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RESUMO

A malaria constitui um dos maiores problemas de saude publica mundial, sendo
responsavel por aproximadamente meio milhdo de mortes anuais. Por isso, e devido
a crescente resisténcia dos parasitos aos antimalaricos usuais e aumento do numero
de casos graves, sobretudo os ocasionados por P. vivax, grandes esforgos tém sido
dispensados no desenvolvimento de vacinas. Até o momento, a unica vacina
licenciada mostrou-se capaz de conferir algum grau de imunidade contra P.
falciparum, porém a inabilidade de manutengédo de resposta protetora ao longo do
tempo tem sido um grande desafio a ser superado. Individuos naturalmente
expostos a doenca desenvolvem graus variados de protecdo, que parece ser
perdida na auséncia de reestimulos. Essas observagdes apontam para falhas na
memoria imunolégica mediada por células B. No Brasil, onde cerca de 85% dos
episodios de malaria sao atribuidos a P. vivax, estudos acerca do desenvolvimento e
manuteng¢do de memoaria imunoldgica sao escassos. O entendimento de fatores que
possam modular as respostas imunes durante e apds a malaria sdo importantes no
desenvolvimento de vacinas. Esse estudo teve como objetivo avaliar aspectos
clinicos e hematologicos, verificar a geracao e persisténcia de anticorpos e células B
de memdria (MBCs) direcionadas aos peptideos sintéticos (PVAMA-1s290-k307) €
PVMSP-9e795.a808)), bem como a proteina recombinante PVAMA-1p; e averiguar a
ocorréncia de flutuagées no compartimento de células B em individuos durante a
malaria aguda e em 30, 60 e 180 dias decorridos do diagndstico (convalescenga) por
P. vivax. Os resultados obtidos mostraram que alteragdes hematoldgicas ocorerram
predominantemente na fase aguda, destacando-se plaquetopenia, linfopenia e
leucopenia. Na fase aguda da infecgao, individuos exibiram MBCs e anticorpos
especificos para PVAMA-1 s290-k307) € PVMSP-9E795.a808), bem como para a PVAMA-
1o, 0S quais persistiram, de maneira geral, por > 180 dias na auséncia de
reinfec¢des/recaidas. Nao foram observadas associagdes positivas entre respostas
de anticorpos e MBCs ao longo do tempo para todos os antigenos avaliados. Além
disso, este estudo corroborou a relacdo entre exposicdo/infeccdo malarica e
ocorréncia de flutuagcdes no perfil fenotipico de subpopulagdes de células B no
sangue periférico, com destaque para a expansao de imaturas e plasmaticas
durante a fase aguda da doenga. No tocante as MBCs atipicas, independentemente
do grupo avaliado (controles expostos, fase aguda ou convalescenca) estas células
se encontraram expandidas em relacdo ao observado em individuos ndo expostos a
malaria. Os dados desse estudo ainda sugerem que a expansado de células B
atipicas observada em individuos provenientes de area endémica € influenciada pela
ocorréncia de episddios pregressos da doenca. Estudos posteriores sdo de
fundamental importancia para determinar o impacto de tais alteracbes em
estratégias de imunizagbes voltadas ao combate da malaria vivax em populagdes
expostas em regides de baixa transmissdo de malaria na Amazénia Brasileira.

Palavras-chaves: Malaria; P. vivax; memdéria imunoldgica; células B; MBCs atipicas.



