (DONDORP et al., 2008) e isquemia renal. Além dos
componentes microembdlicos, estdo presentes a ativagdo endotelial, causada
pela liberacdo de citocinas vasoativas que levam a hipovolemia, a reducdo da
viscosidade sanguinea, além de mediadores inflamatorios, leucotrienos e
prostaglandinas, liberados pela resposta imune que aumentam a
vasoconstricdo (BARSOUM, 2000).

A disfuncdo pulmonar apresenta como primeiro sinal o aumento da
frequéncia respiratéria, que pode evoluir para a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA). A SDRA é caracterizada pela presenca de infiltrado
pulmonar bilateral e hipoxemia grave (PaO2/Fi0O2<200 onde, PaO2 = presséo
arterial de oxigénio e FiO2 = fracdo inspirada de oxigénio). Em infeccdes
malaricas esse quadro € desencadeado por resposta inflamatoria local que
causa danos as células epiteliais alveolares e tecido endotelial dos capilares,
dificultando ou impedindo o fluxo gasoso ou hipoxemia (LOVEGROVE et al.,
2008). Aumento de permeabilidade pulmonar e sequestro do parasito nos
capilares participam do processo inflamatorio, mas 0s mecanismos exatos que
desencadeiam a sindrome ainda permanecem obscuros (MOHAN et al., 2008).

No cérebro, durante a infeccao malarica, a barreira hematoencefélica - que
recobre o sistema nervoso central, diminuindo sua reatividade imune e
inflamatoria- também sofre modificacdes na sua permeabilidade (ADAMS et al.,
2002; PETTY e LO, 2002) gragas a ativacao endotelial mediada pelo sequestro
de eritrécitos parasitados e da resposta inflamatoria local (LOU et al., 2001). A
adesao dos eritrocitos infectados ao endotélio vascular cerebral ocorre pela
interacdo entre proteinas derivadas do parasito - especialmente as Proteinas
de Membrana do Eritrécito 1 e 2 (PFEMP1 e PfEMP2) — e receptores presentes
nas celulas do hospedeiro, especialmente ICAM-1. Outras proteinas, tais como
PfHRP1 e KAHRP (Proteina de P. falciparum Rica em Histidina e Proteina de
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P. falciparum Rica em Histidina Associadas aos Knobs, respectivamente)
também podem mediar a adesdo celular. Inicialmente, tais proteinas
permanecem na por¢do interna do eritrécito associadas ao material
eletrodenso, sendo transportadas de dentro do vacuolo parasitéforo para o
citopolasma e finalmente para a porcdo extracelular por um sistema de
vesiculas durante o processo de maturacdo dos parasitos (POUVELLE et al.,
1994; FRANCISCHETTI et al.,, 2008; FINNEY et al., 2010). Sabe-se, no
entanto, que a expressdo dos receptores presentes nas células endoteliais do
hospedeiro varia de acordo com a concentracdo de certas citocinas como TNF-
a, produzida por macréfagos ativados, e interleucinas 1, 6 e 8 (WHITE et al.,
2008). Apesar de a maléaria cerebral ser interpretada como resultante da
reducdo do fluxo sanguineo causado pela obstrucdo mecanica dos vasos por
eritrocitos infectados levando a hipoxia tecidual (BERENDT et al., 1994),
admite-se que uma resposta imune exacerbada, causada por citocinas tais
como TNF-a e IFN-y, também pode causar danos em nivel tecidual (CLARK et
al., 1994; VAN DER HEYDE et al., 2006 ).

Outra complicacédo importante decorrente da infeccdo malarica é a anemia.
O quadro anémico grave (taxa de hemoglobina <5g/100mL de sangue ou
inferior a 15%), quando observado em pacientes infectados, deve-se a um
conjunto de eventos que culminam na destruicdo das hemacias. Entre tais
eventos destacam-se 0s processos de liberacdo do parasito, 0 aumento da
fagocitose de hemécias parasitadas e sadias e a diminuicdo da eritropoiese
(WEATHERALL et al., 2002; CHANG e STEVENSON, 2004). Efetivamente, a
reducdo da eritropoiese associa-se a elevados niveis de citocinas pro-
inflamatdrias IFN-y e TNF-a, capazes de atuarem diretamente na medula éssea
reduzindo sua funcao (CALIS et al., 2008).

Logo, a evolugdo da maléria ndo complicada para a forma grave envolve
mecanismos distintos e complexos, sendo o diagndstico e o tratamento rapido

fundamentais para o seu controle.
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1.4 Respostaimune a malaria

A intensidade com a qual os sintomas da malaria se manifestam depende
de vérios fatores, inclusive de seu estado imunoldgico. J4 foi demonstrado que
individuos residentes em areas de transmisséo estavel durante longos periodos
de tempo desenvolvem a denominada imunidade clinica; capaz de impedir a
manifestacdo de sintomas clinicos acentuados, embora ndo proteja quanto a
aquisicao de novas infeccOes e nem seja capaz de eliminar completamente os
parasitos circulantes (imunidade dita “n&o esterilizante”). Logo, o avan¢o da
idade e a exposicdo continua e ininterrupta do individuo aos parasitos
mostram-se fundamentais para o desenvolvimento e manutencéo de imunidade
capaz de controlar a evolucdo da doenca (BEJON et al., 2010). Postula-se que
0 longo tempo necessério para que individuos residentes em areas de alta
transmissao desenvolvam imunidade natural se deva a existéncia de cepas
geneticamente distintas de parasitos circulantes, bem como da intensa
variedade de moléculas antigénicas presentes nos diferentes estagios
evolutivos observadas em seu ciclo de vida (GUPTA e DAY,1994). Portanto,
fatores associados aos parasitos (tais como elevada variabilidade genética e
intenso polimorfismo) e ao hospedeiro (estado gestacional, idade) podem levar
ao atraso na aquisicdo da imunidade incompleta, néo esterilizante, por parte do
hospedeiro (MACKINNON et al.,, 2005; SCHERF et al.,, 2001). Algumas
caracteristicas herdadas geneticamente podem, no entanto, manter o individuo
naturalmente protegido contra a infeccdo maléarica. Dentre estas, destacam-se
a anemia falciforme, talassemia, defeitos na membrana dos eritrocitos
(ovalocitoses do Sudoeste Asiatico, algumas formas de eliptocitoses) e
algumas anormalidades metabdlicas (deficiéncia em glicose-6-fosfato
dehidrogenase -G6PD) (MIN-OO e GROS, 2005; HEDRICK, 2011)).

Em linhas gerais, a resposta imune a malaria é bastante complexa
podendo ser mediada inicialmente por diferentes tipos celulares (a imunidade
inata) e, a seguir, por anticorpos (imunidade adaptativa ou adquirida).

A imunidade inata mostra-se fundamental no inicio da infec¢do. Estudos
realizados em modelo murinos demonstraram, por exemplo, que a capacidade

do animal de controlar a parasitemia nos primeiros 7-14 dias apdés o desafio
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esta diretamente associada a sua maior chance de sobreviver a infeccéo.
Assume-se, nesse sentido, que os macrofagos sdo 0s mais importantes
“soldados” no combate aos parasitos uma vez que além de atuarem como
células apresentadoras de antigenos, também fagocitam eritrcitos infectados
mesmo na auséncia de anticorpos especificos, através da interacdo do
receptor de superficie CD36 e a proteina pfEMP-1 (P. falciparum- encoded
erythrocyte membrane protein 1) (PATEL et al., 2004). Macrofagos ativados
atuam na producéo de citocinas como IFN-y e TNF-a. TNF- a, além de atuar
como pirogénio endogeno estimulando a febre (KIRUNPETCHARAT et al.,
1999) também atua na inibicdo do desenvolvimento do estagio hepatico do
parasito, juntamente com o IFN-y, IL-6 e IL-12, secretadas por macréfagos,
linfécitos T ativados, células de Kupffer, células NK e células endoteliais
(ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2003).

As células NK, por sua vez, sdo também importantes na imunidade
inata. ApOs ativadas por IL-12, especialmente, essas células sdo uma
importante fonte de INF- y, citocina que além de atuar na ativacdo de
macréfagos e de outras células do sistema imunolégico induzindo fagocitose
também atua diretamente na eliminacdo dos parasitos pelo processo de ADCI
(ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2002). Outros mecanismos de atuacao do
INF-y evolvem a inducdo da producdo da enzima Oxido nitrico sintetase, que
por sua vez desencadeia a producdo de oxido nitrico (NO) que, entdo agira na
eliminacdo dos esquizontes ou da célula infectada. Os radicais de oxigénio e
reativos intermediarios de nitrogénio também atuam no sentido de eliminar o
parasito (KIRUNPETCHARAT et al., 1999; DOOLAN e HOFFMAN 2000).

Apesar da importancia no combate a infeccdo maléarica, IFN-y, bem
como outras citocinas que desempenham papel pré-inflamatério, deve ser
induzido e mantido em niveis adequados, proporcionando a eliminacdo da
infeccdo com o minimo de dano ao hospedeiro (ARTAVANIS-TSAKONAS e
RILEY, 2002). Neste sentido, atuam citocinas classicamente ditas anti-
inflamatorias, IL-10 e TGF-B (ARTAVANIS-TSAKONAS e RILEY, 2002;
ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2003). Estudos em modelos murinos

demonstram que IL-10 e TGF-B s&o responsaveis pelo controle da
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exacerbacdo da resposta pro-inflamatéria e, consequentemente, de danos
teciduais ocorridos durante o “clearance” parasitario (OMER et al., 2003).

Assim, a resposta imune antimalarica deve se iniciar rapidamente, sendo
mediada por citocinas proé-inflamatorias e deve ser suprimida ou controlada
pela acdo de citocinas anti-inflamatorias na mesma velocidade tdo logo o
parasito seja erradicado para que néo haja nenhum efeito imunopatolégico nos
sitios de atuacdo das mesmas (RILEY et al., 2006).

A resposta imune adquirida conta com a participagdo dos linfécitos T
CD8+, que sao ativados através da apresentacdo de antigenos via MHC |,
atuando no desenvolvimento da atividade citotoxica sobre os hepatécitos
infectados. Uma vez que eritrécitos ndo expressam MHC |, o papel das células
T CD8+ na protecdo contra a malaria fica restrito a fase pré-eritrocitica
(HOFFMAN et al., 1989; DOOLAN e HOFFMAN 2000). Por outro lado, os
linfécitos T CD4+ agem tanto na fase hepética, polarizando para o perfil de
resposta Thl (pré-inflamatoria) através da secrecéo de citocinas como IFN-y e
Th2 (anti-inflamatoéria), quanto no curso da infeccdo eritrocitica, pelo
favorecimento da producdo de anticorpos pelos linfécitos B (CLERICI e
SHEARER, 1994; SIDDIQUI et al., 2007). Especificamente, os anticorpos da
subclasse IgG sdo os mais relevantes no combate a infeccdo malarica.