ABSTRACT

Malaria is one of the greatest public health problems in the world, accounting for
approximately half a million annual deaths. Therefore, due to the increasing
resistance of the parasites to the usual antimalarials and an increase in the number
of severe cases, especially those caused by P. vivax, great efforts have been
dispensed with in the development of vaccines. To date, the only licensed vaccine
has been shown to confer some degree of immunity against P. falciparum, but the
inability to maintain a protective response over time has been a major challenge to
be overcome. Individuals naturally exposed to the disease develop varying degrees
of protection, which seems to be lost in the absence of re-stimulation. These
observations point to failures in B cells-mediated immune memory. In Brazil, where
about 85% of malaria episodes are attributed to P. vivax, studies on the development
and maintenance of immune memory are scarce. Understanding of factors that can
modulate immune responses during and after malaria are important in the
development of vaccines. This study aimed to evaluate clinical and hematological
aspects, to verify the generation and persistence of antibodies and memory B cells
(MBCs) directed to synthetic peptides (PVAMA-1s290-k307) and PVMSP-9 g795.a808)), as
well as to the recombinant protein PvAMA-1p, and to investigate the occurrence of
fluctuations in the B cell compartment in individuals during acute malaria and at 30,
60 and 180 days after the diagnosis (convalescence) of P. vivax. The results showed
that hematological alterations occurred predominantly in the acute phase, especially
thrombocytopenia, lymphopenia and leucopenia. In the acute phase of infection,
individuals exhibited MBCs and antibodies specific for PVAMA-1s290.k307) and
PVMSP-9e795-a808) @s well as for PvAMA-1p;;, which generally persisted > 180 days in
the absence of reinfections/relapses. No positive associations between antibody
responses and MBCs over time were observed for all antigens evaluated. In addition,
this study corroborated the relationship between exposure/malarial infection and
occurrence of fluctuations in the phenotypic profile of B-cell subpopulations in
peripheral blood, with emphasis on immature and plasma expansion during the acute
phase of the disease. Regarding atypical MBCs, regardless of the group evaluated
(exposed controls, acute phase or convalescence), these cells were expanded in
relation to that observed in individuals not exposed to malaria. The data from this
study still suggest that the expansion of atypical B cells observed in individuals from
the endemic area is influenced by the occurrence of previous episodes of the
disease. Subsequent studies are of fundamental importance to determine the impact
of such changes on immunization strategies aimed at combating vivax malaria in
populations exposed in regions of low malaria transmission in the Brazilian Amazon.

Key-words: Malaria; P. vivax; immunological memory; B cells; atypical MBCs.
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1 INTRODUGAO

1.1 Situagao atual da malaria humana

Dentre todas as enfermidades que afligem o homem, a malaria se destaca
como grande problema de saude publica mundial, apresentando-se como obstaculo
ao desenvolvimento social e econbémico de nacgcdes nas quais ela é endémica
(SACHS e MALANEY, 2002; WHO, 2015). E uma doenca parasitaria ocasionada por
protozoarios do filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae, género Plasmodium. Cinco
especies estdo associadas a episddios de malaria humana: Plasmodium falciparum,
P. vivax, P. malarie, P. ovale e recentemente P. knowlesi, estando este ultimo
associado principalmente a casos da doenga em primatas ndo humanos (COX-
SINGH et al., 2008). Casos de malaria humana causadas por P. knowlesi foram
inicialmente diagnosticados em certas areas florestais da regido do Sudeste Asiatico
(JONGWUTIWES et al., 2004; SINGH et al., 2004; COX-SINGH et al., 2008; COX-
SINGH e SINGH, 2008; WHITE, 2008). A doencga é naturalmente transmitida ao
homem através da picada de fémeas do mosquito vetor do género Anopheles
contendo formas infectantes do parasito (SVS-MS, 2005).

A transmissao da malaria ocorre predominantemente em regides tropicais e
subtropicais do mundo. Estima-se que em 96 paises 3,2 bilhdes de pessoas
encontram-se em risco de serem infectadas e desenvolverem a doenca. Em 2015,
ocorreram cerca de 214 milhdes de casos clinicos e aproximadamente 438 mil
mortes atribuidas a malaria. Aproximadamente 90% dos 6bitos atribuidos a malaria
incidem no continente africano, sendo que 74% destes ocorrem entre criancas
menores de cinco anos de idade (WHO, 2015). P. vivax é responsavel por apenas
6% dos casos globais de malaria, porém, quando se exclui desta analise a Africa
Sub-Saariana, o numero de casos atribuidos a essa espécie atinge 51% no mundo
e, quando se considera apenas o continente das Américas, sua prevaléncia alcanca
70% (HOWES et al., 2016; WHO, 2015).

Dentre os paises endémicos, a malaria apresenta grande impacto em areas

mais pobres e marginalizadas. Isso ocorre devido aos altos riscos associados a
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infeccdo, assim como o baixo acesso aos servigcos de prevengao, diagnostico e
tratamento (WHO, 2015). Sendo assim, seu controle é intimamente ligado as
melhorias em servicos publicos de saude, infraestrutura e reducdo da pobreza
(WHO, 2015).

No Brasil, a regido Amazbnica, que compreende os estados do Acre,
Amazonas, Amapa, Para, Rondénia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhé&o,
representa em torno de 60% do territério nacional em extensédo e abriga cerca de
13,4% da populacao brasileira, € responsavel atualmente por cerca de 99,5% dos

casos de malaria no pais (FERREIRA e CASTRO, 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Transmissao da malaria no Brasil. Fonte: FERREIRA e CASTRO, 2016. Modificado.