A importancia dos anticorpos no combate a infeccdo malarica foi
demonstrada na década de 1960, no qual a transferéncia passiva de anticorpos
IgG totais de adultos infectados para criancas levou a diminuicdo da
parasitemia. Ap0s 0 esgotamento dos anticorpos a parasitemia voltou a
crescer, retornando a niveis baixos apds uma nova transferéncia (COHEN et
al., 1961). Anos mais tarde, outro estudo demonstrou que 30 minutos apds a
picada do mosquito, 0s esporozoitos que se aproximam dos hepatécitos sédo
opsonizados por anticorpos blogueadores sendo impedidos de invadirem os
hepatécitos. Os parasitos, porém, que escapam da acdo dos anticorpos nessa
fase invadem os hepatdcitos, iniciando o ciclo eritrocitico.

Na fase sanguinea, os anticorpos podem atuar por mecanismos distintos
0s quais envolvem ligacdo as células infectadas com consequente lise mediada
pela ativagdo do sistema complemento, fagocitose e/ou citotoxicidade celular
dependente de anticorpos-ADCI (revisto por PLEBANSKI e HILL, 2000). A
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ADCI é um processo que se inicia com a liberacdo dos merozoitos a partir de
hemacias infectadas com posterior opsonizacao por anticorpos IgG. Anticorpos
opsonizadores, ligam-se através de sua porcdo Fc a receptores Fc expressos
na superficie de_mondcitos, os quais passam a liberar mediadores sollveis que
irdo inibir a divisdo intraeritrocitica de parasitos circundantes (PERIGNON e
DRUILHE, 1994; BOUHAROUN-TAYOUN et al., 1995). IgG1 e 19G3,
classificadas como citofilicas, parecem ser as subclasses mais importantes de
imunoglobilinas G no combate a infeccdo malaria uma vez que individuos que
apresentam niveis reduzidos dessas subclasses parecem serem mais
susceptiveis a infeccdo quando comparados aqueles que apresentam niveis
elevados (revisto por GREEN e KRIER, 1978; HILL et al., 2013).

Uma expressiva resposta humoral, direcionada a varios antigenos
plasmodiais, geralmente € observada em areas altamente endémicas. Isso
ocorre devido ao constante estimulo proporcionado por repetidas exposicdes
aos parasitos (WEISS et al., 2010) e esta relacionada com a ativacdo de
células B policlonais com consequente producdo de anticorpos contra Varios
antigenos expressos pelo parasito em seus diversos estagios de
desenvolvimento. (MAYXAY et al., 2004).

Em sintese, apesar das respostas imunes inata e adaptativa mostrarem-
se fundamentais no controle da infeccdo maléaria, as vias pelas quais tais
respostas sao ativadas e controladas sdo bastante complexas e nao totalmente

compreendidas.

1.5 Vacinas

O desenvolvimento de imunidade contra a malaria € incontestavel e
existem diversos estudos descrevendo o importante papel dos anticorpos 1gG
(COHEN et al., 1961; SABCHAREON, 1991) e de citocinas de perfil Thl na
imunidade antiparasitaria (revisto por SOUZA, 2014).

Devido ao crescente desenvolvimento de resisténcia aos antimalaricos e
a instabilidade das estratégias de controle da doenca, muitos esforgos tém sido

direcionados ao desenvolvimento de uma vacina antimalarica segura e eficaz.



25

Nesse contexto, sdo trés os principais pontos de interesse para atuacédo de
uma vacina: 1- vacinas direcionadas a esporozoitos e/ou célula hepatica
infectada com a finalidade de evitar a infeccdo e doenca, consequentemente;
2- vacinas direcionadas a parasitos assexuados de fase sanguinea com o
objetivo de evitar ou amenizar os sintomas decorrentes do ciclo eritrocitico; 3-
vacinas contra estagios sexuados com a finalidade de evitar a transmisséao da
doenca (GOOD et al.,, 1998). Contudo, o desenvolvimento de protoétipos
vacinais contra infecbes maléricas € limitado por fatores que podem ser
atribuidos tanto ao parasito quanto ao hospedeiro. Em relacdo a fatores
atribuidos ao hospedeiro, existe a dificuldade em gerar memoéria imunoldgica
que induza imunidade duradoura e esterilizante. Atualmente, admite-se que a
forma mais efetiva de se alcancar imunidade duradoura contra a maléria para
seres humanos é exposicdo repetida a infeccdo por Plasmodium
(NUSSENZWEIG et al., 1967; ; BELNOUE et al., 2004; RENIA et al., 2006;
BELNOUE et al., 2008; MURHANDARWAT et al., 2008; PINZON-CHARRY e
GOOD, 2008; CULLETON et al., 2011; GERALD et al., 2011; SEDER et al.,
2013). Contudo, a presenca de diversos estagios de desenvolvimento dos
plasmaodios aliada a variacdo antigénica que ocorre entre as linhagens de uma
mesma espécie de Plasmodium leva ao que se define de imunidade estagio e
cepa especifica. Isso é observado tanto em estudos utilizando modelos
experimentais (GOOD et al., 2005; MARTINELLI et al., 2005) quanto em seres
humanos (EISEN et al., 2002).

Partindo-se, portanto, da pressuposta ocorréncia de imunidade cepa
especifica, espera-se que a resposta imune seja mais vigorosa quando
parasitos homologos ao imundgeno sao utilizados no desafio (CULLETON et
al., 2011; TAYLOR et al., 1998). Contudo, ensaios realizados em voluntarios
humanos demonstram que imunizagbes realizadas com esporozoitos
atenuados de diferentes linhagens P. falciparum podem gerar protecdo contra
parasitos heterélogos (HOFFMAN et al., 2002). Na verdade, existem poucos
estudos que avaliam protecdo contra cepas heterélogas aquelas utilizadas nos
protétipos vacinais, € mesmo esses nhao geram resultados totalmente
conclusivos. Existem indicios de imunidade protetora cruzada (imunidade

induzida por determinada cepa de Plasmodium parece conferir protegcéo contra
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outra geneticamente distinta), mas muitas lacunas precisam ser melhor
compreendidas (SEDEGAH et al., 2007; BELNOUE et al., 2008; PURCELL et
al., 2008; INOUE et al.,, 2012). Na década passada, um ensaio vacinal
experimental com doses extremamente baixas de parasitos vivos, injetados por
via intravenosa (30 eritrécitos infectados com a cepa 3D7 de P. falciparum), foi
capaz de induzir imunidade protetora em seres humanos contra o desafio com
parasitos homologos. Apesar da ja descrita importancia dos anticorpos anti-
plasmodiais, essa prote¢cdo mostrou-se independente de anticorpos, sendo
predominantemente associada a ativacao de linfocitos T (CD4+ principalmente
e CD8+) e a presenca de citocinas (principalmente IFN-y) (POMBO et al.,
2002). J4 em modelos experimentais, foi possivel demonstrar que a imunidade
induzida por doses ultrabaixas de parasitos sanguineos viaveis também
protege os camundongos contra o desafio com cepas heterélogas (ELLIOTT et
al., 2005; PINZON-CHARRY et al., 2010). Essa protecdo tem sido mediada
principalmente por células T CD4+, IFN-y e O6xido nitrico, ndo havendo
participacéo evidente de anticorpos (PINZON-CHARRY et al., 2010, DA SILVA
et al., 2013). Realmente, Grun e colaboradores ja na década de 80
demonstraram a ocorréncia de imunidade protetora em animais deficientes de
células B, inclusive contra cepas heterélogas de parasitos (GRUN et al., 1983).
Além dos muitos resultados conflitantes encontrados na literatura no que se
refere & imunidade transcendente a cepa, nhenhum estudo, tem avaliado se a
imunidade induzida por um parasito que ndo causa malaria cerebral poderia
proteger contra tal desafio.

Mesmo que a imunidade esterilizante e duradoura ainda nao tenha sido
alcancada naturalmente e/ou indiretamente por meio de vacinas, estudos
sugerem que protétipos vacinais produzidos a partir de parasito completo como
fonte de antigeno (RENIA et al., 2006), atenuados por radiacdo (HOFFMAN et
al.,. 2002) ou por modificacdo genética (MUELLER et al., 2005), levam a
protecdo clinica contra o agravamento da doenca e o desenvolvimento de
malaria cerebral em modelos murinos (GERALD et al.,, 2011). Apesar de
polémica, a utilizacdo de parasitos vivos, especialmente quando atenuados,

pode ser benéfica, visto a ndo necessidade da identificacdo dos epitopos
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antigénicos e a mais ampla exposicdo do sistema imunoldgico aos antigenos
dos parasitos (Revisto por RENIA et al. , 2006).

Enfim, apesar de ndo estar totalmente evidente se a ocorréncia de
imunidade transcendente a cepa é verdadeira, 0 impacto dessa constatacao
pode ser de grande importancia para o contexto do desenvolvimento de uma
vacina efetiva, uma vez que em areas endémicas de malaria os parasitos
tendem a apresentar intensa diversidade genética que se reflete em menor ou

maior grau de viruléncia.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar das dificuldades encontradas no desenvolvimento de uma vacina
antimalarica capaz de induzir protecdo de longa duracdo em humanos, existem
diversas evidéncias sugerindo sua viabilidade: (a) pode-se induzir imunidade
completa em animais de experimentacdo e em seres humanos, utilizando-se
parasitos de fase hepatica atenuados por irradiagcéo, (b) as infec¢bes naturais
despertam imunidade incompleta, porém capaz de controlar as manifestacdes
clinicas da doenca e reduzir as cargas parasitarias, e (c) a transferéncia
passiva de anticorpos de adultos imunes, seja experimental ou natural (por via
transplacentéria), protege criancas contra as formas graves da doenca.