O destaque da regido Amazdnica como cenario principal da malaria no Brasil
se explica pela presenca de condigdes naturais favoraveis ao desenvolvimento e
manutencao da doenga. Este panorama foi iniciado com a ocupacao intensificada e
desordenada da regido, que ocorreu principalmente nas décadas de 70 e 80.
Naquela ocasiao, residentes nas regides nordeste, sudeste e sul foram atraidos
massivamente para a regido norte do pais gragas aos projetos de colonizagéo,
expansdo de fronteiras agricolas, construgdo de estradas e hidroelétricas e
atividades de extracdo de madeira e mineracdo (MAHAR, 1979; MARQUES, 1986;
BARATA, 1995).
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No Brasil, foram registrados durante o ano de 2015, 143 mil casos e 26
mortes atribuidas a malaria, sendo estes Obitos ocorridos predominantemente na
regidao extra-amazonica do pais (BRASIL-MS, 2016; FERREIRA e CASTRO, 2016).
Dos casos registrados, 84% foram ocasionados por P. vivax e cerca de 16% por P.
falciparum (DE PINA-COSTA et al., 2014; WHO, 2015). Fora da regido Amazodnica,
mais de 80% dos casos registrados sdo importados de estados endémicos
brasileiros e de paises vizinhos da América do Sul, América Central, Asia ou Africa.
Ainda considera-se a existéncia de uma transmissao residual de malaria em estados
da regido sudeste, ja que episédios autdéctones de malaria foram observados
recentemente na regido serrana de Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro
(BRASIL-MS, 2014; SES/RJ, 2015).

Dentre as estratégias publicas atuais de combate a doengca no pais,
destacam-se: a distribuicdo de mosquiteiros impregnados com inseticidas, borrifacéo
residual domiciliar, controle de criadouros de anofelinos, diagndstico rapido e
tratamento quimioterapico adequado para cada caso (WHO, 2015). No entanto, tem
sido observada em ambito mundial a crescente resisténcia dos parasitos aos
antimalaricos e dos vetores aos inseticidas (TRAPE et al., 2011; PHYO et al., 2012;
ASHLEY et al.,, 2014). Além disso, a ocorréncia de casos graves e Obitos, com
destaque aos ocasionados por P. vivax, relacionado até entdo apenas a episodios
nao-complicados da doenca (ANSTEY et al., 2012), demonstra que o manejo da
malaria tem se tornado gradativamente de maior complexidade nos dias atuais.

Sabe-se que, para P. vivax, espécie considerada altamente morbida, existem
algumas peculiaridades que a tornam mais refrataria as medidas de controle
adotadas frequentemente para as demais espécies de Plasmodium (MUELLER,
SHAKRI e CHITNIS, 2015). Dentre elas, destacam-se: (1) capacidade de formar
hipnozoitos dormentes no figado, o que pode representar uma fonte de novas
infeccbes na auséncia de transmissao vetorial (BETUELA et al., 2012; ROBINSON
et al., 2015); (2) P. vivax é frequentemente associado a infec¢des assintomaticas e a
baixas parasitemias, que geralmente ndo sdo detectadas facilmente pelo exame
convencional de gota espessa (WHO, 2015); (3) surgimento e maturagcdo precoce
dos gametdcitos, associado a sua alta infectividade e rapido desenvolvimento no
mosquito vetor. Como consequéncia, P. vivax é hoje a espécie de plasmodio que
predomina fora do continente Africano (WHO, 2015; revisto por FRANCA et al.,
2016).
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Tendo em vista uma série de entraves no combate a malaria, a busca por
uma vacina tém sido um dos maiores objetivos da comunidade cientifica atual
(DRUILHE e BARNWELL, 2007). Neste sentido, ap6s décadas de esforgos, a
primeira vacina denominada RTS,S/AS01 (Mosquirix®, GlaxoSmithKline) - elaborada
com base na proteina de superficie de circunsporozoito (CSP) — foi licenciada em
2015. Essa vacina, que € direcionada exclusivamente a infec¢gdes causadas por P.
falciparum, demonstra eficiéncia contra o desenvolvimento de malaria grave de
cerca de 50%, quando administrada em criancas de 5-17 meses, e de
aproximadamente 30% em criangas de 6-12 semanas (AGNANDJI et al., 2011;
AGNANDJI et al., 2012). No entanto, sem reforgos, a imunidade induzida é
totalmente perdida trés anos pds-vacinagado (BEJON et al., 2013). Considerando-se,
portanto, os reduzidos niveis de protecdo conferidos pela RTS,S/AS01 em
individuos susceptiveis as formas graves de malaria e, visto que sua atividade é
exclusivamente direcionada a infecgdes por P. falciparum (CHIA et al., 2014), a
busca por uma vacina capaz de induzir altos niveis de protegcao contra a infeccao
(independentemente da espécie de parasito) ou que seja eficiente em evitar a
progressao da doenga ainda justificam os esforgos e investimentos nessa area
(GOOD et al., 2005; revisto por ENGWERDA et al., 2012). No entanto, € consenso
que o sucesso no desenvolvimento de qualquer estratégia vacinal depende, dentre
outros fatores, do melhor entendimento das interagdes entre parasito-hospedeiro e
dos mecanismos que possam modular a aquisicdo e manutencdo da imunidade
naturalmente adquirida aos plasmaodios (RILEY e STEWART, 2013; STANISIC et al.,
2013; BOYLE et al., 2016).

1.2 Ciclo biolégico dos plasmédios no hospedeiro vertebrado

Os plasmodios possuem um ciclo de vida complexo e que compreende duas
fases: uma fase assexuada que se passa no ser humano (Figura 2) e outra
sexuada, que se passa nas fémeas do mosquito vetor do género Anopheles.

O desenvolvimento dos plasmodios no homem se inicia quando, durante o
repasto sanguineo do vetor infectado, os esporozoitos sdo injetados no tecido
subcuténeo, juntamente com a saliva; a qual contém substancias vasodilatadoras e
anticoagulantes. Evidéncias sugerem que nem toda picada infectante resulta em

doenga clinica e que alguns esporozoitos sdo drenados pela circulagao linfatica,
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atingindo o linfonodo mais préximo, onde sdo encontrados em associagdo com
células dendriticas (MOTA et al., 2001; AMINO et al., 2006). Recentemente, foi
proposto que cerca de 10% dos esporozoitos inoculados permanecem e evoluem na
pele para trofozoitos. Porém, ndo esta claro se estas formas seriam capazes de
iniciar o ciclo sanguineo (GUEIRARD et al., 2010). Grande parte destes parasitos
inoculados na pele é degradada por linfécitos intraepiteliais (SINNIS e ZAFALA,
2008), mas os esporozoitos que atingem a circulagdo sanguinea podem alcancgar o
figado iniciando desta maneira o ciclo hepatico.

No figado, a passagem dos esporozoitos pelas células de Kupffer e
endoteliais antes de atingirem definitivamente os hepatdcitos, parece ser
fundamental para o ciclo de vida dos plasmaddios, induzindo a secregao, por parte
destas proprias células, de uma citocina pleiotropica denominada fator de
crescimento dos hepatdcitos (HGF) (MOLNARFI et al., 2015), a qual as torna mais
susceptiveis a infecgao (MOTA et al., 2001; CARROLO et al., 2003). O processo de
reconhecimento e invasao da célula hospedeira envolve uma série de interagdes do
tipo ligante-receptor. A principal proteina de superficie dos esporozoitos, a Proteina
Circunsporozoito (CSP), se liga aos proteoglicanos dos hepatocitos e esta interagao
determina a internalizacdo do parasito. Outra proteina que também auxilia no
processo de invasdao de hepatécitos é Proteina Adesiva Relacionada a
Trombospondina (TRAP) (TROTTEIN et al., 1995; KAPPE et al., 2010).

A formacéo do vacuolo parasitéforo (VP) nos hepatdcitos inicia-se com uma
juncao intima entre parasito-célula hospedeira, através da qual o parasito se projeta
para dentro por meio de uma invaginagdo da membrana plasmatica celular
(RENNENBERG et al.,, 2010). A membrana do VP origina-se inicialmente da
membrana plasmatica da célula do hospedeiro, mas é rapidamente remodelada pela
insercao de proteinas do parasito (CESBRON-DELAUW et al., 2008). A formacéao do
VP é fundamental para proteger o parasito das defesas do individuo, permitindo
também a aquisi¢cao de nutrientes que sao fundamentais para seu desenvolvimento
(ISET et al., 2011). Uma vez dentro do vacuolo, o parasito se reproduz por
esquizogonia, culminando na liberacdo de milhares de merozoitos dentro de
vesiculas denominadas merosomas (STURM et al., 2006). Apds o rompimento ou
dissociagao da membrana, os merozoitos hepaticos invadem os eritrécitos e iniciam
o estagio sanguineo, o qual é responsavel pelas manifesta¢des clinicas da doenca
(revisto por PRUDENCIO et al., 2008).
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Figura 2. Ciclo dos plasmédios no hospedeiro vertebrado. Fonte: ROWE et al., 2009. Modificado.