Vacinas com parasitos vivos, porém atenuados por irradiacdo ou
modificados geneticamente, vém sendo testadas contra estagios pré-
eritrociticos e sanguineos dos plasmdédios (BELNOUE et al., 2004; GERALD et
al., 2011; INOUE et al., 2012). Dentre as vantagens dessas vacinas em relacao
as recombinantes e de subunidades esta a inducdo de resposta imune
direcionada a multiplos antigenos dos parasitos (GOOD 2011; INOUE et al,
2012). Nesse contexto, estudos desenvolvidos com os plasmadios de roedores
tém sido fundamentais para o entendimento de fatores associados a protecao,
sobretudo quando h& envolvimento de 6rgdos vitais tais como cérebro e
pulmbes. No entanto, apesar da vasta literatura relacionada a inducdo de
imunidade em modelos experimentais, nenhum estudo tem averiguado o papel
da imunidade heterdloga na protecdo contra quadros graves de maléria, como
malaria cerebral. Em sua grande maioria, os estudos séo realizados com cepas
de parasitos ndo indutoras de malaria cerebral (por exemplo, P. yoelii, P.
chabaudi), sendo a protecdo investigada somente em relacdo a inibicao do
desenvolvimento do parasito no sangue circulante. Além disso, nada se sabe
sobre o impacto dessa imunizacdo em infec¢cbes posteriores com parasitos
altamente virulentos. Deve-se, no entanto, considerar essa uma questao
relevante ja que criangas africanas expostas continuamente a maléria
raramente apresentam acometimento cerebral durante a primeira infeccdo, o
que se torna “‘comum” em infecgdes subsequentes (ERUNKULU et al., 1992).

Mesmo assim, no contexto do desenvolvimento natural ou de indugédo de
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imunidade, sabe-se que em areas endémicas geralmente circulam diferentes
espécies e cepas de parasitos com distintos graus de viruléncia (GUERRA et
al., 2006) e que com a globalizacdo a introducdo de uma nova espécie/cepa
pode alterar a médio prazo o perfil de viruléncia das cepas preexistentes
(MAYXAY et al.,, 2004). Assim, uma vacina que induza protecdo simultanea
contra variados estagios evolutivos dos parasitos e contra cepas heterodlogas,
com diferentes graus de viruléncia e segura para o hospedeiro torna-se
fundamental.

Considerando-se, portanto, a possibilidade de inducéo de imunidade por
meio de injecdo intraperitoneal de parasitos de fase sanguinea (PINZON-
CHARRY et al., 2010), o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto de
imunizagcdes com parasitos vivos (cepas virulentas e nao virulentas de P.
berghei) no desenvolvimento de malaria cerebral e danos pulmonares apés o
desafio com cepa virulenta de P. berghei ANKA bem como a ocorréncia de
imunidade transcendente a cepa. Para isso, ciclos repetidos de imunizacdo
com P. berghei NK65 ou P. berghei ANKA foram realizados seguindo-se
posterior desafio com a cepa ANKA, principal modelo para a inducéo de

malaria cerebral em camundongos C57BL/6.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o impacto de imunizagdes com parasitos vivos (P. berghei cepas
NK65 e ANKA) no desenvolvimento de malaria grave (cerebral e pulmonar)
apos desafio com P.berghei ANKA e a ocorréncia de imunidade transcendente

a cepa.

3.2 Especificos

o Investigar, com base nos niveis sorolégicos de anticorpos IgG totais,
IgG1 e IgG2a, a inducao de imunidade homol6ga e heterdloga apds os
processos de imunizacao;

o Investigar se 0s niveis de anticorpos detectados por ELISA estdo
associados com namero de imunizagoes;

o Avaliar o efeito das imuniza¢bes no desenvolvimento da malaria grave
com base nas lesbes histopatolégicas observadas no cérebro e
pulmdes;

o Determinar a curva de parasitemia e mortalidade nos animais
imunizados e controles;

o Avaliar os niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10 no cérebro e pulmdes de
animais imunizados tracando associacdo com numero de imunizacées;

o Estabelecer relacdo entre niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10 e a presenca
intensidade das lesdes histopatoldgicas observadas nos pulmdes e
cérebro, bem como com a densidade parasitaria em cada grupo
avaliado.

o Avaliar o efeito das imuniza¢gées no tamanho do bago dos animais, em

relacdo ao numero de imunizagdes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Para esse estudo, foram utilizados camundongos C57BL/6, fémeas com
6 a 8 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Biologia de Reproducéo da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas
acondicionadas em estante ventilada, sendo fornecidas agua e racdo ad
libitum. O estudo contou com aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo animal (Protocolos # 053/2011 e #102/2012)

4.2 Ensaios de imunizacao

4.2.1 Procedimento de imunizagdo com parasitos vivos

4.2.1.1 Animais repique

Amostras criopreservadas de P. berghei (cepas ANKA e NK65) foram
descongeladas em temperatura ambiente e posteriormente inoculadas via
intraperitoneal em camundongos C57/BL6 (200uL/animal). A seguir, a
parasitemia sanguinea foi monitorada diariamente por meio da andlise de
esfregacos confeccionados a partir da veia caudal até atingir taxas entre 5 e
15%. Entdo, os animais foram anestesiados com solucédo de cloreto de sédio
contendo Xilazina 1% e Quetamina 5%, procedendo-se a exsanguinacao por
meio da veia braquial. Em seguida, o sacrificio foi finalizado por meio de
deslocamento cervical. O sangue coletado foi, entdo, diluido em Tampé&o
fosfato-salino (PBS), seguindo-se centrifugacdo por duas vezes a 1500 rpm
(rotacbes por minuto) por 5 minutos. Apos a retirada do sobrenadante, o
sedimento de heméacias foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI1640 e o
namero total de hemacias na suspenséao foi estimado por meio de contagem
em Céamara de Newbauer apos diluicdo de 1000x. Considerando-se 0 numero

de células e a parasitemia, uma nova diluicéo foi realizada de forma a se obter
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10® hemAcias infectadas para cada 100 uL de meio RPMI1640; volume o qual

foi inoculado via intraperitoneal em cada animal experimental.

4.2.1.2 Grupos experimentais e procedimento de imunizagéo.

Para esse estudo foram definidos sete grupos experimentais, cada qual

composto por 12 animais agrupados aleatoriamente, conforme descrito no

Quadro 1.

Quadro 1 Descricdo dos grupos experimentais segundo nimero e cepas de P. berghei
utilizadas nos processos de imunizac¢éo e desafio experimental, respectivamente.

Grupo Descrigdo do grupo 12 22 Parasito utilizado para
imunizacao imunizacao desafio (105 hemécias
parasitadas)
1 Controle N&o imunizados Nao desafiados
2 Controle N&o imunizados Desafio com P.berghei
ANKA
3 Desafio homoélogo P.berghei X P.berghei
ANKA ANKA
4 Desafio homdlogo P.berghei P.berghei P.berghei
ANKA ANKA ANKA
5 Controle N&o imunizados P.berghei
NK65
6 Desafio heter6logo P.berghei X P.berghei
NK65 ANKA
7 Desafio heter6logo P.berghei P.berghei P.berghei
NK65 NK65 ANKA

X- sem imunizagéo

As imunizacdes foram realizadas inoculando-se 10° hemacias infectadas
com parasitos da cepa P. berghei ANKA conforme descrito no item 4.2.1.1. Em
camundongos C57BL/6 essa linhagem € altamente virulenta causando malaria
grave e Obito dentro de sete dias apds o desafio. Mesmo procedimento foi
realizado com a cepa de P. berghei NK65, linhagem de baixa viruléncia para
camundongos C57BL, embora induza anemia grave associada a alta carga

parasitaria.
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Apoés cada imunizacdo, esfregacos sanguineos foram confeccionados
diariamente a partir do 3° dia, até o aparecimento das primeiras formas
sanguineas dos parasitos. Entdo, uma dose diaria de 25mg/kg de Artesunato +
25mg/kg de Cloridrato de Mefloquina foi oferecida a cada animal, por meio de
gavagem durante cinco dias consecutivos visando a cura da infeccdo. A
eficacia do tratamento foi monitorada por meio do exame de esfregacos
sanguineos confeccionados no 10° dia apds a finalizagdo do mesmo.

Animais pertencentes aos grupos 3 e 6 foram desafiados 30 dias apés a
finalizacdo do tratamento com 10° hemécias infectadas por via intraperitoneal.
Animais pertencentes aos grupos 4 e 7 sofreram novo ciclo de imunizagéo
seguindo-se mesmos procedimentos descritos anteriormente e posterior
desafio apods a finalizacdo do tratamento. Animais pertencentes aos grupos 2 e
5 foram somente desafiados sem qualquer exposicdo prévia aos parasitos.
Antes, porém, de cada desafio, uma aliquota de sangue foi obtida a partir da
veia caudal para obtencdo de soro para realizagdo da andlise da
soroconversao.

Para obtencédo de soro, o sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 20
minutos, seguindo-se coleta do sobrenadante e armazenagem a -20°C até o

momento do uso.

4.3 Procedimento de obtencéo de extrato proteico bruto para realizacao

do ensaio imunoenziméatico (ELISA)

A analise de soroconversdo, ou seja, a determinacdo dos niveis de
anticorpos IgG circulantes nos animais imunizados, foi realizada por meio de
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para tal, extrato proteico total oriundo de
parasitos obtidos a partir de sangue de animais foi utilizado como antigeno.
Para producdo de antigeno de P. berghei NK65 utilizou-se animais cuja
parasitemia estivesse entre 15-30% e entre 6-8% no caso de P. berghei ANKA.
Apos anestesia (solugdo de NaCl contendo Xilasina 1% e Quetamina 5%), o
sangue, coletado com anticoagulante por puncédo da veia braquial, foi

centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. O plasma
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foi desprezado e as hemacias lavadas usando-se meio RPMI1640 incompleto.
Apos centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 10 mL de PBS 1X. Para lise dos
eritrocitos, foi adicionada a suspensédo, 60 puL de saponina a 1%, seguindo-se
incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos esse tempo, foram
acrescentados 10 mL de PBS 1X, seguindo-se centrifugacdo a 10.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 20 mL de PBS 1X seguindo-se nova centrifugacao a 10.000
rom durante 10 minutos a 4°C. Ao final de duas lavagens, foram acrescentados
ao sedimento dois volumes de tampédo TEM-Triton X-100 (1 mL de tris-base -
1M - pH8.0); contendo 10 pL dos inibidores de proteases (iodacetamida,
Tosilina Clorometil Cetona-TLCK, Fluoreto de Fenilmetilsulfonil-PMSF e
aprotinina). Apds 15 minutos de incubacdo em gelo, a amostra foi centrifugada
a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a
concentracdo proteica determinada pelo método de Lowry. O material foi

distribuido em criotubos e criopreservado em nitrogénio liquido até o uso.