O desenvolvimento nas células hepaticas requer, aproximadamente, uma
semana para P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para P. malariae
(KROTOSKI, 1985), sendo completamente assintomatico. Nas infec¢des por P. vivax
e P. ovale, o mosquito vetor inocula distintas popula¢des de esporozoitos, algumas
se desenvolvem rapidamente enquanto outras entram em estado de laténcia no
figado, sendo denominados hipnozoitos (KROTOSKI, 1985). Estes hipnozoitos sao
os responsaveis pelas recaidas da doenca apds periodos variaveis de incubacao.

A invasao das hemacias pelos merozoitos também é complexa. Enquanto P.
falciparum utiliza diversos receptores, como moléculas de acido sialico e glicoforinas
A, B e C, além do receptor do complemento 1 (CR1) para adentrar a célula
hospedeira, P. vivax utiliza o Receptor de Antigeno Duffy para quimiocinas (DARC)
como principal porta de entrada em eritrécitos (MILLER et al. 2002; HANS et al.,
2005; LACERDA et al.,, 2012). Para isso, a proteina de ligagdo ao Duffy (Duffy
binding protein - DBP) presente em organelas apicais do merozoito realiza a
interacdo com o receptor DARC na superficie do reticulécito, precipitando a
formagdo de uma jungdo necessaria para o processo de invasdo. A necessidade

vital da interacdo DBP-DARC se mostra evidente uma vez que populagdes com alta
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negatividade de DARC apresentam baixa prevaléncia de infec¢gdes ocasionadas por
P. vivax (MILLER et al., 1975; MILLER et al., 1976). Apesar disso, estudos recentes
apontam evidéncias de invasdo independente de Duffy (Fy), o que indica a
existéncia de vias alternativas de invasao de P. vivax aos reticulécitos (CAVASINI et
al., 2007; MENARD et al., 2010).

Dando continuidade ao orquestrado processo de invasao dos parasitos aos
eritrocitos, os baixos niveis de potassio na circulagdo sanguinea do hospedeiro
ativam sinais intracelulares de liberagdo de calcio nos plasmodios, que,
consequentemente, determinam a liberacdo sequencial de proteinas provenientes
de micronemas e roptrias, essenciais no processo de invasdo dos parasitos (SINGH
et al., 2010). Uma vez ancorado aos eritrocitos, o merozoito reorienta sua
terminagdo apical para a superficie da hemacia onde € formada uma jungéo intima,
0 que permite a penetracido ativa do parasito no eritrocito. Proteinas e lipideos séo
liberados das organelas apicais em um “bolso” formado primariamente da membrana
do eritrocito invaginada (SUSS-TOBY et al., 1996; GRURING et al., 2011; RIGLAR
et al., 2011). Dentro do VP, entdo, os parasitos se desenvolvem e se multiplicam por
reprodugdo esquizogbnica, produzindo, no final deste processo, de 12 a 16
merozoitos por hemacia infectada. Com a maturagcdo completa, os eritrocitos se
rompem liberando os merozoitos na circulagdo sanguinea, que, em seguida,
invadem novos eritrécitos reiniciando o ciclo sanguineo.

As manifestagdes clinicas da doenca surgem nessa etapa do ciclo onde os
sintomas classicos da malaria envolvem a triade febre, calafrio e dor de cabeca.
Contudo, sintomas inespecificos como mal-estar, dor muscular, sudorese, nausea e
tontura podem preceder ou acompanhar a triade sintomatica. As manifestagdes
clinicas da malaria ocorrem quando substancias antigénicas ao hospedeiro como a
hemozoina (pigmento malarico) e glicosilfosfatidilinositol (GPl) sao liberadas na
circulagao no momento de liberagdo dos merozoitos. Macrofagos e outras células do
hospedeiro sdo, entdo, estimulados a produzirem citocinas e outros mediadores que
atuam na patologia da infeccdo (NAIK et al., 2000). Como os parasitos se
multiplicam sincronizadamente, se justifica o ciclo de febre que se manifesta a cada
48 horas nas infecgdes por P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. knowlesi e a cada
72 horas para P. malarie (revisto por ALVES et al., 2007; FRANCA, et al., 2008).