4.3.1 Deteccéo de Anticorpos IgG

O ELISA para determinacdo das taxas de anticorpos IgG totais foi
realizado de acordo com o protocolo previamente padronizado no laboratorio
de Parasitologia da Universidade Federal de Juiz de Fora. Para isso, placas de
96 pocos foram sensibilizadas com 1ug de antigeno bruto de P. berghei NK65
ou P.berghei ANKA diluidos 50 ul de solucdo tampéo carbonato, seguindo-se
incubagéo a 4°C por 12 a 16 horas. Entdo, as placas foram lavadas com
PBS+Tween 0,05% e secas em papel absorvente. Em seguida adicionou-se
aos poc¢os 150 ul de solugdo PBS+Tween 0,05% contendo 5% de caseina,
seguindo-se incubacédo por 2h a 37° C. Apos 4 lavagens com PBS+Tween
0,05% e secagem em papel absorvente, 50 pl de uma solucdo de PBS
contendo 5% de caseina e amostras de soro na diluicdo de 1:100 foram

adicionados aos pocgos seguindo-se nova incubacdo por 1h e 30 min a 37°C.
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Ao final desse periodo, as placas foram lavadas 4 vezes e secas em papel
absorvente, seguindo-se adicdo de 50 pl de solucdo contendo anticorpo
monoclonal conjugado a enzima peroxidase na diluicdo de 1:2500. Apdés
incubacao por 1h a 37°C e lavagem, 50ul por poco de solucdo de TMB (Becton
Dickinson - BD) foram adicionados as placas seguindo-se nova incubacéo por
10 min em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacdo enzimatica foi
interrompida utilizando-se 30 pl/poco de solucdo de acido sulfurico (1:20). A
densidade dtica (DO) foi determinada em um leitor de placas de ELISA (Costar)
em comprimento de onda de 450 nm (DO 450). Para determinagéo do cut-off
foram utilizados soros de seis animais nunca expostos aos parasitos da
maléria, sendo o valor do mesmo definido como média das absorbancias

acrescidas de trés desvios padroes.

4.3.2 Deteccao de Anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2a

O ELISA para determinacdo das taxas de anticorpos IgG totais foi
realizado de acordo com o protocolo previamente padronizado no laborat6rio
de Parasitologia da Universidade Federal de Juiz de Fora. Para isso, placas de
96 pocos foram sensibilizadas com 1ug de antigeno bruto de P. berghei NK65
ou P.berghei ANKA diluidos 50 ul de solucdo tampéo carbonato, seguindo-se
incubagéo a 4°C por 12 a 16 horas. Entdo, as placas foram lavadas com
PBS+Tween 0,05% e seca em papel absorvente. Em seguida adicionou-se aos
pocos 150 ul de solucdo PBS+Tween 0,05% contendo 5% de caseina,
seguindo-se incubacédo por 2h a 37° C. Apos 4 lavagens com PBS+Tween
0,05% e secagem em papel absorvente, 50 ul de uma solugcdo de PBS
contendo 5% de caseina e amostras de soro na diluicdo de 1:100 foram
adicionados aos po¢os seguindo-se nova incubacéo por a 4° por 12 a 16 horas.
Ao final desse periodo, as placas foram lavadas 4 vezes e seca em papel
absorvente, seguindo-se adicdo de 50ul de anticorpo anti-lgG1 ou anti-lgG2a
biotinilado (1:8000) e incubacdo por 1h em temperatura ambiente no escuro.
Apds incubacdo por 1h a 37°C e lavagem, 50pl por poco de solucdo de TMB

(Becton Dickinson - BD) foram adicionados as placas seguindo-se nova
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incubacdo por 10 min em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacao
enzimatica foi interrompida utilizando-se 50 pl/poco de solucdo de &acido
sulfarico a 2N. A densidade 6tica (DO) foi determinada em um leitor de placas
de ELISA (Costar) em comprimento de onda de 492nm (DO 492). Para
determinacao do cut-off foram utilizados soros de seis animais nunca expostos
aos parasitos da malaria, sendo o valor do mesmo definido como média das
absorbancias acrescidas de trés desvios padroes.

Os resultados foram expressos como indice de reatividade (IR), tanto
Para IgG quanto para as subclasses analisadas. Esses valores foram
determinados pela razdo: médias das absorbancias/ valor de cutoff
previamente obtido. A soroconversao foi considerada positiva quando o IR

apresentou valor maior ou igual a 1.

4.4 Procedimentos experimentais ap6s o desafio

4.4.1 Eutanasia

Cinco dias ap6és o desafio, sete animais de cada grupo foram escolhidos
aleatoriamente e eutanasiados. Os animais foram anestesiados com solucéo
de Xilazina 1% e Quetamina 5%, procedendo-se a perfusdo cardiaca com PBS.
A seguir, foram removidos cérebro e pulmdfes, sendo uma fracdo desses
orgdos fixada em paraformaldeido 4% para posterior desidratacéo,
diafanizacao, inclusdo e analise histoldgica. A outra fragdo foi armazenada em
soro fetal bovino em freezer -80°C para posterior extracdo e analise dos niveis
de IL-10 e TNF-a por ELISA. O baco foi pesado em balanca de precisdo para

correlacdo entre o volume do érgéo e o tipo e numero de imunizacdes.

4.4.2 Anélise histoldgica

Para avaliar o impacto das imuniza¢cdes no desenvolvimento de maléaria
cerebral e pulmonar apds desafio com P. berghei ANKA, foram feitos cortes
histol6gicos a partir dos 6rgaos de cada animal. Tanto no cérebro quanto nos

pulmdes foram avaliados a ocorréncia de adesdo endotelial de hemacias



37

parasitadas e de processo inflamatorio (extravasamento de hemacia, infiltracao
linfocitaria). Para isso, uma fracdo dos o6rgdos coletados foram fixados em
solucdo de paraformaldeido a 4%, pH 7.2-7.4 por 24 h e posteriormente
transferidos para uma solucdo alcool 70%. Entdo, os tecidos fixados foram
acondicionados em cassetes histologicos e desidratados pela imersdo em
concentracbes crescentes de alcool (70%, 80%, 90%, absoluto e 50%
alcool/50% xilol), por 30 minutos em cada solucdo. A diafanizacdo foi feita
através da utlizagdo de duas imersdes em xilol por 20 minutos cada.
Finalmente, os 6rgdos foram impregnados e incluidos em parafina. Os blocos
foram submetidos a microtomia e as laminas foram submetidas a coloracao

com Hematoxilina-Eosina.

4.4.2.1 Coloragédo de Hematoxilina-eosina

A coloracédo de rotina Hematoxilina-Eosina foi realizada em laminas com
cortes do tecido cerebral e pulmonar para uma observacdo geral das
alteracdes histopatolégicas. O processo de coloracdo foi iniciado com a
imersdo das laminas em 3 banhos de xilol, de duracdo de 10 minutos (primeiro
banho) e 5 minutos (segundo e terceiro banhos), para desparafinizacdo. Em
seguida, para hidratacdo dos tecidos, as laminas foram imersas em banhos
subsequente, de 1-3 minutos cada, em solucéo de &lcool absoluto, alcool 95%,
alcool 80%, alcool 70%, e &gua por 5 minutos e em agua destilada por mais 5
minutos. Entdo os cortes foram submersos em corante Hematoxilina (corante
acido) por 2 minutos, seguindo-se lavagem em agua corrente por 5 minutos.
Seguindo-se nova imersdo em corante Eosina (corante basico), por 30
segundos a 2 minutos e lavagem em &agua corrente por 1 minuto. Finalmente,
as laminas foram imersas em quatro banhos de alcool (70%, 80%, 95% e
100%) por 1 minuto em cada concentracdo e depois em trés banhos de Xilol
por 2minutos cada. Seguindo-se montagem da lamina com laminula e

Enthelan. A analise das mesmas foi realizada utilizando-se objetiva de 40x.
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4.4.3 Extracao de citocinas in loco

Para a extracdo de citocinas foram preparados 100ml de solucdo de
extracdo, contendo: NaCl 0,4M; tween 20 0,05%; albumina de soro bovino
0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1 mM; cloreto de benzetbnio
0,1mM; EDTA 10 mM; 0,002% de aprotinina e agua ultra pura ou destilada
para completar 100ml. Para cada 100mg de tecido foram utilizados 1mL do
tampao de extracdo, seguindo-se homogeneizacdo e centrifugacéo a 10 000
rom por 1 minutos a 4°C. O sobrenadante oriundo da centrifugagéo foi
armazenado em freezer -80°C para posterior analise pelo método de ELISA.
No momento do uso, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a

10.000 rpm por 15 minutos para coleta do sobrenadante.

4.4.3.1 Deteccédo dos niveis de citocinas in loco

Ensaios de ELISA para determinacao in loco dos niveis de IFN-y, TNF-a
e IL-10 foram realizados de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante
(eBioscience, Inc.). Para tal, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
100pl/poco de tampéo de revestimento contendo os anticorpos de captura de
cada citocina de interesse (IL-10- 1:1000; TNF-a- 1:250; IFN-y -1:250 )
seguindo-se incubacdo a 4°C por 18 horas. Entdo, as placas foram lavadas
trés vezes com tampao de lavagem, secas em papel absorvente, bloqueadas
com 200 pl/poco de solugcéao diluente e incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente. Para determinar a concentracdo em pg/mL de cada citocina
presente no homogenato, curvas padrées foram incluidas em cada placa nas
diluicbes recomendadas pelo fabricante. As amostras foram, entdo,
adicionadas as placas em duplicata (100ul/poco), seguindo-se incubacéo a 4°C
por 18 horas. Apés esse periodo, as placas foram lavadas cinco vezes com
tampao de lavagem e secas em papel absorvente. Entdo, 100ul de solucdo de
solucéo diluente contendo os anticorpos de deteccao foram adicionados a cada
poco seguindo-se incubacgéo por 1 hora a temperatura ambiente. Apos lavagem

por 5 vezes com tampao de lavagem, 100 pl de Avidin-HRP diluida em solugéo



39

diluente foram acrescentados a cada poco, seguindo-se nova incubacao por 30
minutos. Finalmente, apds lavagem das placas (5 — 7 vezes) foram adicionados
100 pl de solucdo substrato em cada pogo, seguindo-se incubacao por 15
minutos a temperatura ambiente. A reacdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de 50 pl de solucéo de parada em cada poco. A densidade dtica (DO)
foi determinada em um leitor de placas de ELISA em comprimento de onda de
450 nm (DO 450).

4.4.4 Curvade parasitemia

Para avaliar o efeito das imunizacdes no desenvolvimento parasitario
(seja desafio homolégo ou heterélogo), esfregacos sanguineos foram
confeccionados diariamente do 5° ao 10° dia ap6s o desafio e em dias
alternados até o 30° dia do desafio nos animais ndo eutanasiados. Para tal,
uma gota de sangue foi coletada a partir da veia caudal, seguindo-se esfregaca
sanguineo, fixacdo com metanol e coloracdo pelo método de Giemsa. Os niveis
de parasitemia foram definidos pela porcentagem do numero de hemacias
parasitas em um total de 1000 hemécias avaliadas.

4.45 Curvade mortalidade

Para avaliar a eficacia das imunizacbes na sobrevida dos animais,
aqueles remanescentes da eutanasia foram observados diariamente até o 30 °
dia ap6s desafio, verificando-se a presenca de sinais clinicos pertinentes a

malaria grave e delineamento da curva de mortalidade.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Para analise entre os grupos foi utilizado o software GraphPad Prism
(Versao 5.0). Foi utilizado o teste de ANOVA 1-via, seguindo-se poOs-teste de
Tukey nas comparacdes multiplas (baco, citocinas, parasitemia), pés-teste de
Dunn na andlise dos indices de reatividade (anticorpos) e teste y? para analise
da sobrevivéncia dos animais. Valores de p<0,05 foram considerados

significativo.
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6 RESULTADOS

6.1 Anélise de soroconversdo nos animais imunizados

O primeiro objetivo desse estudo foi avaliar se imunizacbes com
parasitos vivos sdo capazes de induzir niveis elevados de anticorpos IgG
antigenos especificos em animais C57BL/6. Além disso, objetivou-se investigar
a ocorréncia de reatividade cruzada entre cepas, ou seja, se anticorpos
produzidos em resposta a uma determinada cepa de parasito sdo capazes de
reconhecer antigeno derivado de outra que apresenta distinto grau de
viruléncia, e a associacao entre niumero de imunizacdes e niveis de anticorpos.
Os resultados sao apresentados na Figura 2.

Conforme esperado, soros de animais controles (ndo imunizados ou
somente desafiados com P. berghei ANKA ou P. berghei NK65) nao
apresentaram niveis detectaveis de IgG total e subclasses contra nenhum dos
antigenos aos quais foram expostos (Figura 2 - A, B, C, D). Em especial,
observa-se com base nos grupos somente desafiados que a soroconversao é
um processo que ndo ocorre imediatamente apds exposicdo aos parasitos,
sejam homologos ou heterdlogos aqueles a que foram expostos previamente
(Figura2 - Ae C).

Por outro lado, observa-se que animais imunizados e desafiados com P.
berghei ANKA (aqui classificada como desafio homologo) sédo capazes de
apresentar altos titulos de anticorpos IgG total (IR>20), contudo, somente apos
repetida exposicdo ao imundégeno (Figura 2 - A e B). Além disso, anticorpos
IgG total produzidos por animais imunizados e desafiados com P. berghei
ANKA sao capazes de reconhecer antigeno de P. berghei NK65 na mesma
intensidade observada para o antigeno homologo (Figura 2 - A e B).

A analise do perfil de reconhecimento imune dos antigenos de P.
berghei ANKA e P. berghei NK65 no soro de animais imunizados com P.
berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA (classificada aqui como
desafio heterol6go) mostra-se distinto daquele observado em desafio homologo
(Figura 2 - C e D versus A e B, respectivamente). Neste contexto, animais

imunizados com P. berghei NK65 sédo capazes de soroconverter ja no decorrer



42

do primeiro ciclo de imunizacdo, mostrando niveis elevados de anticorpos IgG

total (IR>15). Porém, ap6s uma nova imunizacdo, os niveis desses anticorpos

no soro mostram-se ligeiramente estaveis (p>0,05) independentemente do

antigeno ao qual esta sendo exposto (Figura 2 - C e D).
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Figura 2 indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasse IgG1 e IgG2a

Em A e B, imunizagbes realizadas com P. berghei ANKA e desafio homologo. C e D, grupos
que sofreram imunizacbes com P.berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA
(heterdlogo). Em A e C, sensibilizagcao das placas de ELISA com antigeno bruto de P. berghei
ANKA. B e D, placas sensibilizadas com antigeno bruto de P. berghei NK65.

Controle = sem tratamento; NI = designa os grupos que foram somente desafiados pelas
linhagens indicadas; 1 im= 1 imunizacdo; 2 im= 2 imunizagdes; PbA= Plasmodium berghei
ANKA; PbNK= Plasmodium berghei NK65.
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Em relacdo a IgGl e IgG2a, considerados citofilicos em modelo
experimental, observam-se distintos padrdes de reconhecimento antigénico. Da
mesma forma como observado para IgG total, soro de animais imunizados com
P. berghei ANKA quando expostos a antigeno homodlogo ou heterélogo
apresentam niveis positivos (IR>1) para ambas as subclasses somente nos
grupos experimentais que sofreram duas imunizacdes (Figura 2- A e B).
Contudo, enquanto o antigeno ANKA é reconhecido por IgGl e IgG2a de
forma equivalente (Figura 2 — A; p>0,05), o antigeno NK65 é reconhecido
predominantemente por anticorpos da subclasse IgG2a (Figura 2 — B; p<0,05).
Por outro lado, animais imunizados com P. berghei NK65 sdo capazes de
reconhecer o antigeno ANKA apds primeiro ciclo de imunizac¢des, ndo havendo
diferenca nos niveis de anticorpos IgG1l ou lgG2a (Figura 2 — C; p>0.05). O
antigeno homadlogo (NK65), no entanto, é reconhecido predominantemente por

anticorpos da subclasse IgG2a (Figura 2 — D; p<0.05).

6.2 Andlise de lesbes em tecido cerebral e pulmonar em animais
imunizados com parasitos vivos: andlise histopatolégica apos
desafio experimental com cepas homodlogas ou heterélogas de P.
berghei

Apoés andlise da soroconversdo em todos 0s grupos experimentais, foi
investigado o efeito das imunizacdes no desenvolvimento da malaria grave
causada por P. berghei ANKA com base na ocorréncia de lesdes
histopatologicas no cérebro e pulmdes. Devido a alta mortalidade observada
entre o0 6° e 0 7° dia em animais infectados com essa cepa de Plasmodium,
sete camundongos, escolhidos aleatoriamente a partir de cada grupo
experimental foram eutanasiados no 5° dia ap6s desafio, sendo cérebro e
pulmbes processados para a confeccdo de cortes histologico. Os cortes,
corados com Hematoxilina-Eosina, foram analisados no Laboratorio de
Patologia da Universidade Federal de Ouro Preto, usando-se microscopio

Optico em aumento de 400x. Os resultados podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3 Fotomicrografias de secc¢des do cé

rebro e pulmdes.

Em A, B, C, G, H, | (Cérebro) e em D, E, F, J, K, L (Pulmdes) de camundongos C57BI/6
desafiados com 10° hemaécias infectadas com P. berghei ANKA (A, B, C, D, E, F, H, I, K, L) ou
P.berghei NK65 (G, J). Imunizagdo homologa em B, C, E, F e imuniza¢é@o heteréloga em H, I,
K, L. Hematoxilina Eosina, 400x. As setas indicam &reas com acumulo de eritrocitos.

De maneira geral, as principais alteracfes teciduais em animais expostos
aos parasitos foram adesédo de leucocitos/hemacias a parede do endotélio dos
vasos sanguineos cerebrais e a presenca generalizada de infiltrado inflamatorio
com presenca de neutréfilos nos pulmbes. Especificamente, quando
comparado aos animais controles (somente desafiado; Figura 3 - A) nota-se
que o cérebro de animais imunizados uma vez (1x) com P. berghei ANKA e
desafiados com parasito homodlogo (Figura 3 - B), ndo apresentam acumulo de

hemécias no interior dos vasos ou presenca de células caracteristicas de
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infiltrado inflamatorio. Por outro lado, uma segunda imunizacdo parece nao
potencializar esse padrédo; em contraste, animais imunizados duas vezes (2x) e
desafiados com P. berghei ANKA apresentam mais vasos obstruidos no
cérebro (Figura 3 - C) e hemorragia. Resultados semelhantes podem ser
observados quando tecido cerebral proveniente de grupos imunizados uma ou
duas vezes com P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA sé&o
analisados (Figura 3 - H e I). Interessantemente, a analise realizada entre os
grupos somente desafiados tanto com P. berghei ANKA quanto P. berghei
NK65 (Figuras 3 — A e G, respectivamente) demonstrou que 0s animais
somente desafiados com P. berghei NK65 apresentaram mais vaso obstruidos
no cérebro que animais desafiados com P. berghei ANKA.

Semelhante ao observado no tecido cerebral, os pulmdes de animais
imunizados 1x e desafiados com P. berghei ANKA (Figura 3 - E) apresentam
menos lesBes (acumulo de hemacia e infiltrado inflamatério) quando
comparado aos pulmdes de animais somente desafiados por esse parasito
(Figura 3 - D). Contudo, mais uma vez, uma segunda exposi¢cao experimental
aos parasitos, seguida de tratamento, ndo induz resposta imunoldgica capaz de
proteger os animais contra a ocorréncia de danos teciduais. Em contraste,
nossos resultados sugerem que animais expostos a nova infec¢do apresentam
maior chance de desenvolver danos pulmonares quando desafiados com cepa
altamente virulenta (Figura 3 - F). Resultados similares sdo obtidos para
animais imunizados com P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA
(Figura3-Kel).

6.3 Efeito das imuniza¢gdes com parasitos vivos no desenvolvimento de

parasitemia sanguinea

O quarto objetivo foi investigar o efeito das imuniza¢cées com parasitos
vivos de P. berghei ANKA e P. berghei NK65 no controle do desenvolvimento
de parasitemia sanguinea de P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6.
Para tal, esfregagos sanguineos foram confeccionados no 5° dia da infecgdo

com P. berghei ANKA, momento em que parte dos animais de cada grupo
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experimental foi eutanasiada. Os resultados encontram-se ilustrados na Figura
4.

Observa-se que animais somente desafiados com P. berghei ANKA
apresentaram maior parasitemia sanguinea quando comparados a animais
imunizados e desafiados com mesma cepa de parasito (p<0,05; Figura 4).
Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na frequéncia de
parasitemia entre os grupos imunizados e desafiados com P.berghei ANKA,
houve uma tendéncia na reducdo da parasitemia de acordo com o numero de
imunizacdes. Esses resultados, portanto, sugerem uma acao positiva das
imunizagcdes no controle da parasitemia sanguinea quando animais sao
imunizados e desafiados com mesma cepa de parasito.

Interessantemente, animais imunizados com P. berghei NK65 (1 e 2
vezes) e desafiados com P. berghei ANKA também apresentam niveis
reduzidos de parasitos circulantes quando comparados a animais somente
desafiados com P. berghei ANKA (p<0,05). No entanto, ndo houve associacéo
positiva entre reducdo de parasitemia e nimero de imunizagao.

Portanto, com base nos resultados oriundos do 5° dia de infeccdo pode-
se sugerir que imunizacdes com parasitos vivos sdo capazes de controlar a
parasitemia sanguinea apoOs desafio com cepas homologas ou heterdlogas
aquelas utilizadas na imunizacéo (Figura 4).



47

8- *
s 67
£
)]
=4
=
(]
8 v v v v
& —
2- — —
0' 1 | | |
s S
L &L & O

Desafio Homélogo  Desafio Heterdlogo
PbA PbN

Grupos de imunizagéo

Figura 4 Frequéncia média das parasitemias observadas em animais imunizados com P.
berghei ANKA e P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA

Controle = sem tratamento; NI = designa os grupos que foram somente desafiados pelas
linhagens indicadas; 1 im= 1 imunizacdo; 2 im= 2 imuniza¢fes; PbA= Plasmodium berghei
ANKA; PbN= Plasmodium berghei NK65; * - diferenca significativa p<0,05. (n=7 animais /
grupo).

Para avaliar o efeito prolongado das imuniza¢des no desenvolvimento da
parasitemia sanguinea, quatro animais de cada grupo foram acompanhados
diariamente até o 10° dia apds o desafio com P. berghei ANKA, e entéo, a cada
dois dias pelo menos até o 30° dia. A Figura 5 ilustra a frequéncia média da
parasitemia observada em animais imunizados com cepa homoéloga (P. berghei
ANKA) e heterdloga (P. berghei NK65) aquela usada no desafio. Observa-se
gue animais desafiados com cepa homodloga, independentemente do numero
de imunizac¢6es, demonstraram frequéncia de parasitemia inferior ao grupo nao
imunizado. No entanto, somente animais que receberam duas imunizacdes
apresentaram frequéncia de parasitemia significativamente inferior aquela

verificada no grupo controle (somente desafiado) (p<0.05).
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Interessantemente, observa-se que imunizagbes com P. berghei NK65
sdo capazes de manter os niveis de parasitemia por P. berghei ANKA
significativamente reduzidos quando comparados a animais somente
desafiados (p<0,05), independente do numero de imunizagdes.
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Figura 5 Frequéncia média das parasitemias observadas em animais imunizados com P.
berghei ANKA ou P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA.

Esfregacos foram confeccionados diariamente até o 10° dia ap6s o desafio e entdo a cada 2
dias até o 30° dia decorrido do desafio experimental. Controle = sem tratamento; NI = designa
0s grupos que foram somente desafiados pelas linhagens indicadas; 1 im= 1 imunizacdo; 2 im=
2 imunizacdes; PbA= Plasmodium berghei ANKA; PbN= Plasmodium berghei NK65. * p=0,05
(n=4 animais /grupo)
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6.4 Mortalidade

O efeito das imunizacdes com cepas de P.berghei ANKA ou NK65 na
sobrevivéncia dos animais desafiados com P. berghei ANKA foi mensurado
através da observacdo diaria dos animais ndo eutanasiados. Pelo exposto,
observa-se que independente do decréscimo observado nos niveis de
parasitos circulantes nos animais imunizados com P. berghei ANKA e
desafiados com cepa homodloga, ndo houve diferenca na sobrevida desses
animais quando comparados a animais somente desafiados (p>0,05) (Figura
6). Em sintese, todos os animais imunizados 1 ou 2x e desafiados com P.
berghei ANKA sucumbiram ao Obito entre o 7° e o 9° dia apo6s desafio
experimental.

Em contraste, 100% e 75% dos animais imunizados uma ou duas vezes
com P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA ainda permaneciam
vivos por volta do 23° e 25° dia apOs desafio experimental, respectivamente
(Figura 6). Contudo, as imunizagbes nao proporcionaram aos animais o

controle total da infecc¢éo visto que todos morreram por volta do dia 30.
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Figura 6 Efeito das imunizagbes com P. berghei ANKA ou P. berghei NK65 na sobrevivéncia
dos animais desafiados com P. berghei ANKA

Controle = sem tratamento; NI = designa os grupos que foram somente desafiados pelas
linhagens indicadas; 1 im= 1 imunizacdo; 2 im= 2 imuniza¢bes; PbA= Plasmodium berghei
ANKA; PbN= Plasmodium berghei NK65
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6.5 Avaliacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a e IFN —y)

e anti-inflamatoria (IL-10)

Partindo-se da observacao de que animais imunizados e desafiados 1x
com parasitos homaologos ou heter6logos aqueles utilizados nos desafios sdo
mais protegidos contra lesGes cerebrais e pulmonares quando comparados a
animais somente desafiados com P. berghei (cepas ANKA ou NK65) ou
imunizados 2x (Figura 3), e considerando-se ainda a reduzida taxa de parasitos
circulantes (Figuras 4 e 5) e presenca de anticorpos especificos em animais
imunizados (Figura 2), objetivou-se investigar os niveis de citocinas anti e pro-
inflamatorias no cérebro e pulmdes provenientes de todos 0s grupos
experimentais. Os niveis de citocinas in loco foram determinados a partir do
homogenato dos o6rgdos utilizando-se a técnica de ELISA de captura. Os

resultados encontram-se ilustrados na Figura 7.
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Figura 7 Niveis de citocinas anti-inflamatoria e pré-inflamatérias determinadas no cérebro e
pulmdes de animais imunizados. Controle = sem tratamento; NI = designa os grupos que foram
somente desafiados pelas linhagens indicadas; 1 im= 1 imunizacdo; 2 im= 2 imunizag¢0es;
PbA= Plasmodium berghei ANKA; PbN= Plasmodium berghei NK65.* p<0,05. (n=4
animais/grupo).
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Pelos dados obtidos, observa-se que no cérebro e pulmdes de animais
imunizados 1x com P. berghei ANKA e desafiados com a mesma cepa (Figura
7 - A e B), os niveis de TNF-a e IFN-y se mantiveram idénticos entre si e
similares aos observados em animais somente desafiados. Em contraste,
observa-se uma tendéncia de elevacao nos niveis de TNF-o em relagdo a IFN-
Y, tanto no cérebro quanto nos pulmdes, em animais imunizados 2X. Isso
sugere uma possivel tendéncia ao desequilibrio no perfil dessas citocinas nos
animais que foram expostos pela segunda vez aos parasitos. Niveis elevados
de IL-10 s&o observados tanto no cérebro quanto nos pulmdes de animais
imunizados com P. berghei ANKA e desafiados com parasito homélogo, néo
havendo clara correlacdo entre niumero de imunizagcdes e aumento nos niveis
dessa citocina (Figura 7 - A e B).

Da mesma forma, ao analisar o cérebro de animais imunizados com P.
berghei NK65 e desafiados com parasito heter6logo, observa-se que
independente do nimero de imunizac¢des (1 ou 2x), os niveis de TNF-a e IFN-y
mostram-se similares entre si dentro e entre os grupos experimentais (Figura 7
- C; p>0.05). Com relacdo a IL-10, sdo observados niveis bastante elevados
em animais imunizados embora nao haja correlacdo entre numero de
imunizacdes. Nos pulmdes, por outro lado, observa-se que os niveis de TNF-a
estdo significativamente aumentados em relacdo ao IFN-y (Figura 7 — D;
p<0,05) em animais que receberam 2 imunizacbes. Embora diferenca nos
niveis dessas citocinas ndo seja observada nos pulmdes de animais
imunizados uma unica vez (p>0,05), observa-se a tendéncia de desequilibrio
com elevagdo nos niveis de TNF-a. Os niveis de IL-10 mostram-se elevados
em animais imunizados independentemente do namero de exposicao prévia

aos parasitos.
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6.6 Avaliacdo do peso do bago em relagcdo ao numero de imunizacdes

Visto que infec¢cdes maléricas repetidas geralmente levam ao aumento do
baco, o efeito das imunizacdes com parasitos vivos no aumento desse 6rgao
também foi investigado. Para tal, no momento da eutanasia, o baco foi retirado,
limpo em relag&o a excesso de gordura, lavado em solugéo salina e pesado em
balanca de precisdo. Os resultados obtidos para cada grupo experimental
estdo ilustrados na Figura 9. Observa-se que animais somente desafiados,
independente do parasito, apresentam tamanho do baco semelhante ao dos
animais controles (p>0,05). Por outro lado, imuniza¢cdes com P. berghei ANKA
induzem maior aumento do baco, refletido em seu peso, quando comparadas a
imunizagdes com P. berghei NK65 (p<0,05). Contudo, animais imunizados 2x
com P. berghei ANKA tendem a apresentar redu¢do no tamanho desse 6rgao

em relacdo aqueles imunizados uma Unica vez.
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Figura 8 Peso médio do baco no momento da eutanasia em animais imunizados com P.
berghei ANKA ou P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA.

Controle = sem tratamento; NI = designa os grupos que foram somente desafiados pelas
linhagens indicadas; 1 im= 1 imunizacdo; 2 im= 2 imunizagdes; PbA= Plasmodium berghei
ANKA; PbN= Plasmodium berghei NK65.* p<0,05.
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7 DISCUSSAO

No atual cenario mundial relativo a doencas parasitarias, a malaria
desponta como um dos maiores problemas de saude publica do mundo. Assim,
anualmente, milh6es de dolares s&do investidos na manutencdo e
desenvolvimento de estratégias que visam o controle e a erradicacdo da
doenca. Entre tais estratégias, destacam-se os investimentos direcionados ao
desenvolvimento de uma vacina efetiva contra os plasmodios e segura para
uso em humanos. No entanto, gracas a varios fatores que incluem a
complexidade da resposta imune relacionada a malaria, em parte atribuida ao
complexo ciclo de vida dos parasitos, até o presente momento ndo dispomos
de um modelo de vacina que seja satisfatoriamente eficiente contra a infeccao.
Apesar disso, uma série de propostas vacinais vem sendo consideradas
promissoras para inducdo de protecdo em humanos, incluindo o uso de
parasitos vivos de fase sanguinea dos plasmédios (POMBO et al., 2002;
BELNOUE et al.,, 2008; GERALD et al., 2011; GOOD, 2011). Quando
comparada com vacinas de subunidades ou recombinantes, o uso de parasitos
vivos, ou mesmo extratos totais, pode ser um recurso vantajoso, uma vez que
se hipotetiza sua habilidade de induzir resposta imune direcionada a multiplos
antigenos, sem qualquer necessidade em se identificar a fracdo protetora para
producdo em grande escala (PINZON-CHARRY e GOOD, 2008; GOOD, 2011).
Assim, com base nas pesquisas até entdo realizadas, enfatizando o uso de
parasitos vivos como modelo para vacina¢fes, a seguir nds discutiremos 0s
resultados obtidos em nosso estudo atual, o qual investigou, dentre outros
fatores, o papel de imunizac6es com parasito de fase eritrocitica na prevencao

do desenvolvimento de malaria grave em modelo murino.

7.1 Imuniza¢cBes com parasitos vivos de fase sanguinea dos plasmaodios

e inducéo de imunidade antimalarica em modelo murino

Ha décadas, os anticorpos sédo considerados uma das principais linhas
de defesa contra infeccbes malaricas (COHEN et al., 1964; SABCHAREON et
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al., 1991). Estudos com primatas nao humanos, bem como diversos inquéritos
soroepidemiolégicos conduzidos em regides de elevada endemicidade,
demonstraram que a protecdo conferida pelas IgGs deve-se, sobretudo, as
fracOes opsonizantes IgG1l e/ou IgG3 (GROUX et al., 1990; GARROUD et al.,
1994; EGAN et al., 1996; METZGER et al., 2003). Aparentemente, respostas
humorais sdo desencadeadas na presenca de alta carga parasitaria, enquanto
respostas celulares sdo predominantemente induzidas por baixas quantidades
de imundgenos (GOOD, 2011). Portanto, no presente estudo nds investigamos
se baixas doses de parasitos vivos de estagio sanguineo (10%animal) das
espécies P. berghei ANKA e P. berghei NK65, administradas via i.p. em
camundongos, sdo capazes de induzir imunidade humoral refletida na deteccéo
de anticorpos IgG e respectivas subclasses citofilicas, IgG1 e IlgG2a. Nossos
resultados demonstram que tais imunizagBes induzem altos niveis de
anticorpos circulantes, o que diverge de um estudo recente realizado por
Gerald et al. (2011) utilizando mesma carga parasitaria e mesma espécie de
parasito (P. berghei ANKA). Nesse estudo, baseando-se na deteccédo de IgG,
os autores demonstraram que animais imunizados com 10°® parasitos nao
desenvolveram resposta humoral enquanto animais imunizados com 10’
parasitos sdo capazes de soroconverter apresentando niveis elevados de
imunoglobulinas G (GERALD et al, 2011). Duas outras observacoes
relacionadas a inducdo de resposta imune humoral, entretanto, merecem
consideracdo em nosso estudo: 1) soros de animais imunizados com P.
berghei ANKA ou P. berghei NK 65 mostraram-se capazes de reconhecer
antigenos homoélogos e heterdlogos, o que corrobora estudos prévios
(PINZON-CHARRY et al., 2010, INOUE et al., 2012) inclusive em humanos
(GUNEWARDENA et al., 1994); 2)- enquanto altos niveis de anticorpos que
reconhecem antigeno homologo e heterdlogo, sdo observados no soro de
animais imunizados com P. berghei NK65 imediatamente apds primeira
imunizagao, animais imunizados com P. berghei ANKA parecem necessitar de
um booster imunogénico para soroconverterem. Uma provavel explicagdo para
a observacdo 1 pode estar associada a ocorréncia de antigenos conservados
gue exibem epitopos antigénicos semelhantes entre as duas espécies de

parasitos usadas como estimulo imunogénico permitindo assim reatividade
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cruzada observada. Mesma hipotese ja foi previamente aventada para explicar
a reatividade cruzada no reconhecimento de antigenos de P. yoelii por soro
imune para P. vinckei e vice-versa (INOUE et al., 2012). Por outro lado, a
provavel explicacdo para a observacdo 2 pode estar associada ao
comportamento biolégico de P. berghei ANKA. Assim como observado para P.
falciparum, causador de maléria grave em humanos (CLARK e GOLDEN, 2003;
revisto por SCHOFIELD e GRAU, 2005), P. berghei ANKA exibe o
comportamento conhecido como citoaderéncia ou, simplesmente, sequestro
tanto de eritrocitos quanto de mondcitos/leucocitos (LOU et al., 2001; revisto
por ENGWERDA et al., 2005). Por meio desse mecanismo, eritrocitos
parasitados e mondcitos/leucocitos ligam-se a receptores especificos
expressos em células endoteliais dos mais distintos 6rgdos, incluindo cérebro e
pulmdes, desenvolvendo a seguir uma série de eventos que culminam em
paralisia, sindrome da insuficiéncia respiratoria e coma, dentre outros (NEILL et
al., 1993; VAN DER HEIDE et al., 2006). Considerando, no entanto, que a
inducdo de respostas imunoldgicas baseadas em anticorpos depende da
ativacdo e diferenciacdo de células B em células B plasmaticas, e que tais
linfécitos sd@o ativados em infec¢des primarias no momento em que as células
B naive encontram o antigeno proximo a areas de interface com células T nos
tecidos linféides secundéarios (CROTTY e AHMED, 2004; WRAMMERT et al.,
2009), o sequestro de eritrécitos parasitados pode contribuir positivamente para
a evasado imune do parasito, uma vez que tal mecanismo dificulta a interagcéo
antigeno-célula B efetora. Por outro lado, nossos resultados sugerem que
parasitos que nado possuem a habilidade de se “esconderem” por meio de
mecanismos evasivos, permitem o mais rapido estabelecimento da resposta
imune humoral ndo havendo diferenca nos niveis de anticorpos induzidos por
uma ou mais imunizacoes.

Diante dos indicios de estabelecimento de imunidade humoral seguindo
nosso protocolo de imunizagdo, nds investigamos a seguir, 0 impacto dessas
imunizagcdes na protegdo contra a malaria grave. Para tal, avaliamos o
desenvolvimento de lesdes histopatologicas em tecido cerebral e pulmonar de
animais previamente imunizados e eutanasiados no 5° dia apos desafio com P.

berghei ANKA. Interessantemente, seguindo um carater qualitativo,
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observamos que, animais imunizados 1x e que receberam desafio homadlogo
ou heterdlogo apresentam menos lesdes teciduais em cérebro e pulmdes que
animais imunizados 2x. Assim, nossos resultados sugerem que reexposicdes a
parasitos de fase sanguinea, podem potencializar ou desencadear mecanismos
gue atuam mediando danos teciduais seguindo-se desafio com cepa altamente
virulenta. Mais especificamente, essa observacdo torna-se relevante uma vez
que sugere que a utilizacdo de parasitos vivos como proposta vacinal pode
refletir em um elevado risco de desenvolvimento de maléria grave. Realmente,
um estudo prévio realizado com criancas africanas demonstra que a maior
incidéncia de malaria cerebral € registrada apds repetidas exposicdes aos
parasitos (ERUNKULU et al., 1992). O acumulo de eritrocitos no interior dos
vasos sanguineos, bem como a presenca de células caracteristicas de
infiltrado inflamatério foram o0s principais indicadores de complicacdes
observadas em nosso estudo, corroborando estudos prévios (CLARK e
COWDEN, 2003).

Quando avaliamos a parasitemia em animais imunizados e
eutanasiados no 5° dia ap6s o desafio observamos uma reducao nas taxas de
parasitos circulantes em relacdo aos animais somente desafiados com P.
berghei ANKA, o que sugere que as imuniza¢gdes podem ter mediado o controle
do desenvolvimento parasitario apos desafios homoélogos e heterdlogos assim
como ja observado previamente (CHEESMAN, RAZA e CARTER, 2006;
PURCELL et al., 2008). No entanto, apesar da reducao nos niveis de parasitos
circulantes observada no sangue de animais eutanasiados no 5° dia apés
desafio com P. berghei ANKA, nossos resultados demonstram que somente as
imunizagcdes com P. berghei NK65 foram capazes de prolongar a vida dos
animais. Enquanto, todos os animais imunizados e desafiados com parasito
homologo sucumbiram ao 6bito até o 10° dia apds desafio com P. berghei
ANKA, 75% dos animais imunizados com P. berghei NK65 (1 ou 2
imunizagdes) permaneceram vivos até o 25° dia apoOs desafio com cepa
causadora de malaria grave. Esses dados divergem daqueles obtidos por
Gerald e colaboradores (2011) e por Jennings e colaboradores (1998), que
demonstraram que imunizagdes com parasitos de fase eritrocitica, vivos ou

mortos, respectivamente, protegem os animais contra o desenvolvimento de
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malaria cerebral seguindo-se desafio homdlogo. Interessantemente, em nosso
estudo, os niveis médios de parasitemia sanguinea observada nos animais
“protegidos” foram semelhantes aqueles verificados para aqueles desafiados
com cepa homodloga e que sucumbiram ao 6Obito por volta do 10° dia. Assim, a
reducdo nos niveis de parasitos circulantes em animais imunizados n&o
explicaria a maior sobrevida observada naqueles que receberam desafio
heter6logo. Semelhante a nossos resultados, outros estudos também
demonstraram que a maior resisténcia ao desenvolvimento de quadro grave,
por exemplo, malaria cerebral, ndo necessariamente esta associada a
imunidade anti-parasito (CURFS et al., 1992; GERALD et al., 2011).

A evolucdo da infeccdo malarica para sua forma grave depende, dentre
outros fatores, do equilibrio entre citocinas que desempenham papel anti e pro-
inflamatério (KOSSODO e GRAU, 1993). Assim, diante do fato de termos
observado que apesar de animais imunizados 1x com P. berghei ANKA e NK65
terem apresentado menos lesdes histopatologicas em cérebro e pulmdes em
relacdo aos controles e em relacdo a animais que sofreram 2 imunizacdes,
somente aqueles imunizados com P. berghei NK65 tiveram sua sobrevida
prolongada apds desafio e que as taxas de parasitemias sanguineas nao
explicam a maior ou menor sobrevida desses animais, nds investigamos a
seguir os niveis de citocinas anti- e pré-inflamatéria diretamente nos sitios das
lesbes. Nossos resultados demonstraram que as imunizagcdes com parasitos
vivos induzem o aumento na producdo da citocina IL-10, que desempenha
papel anti-inflamatério em infec¢des maléricas (KOSSODO et al., 1997), tanto
nos grupos de animais que sofreram imunizacées homoélogas quanto os que
receberam imunizacdo heterdloga ao desafio. Em relagdo as citocinas pro-
inflamatorias, observamos que, em geral, animais imunizados 2x apresentam
niveis mais elevados que animais imunizados 1x. Além disso, apesar de néo
estar totalmente clara, existiu no nos pulmfées uma tendéncia de animais que
receberam 2 imuniza¢gdes com parasitos homélogos ou heterdlogos ao utilizado
no desafio apresentarem um desequilibrio no perfil das citocinas TNF-a e IFN-
Y, com elevacdo nos niveis de TNF- a. Esse desequilibrio pode estar sendo
desencadeado pela maior concentracdo de parasitos nos pulmdes como

demonstrado por Amante e colaboradores (2010) por meio de ensaios de



58

bioluminescéncia. Apesar das citocinas com papel pré-inflamatorio, como TNF-
a e IFN-y, auxiliarem na diminuicdo da parasitemia, € consenso que sua
producdo exacerbada pode contribuir para a patogénese da malaria grave
(KOSSODO e GRAU, 1993; GERALD et al., 2011). Contudo, no nosso estudo,
essa relacao causa-efeito ndo esta clara, o que, pode ter sido influenciado pelo
momento de sacrifico dos animais (5° dia apos desafio com P. berghei ANKA).
Realmente, Jennings e colaboradores (1997) observaram que 0s niveis dessas
citocinas tendem a aumentar no cerébro a partir do 5° dia com o0s animais
evoluindo para Obito por volta do 7° dia. No entanto, sabe-se que outros
mediadores inflamatorios também podem estar associados ao desenvolvimento
de malaria grave. No contexto clinico da infeccdo malarica em humanos, por
exemplo, estudos envolvendo criancas demonstram que niveis reduzidos de
prostaglandina (PGE;), um mediador inflamatério produzido via ativagdo da
enzima ciclo-oxigenase 2 (SEIBERT et al., 1994), também se correlaciona
positivamente com quadros graves da doenca tais como malaria cerebral e
anemia grave (PERKINS et al., 2001; PERKINS et al., 2005). Da mesma forma,
em modelos murinos, estudos demonstram que o bloqueio da producédo de
PGE, associa-se com mortalidade precoce e desenvolvimento de maléaria
cerebral (XIAO et al., 1999; BALL et al., 2004). Como provavel explicacdo para
essas observacfes estdo o fato de PGE; regular processos inflamatorios
bastante relevantes para a fisiopatologia da maléaria incluindo producédo de
mediadores inflamatérios (tais como de TNF-alfa), permeabilidade vascular
(VANE et al, 1998) e a supressdo da atividade leucocitéria, tais como
guimiotaxia, fagocitose e geracdo de espécies de oxigénio reativo (revisto por
STEVENS et al., 1995).

Portanto, diante de todo o exposto, alguns pontos ainda precisam ser
esclarecidos como: 1) os resultados obtidos, especialmente em relagdo as
analises histopatoldgicas e dosagens de citocinas, podem ter sido influenciados
pelo momento da eutanasia? 2) qual o papel dos anticorpos induzidos por
imunizagcdes com parasitos vivos? 3) quais fatores permitiram que animais
imunizados 1 ou 2x com P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA
fossem capazes de controlar a infeccao retardando o agravamento do quadro

clinico e, assim, sobrevivendo por até 30 dias decorridos da infeccdo? Apesar
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de encontrarmos suporte na literatura (NEILL et al., 1993; JENNINGS et al.,
1998), bem como em observacdes realizadas em nosso proprio laboratério, de
gque animais com malaria grave morrem a partir do 6° dia da infeccao,
justificando assim a escolha do dia 5 para sacrificio dos animais, acreditamos
que diferencas mais intensas na amplitude e nimero de &reas lesionadas no
cérebro e nos pulmdes poderiam ter sido observadas entre 0s grupos se a
eutanasia tivesse sido realizada tardiamente, especificamente no momento do
coma. Essa hipotese se deve ao fato de termos observado que apesar dos
animais imunizados 1 ou 2 x com P. berghei ANKA terem apresentado areas
de lesdo em quantidade compativel com a observada em animais imunizados 1
ou 2x com P. berghei NK65, respectivamente, somente esses ultimos foram
capazes de sobreviver a infeccdo por mais de 10 dias decorridos do desafio
com cepa altamente virulenta. Se os anticorpos induzidos por meio de nosso
protocolo de imunizagdo s&o ou ndo protetores, essa permanece cComo uma
guestdo a ser investigada ja que animais com niveis semelhantes de
imunoglobulinas demonstraram diferencas quanto sua capacidade de resistir a
infeccdo. Realmente, os dados de literatura sdo controversos quanto ao papel
indispensavel dos anticorpos na prote¢cdo antimalarica: enquanto alguns
estudos demonstram associacdes importantes entre protecdo anti-parasito e
anti-doenca e anticorpos (COHEN et al., 1961; VAN DER HEYDE et al., 1994;
BELNOUE et al., 2008), outros sugerem que animais deficientes de células B
podem, quando imunizados, se tornar resistentes a desafios homdlogos e
heter6logos (GRUN e WEINDANZ, 1983). Especialmente, sugere-se que
células TCD4+ e células Tyd podem estar associadas a essa protecdo
(ROBINSON-TAYLOR et al., 1993; AMANTE e GOOD 1997; SEIXAS et al.,
1999, POMBO et al., 2002). Portanto, explorar o entendimento quanto aos
fatores possivelmente associados a protecéo verificada em animais imunizados
com P. berghei NK65 e desafiados com P. berghei ANKA torna-se de
fundamental relevancia. Nesse sentido, ensaios de transferéncia passiva de
anticorpos para animais susceptiveis, assim como os realizados em humanos
por Cohen e colaboradores (1961), poderiam ser de fundamental relevancia.
De qualquer forma, independentemente dos pontos que permanecem

por serem esclarecidos, nossos resultados sugerem que baixas cargas
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parasitarias sdo capazes de induzir resposta imune humoral. Além disso,
animais imunizados uma uUnica vez com reduzida carga de parasitos de fase
sanguinea podem ter sua sobrevida prolongada seguindo-se desafio com cepa
virulenta, o que diverge de estudos prévios onde a protecao esteve diretamente
associada a carga do imunogeno e ao numero de doses (BELNOUE et al.
2008; GERALD et al., 2011). Considerando-se ainda, que em areas endémicas
circulam diferentes espécies de parasitos com diferentes graus de viruléncia, a
imunidade heterdloga observada em nosso estudo, a qual parece auxiliar em
um maior controle na evolugdo da infeccdo para a forma grave, abre
perspectivas para estudos futuros envolvendo imunizacbes com parasitos

ViVOoS.

7.2 Peso do bagco em relacdo ao numero de imunizagfes

O baco apresenta funcdes muito importantes na resposta imune, além
de ser o principal local de eritropoise e hematopoiese (Revisto por
ENGWERDA et al.., 2005). Em infec¢cbes malaricas, o baco filtra eritrécitos
infectados que sofrem deformacdes pela presenca do parasito em seu interior,
levando a diminuicdo da parasitemia (WEISS, 1989). A esplenomegalia
encontrada em individuos acometidos pela maléria sugere retencdo dos
eritrocitos infectados e dos parasitos no interior do baco, reafirmando, portanto,
sua importancia no controle da parasitemia (CHOTIVANICH et al., 2002).

Ao avaliarmos o peso do baco, observamos que independentemente da
cepa de parasito, animais imunizados apresentam baco aumentado em média
1-2x em relacdo aos animais somente desafiados. Essa observagéo esta de
acordo com o observado por GERALD e colaboradores (2011), que
observaram o bago aumentado em 1,5 a 2 vezes em animais imunizados com
107 parasitos de fase sanguinea da espécie P. berghei ANKA. No entanto, em
nossos estudos, observamos ainda que P. berghei ANKA induz

significantemente maior aumento desse 6rgdo quando comparado a P. berghei
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NK65 e que a atividade esplénica, refletida no aumento do 6rgéo, tende a

reduzir de acordo com o numero de imunizacgdes.
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8 CONCLUSOES

Os resultados presentes neste estudo nos permite concluir que:

o

ImunizagBes com parasitos vivos sdo capazes de induzir altos niveis
de anticopos IgG e subclasses IgG1 e IgG2a,;

Anticorpos induzidos pela exposicdo a parasitos das espécies P.
berghei ANKA e P. berghei NK65 sédo capazes de reconhecer
antigenos homoélogos e heterélogos, mas ndo estd clara sua
participacdo nos mecanismos que permitem prolongar a vida dos
animais apoés desafio;

Maior nimero de imunizacBes com parasitos vivos, independente da
cepa utilizada, parece predispor 0os animais a maiores danos em
tecidos cerebral e pulmonar. Contudo, em nosso estudo,
imunizagcbes com P. berghei NK65 parecem ter sido capazes de
controlar o avanco da infeccdo permitindo uma maior sobrevida dos

animais;

De maneira geral, as imunizagfes com parasitos vivos (homdéloga ou
heter6loga) parecem atuar no controle da parasitemia sanguinea
apos desafio com P. berghei ANKA;

Em contraste ao observado com imunizacbes homdlogas,
imunizacdes heterélogas mostraram-se capazes de prolongar a
sobrevida dos animais em relagcdo ao grupo controle (somente
desafiado com P. berghei ANKA). Contudo, ndo se observou
diferengca na taxa de sobrevivéncia em relagdo ao numero de

imunizagodes;

Imunizagbes com parasitos vivos induzem elevados niveis de IL-10
em animais imunizados com cepas homoldgas ou heterélogas a do
desafio, tanto no cérebro quanto nos pulmdes, mas nao esta clara

sua participac&o no controle de danos teciduais;

Grupos de animais que receberam 2 imunizacbées homologas ou

heter6logas ao desafio e que apresentam mais lesdes em tecido
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cerebral e pulmonar em relacdo aqueles que receberam uma Unica
imunizacao, tendem a apresentar desequilibrio no perfil de citocinas

TNF-a e IFN-y, com elevacao nos niveis de TNF-q;

Imunizacbes com P. berghei ANKA parecem induzir maior
esplenomegalia quando comparados a imuniza¢cées com P. berghei

NK65, denotando maior atividade esplénica;

O 5° dia de infeccdo, escolhido para realizagdo da eutandsia e
consequentes estudos de histologia e perfil de citocinas, pode néo
espelhar o ponto chave para melhor compreensao dos parametros

avaliados.
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