Apos diversos ciclos de replicagdo, uma pequena proporcdo de merozoitos

eritrociticos se desenvolve em formas sexuadas, que sdo os gametdcitos femininos
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e masculinos. Em infeccdes por P. falciparum, eles sao formados mais tardiamente
se comparado a P. vivax (BRUCE-CHWATT, 1985; PHIMPRAPHI et al., 2008).
Ainda ndo se sabe, ao certo, quais sdo os estimulos responsaveis pela produgao de
gametdécitos, mas existem duas hipdteses: a primeira sugere que os merozoitos ja
estdo pré-determinados a evoluirem em formas assexuadas ou sexuadas antes de
invadirem a hemacia; outra hipétese, ao contrario, sugere que fatores ambientais ou
estresse determinem a diferenciacdo dos merozoitos em gametocitos (DYER e DAY,
2000).

Os gametdcitos femininos e masculinos sdo entédo ingeridos pela fémea do
mosquito Anopheles sp. durante o repasto sanguineo, dando prosseguimento ao
ciclo no hospedeiro invertebrado (BLEDSOE, 2005).

1.3 Imunidade antimalarica

1.3.1 Imunidade inata e celular

Apesar do elevado numero de casos morbidos e de mortes atribuidos
anualmente a malaria, individuos continuamente expostos a infeccdo em regides
altamente endémicas, frequentemente desenvolvem graus variados de protegao
ap6s multiplas infecgdes (MILLER et al., 2002). Contudo, a manutengdo da
imunidade naturalmente adquirida aos plasmodios parece depender da continua
exposicao aos parasitos. Esta imunidade é capaz de suprimir a parasitemia a niveis
submicroscoépicos, porém, mostra-se incapaz de erradicar completamente a
infecgdo. Por outro lado, as baixas parasitemias parecem ser fundamentais para que
a imunidade adquirida seja mantida, prevenindo as manifestagdes clinicas mais
graves da doenca (DOOLAN et al.,, 2009). Realmente, em areas endémicas,
criancas com infeccao patente, porém assintomaticas, tém menor chance de
desenvolverem a doenca clinica (CROMPTON et al., 2008; MALES et al., 2008). No
mesmo sentido, existem relatos de que individuos clinicamente imunes que deixam
a area endémica durante longos periodos perdem, com o cessar da exposi¢céo, a
protecao previamente adquirida, o que os torna novamente susceptiveis a doenga
clinica (revisto por STRUIK e RILEY, 2004).

Em individuos ndo previamente expostos, a resposta imune inata representa

a primeira linha de defesa contra os plasmaddios, contribuindo para o controle inicial
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da infeccdo antes do desenvolvimento da imunidade adaptativa (FELL e SMITH,
1998, STEVENSON e RILEY, 2004). A imunidade inata configura uma complexa
interagdo entre parasitos e diversos componentes do sistema imunolégico como
células dendriticas (DCs), mondcitos/macréfagos, além de células “natural killers”
(NK), “natural killers T” (NKT) e linfocitos Tyd. O reconhecimento de antigenos
soluveis e/ou insoluveis, tais como hemozoina e GPI, por receptores presentes em
células do sistema imunologico do hospedeiro determinam a produgéo de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-q, IL-6, IL-12 e IFN-y e espécies reativas do oxigénio
(ROS) e nitrogénio (NO) que atuardo na primeira linha de combate contra os
parasitos durante a primoinfecgdo (URBAN et al., 1999; ARTAVANIS-TSAKONAS e
RILEY, 2002; STEVENSON e RILEY, 2004; COBAN et al., 2005; KRISHNEGOWDA
et al., 2005).

Apesar da resposta pro-inflamatéria ser fundamental para controle da
multiplicagdo do parasito, quando exacerbada, ela pode contribuir, juntamente com
outros fatores, para o agravamento da doenca (ARTAVANIS-TSAKONAS et al.,
2003; STEVENSON et al., 2011). Por outro lado, o aumento dos niveis de citocinas
anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-f estdo associados a sintomatologia mais
branda da infeccdo (RILEY et al., 2006). Sendo assim, para a eficaz
resolugdo/controle da infecgdo malarica, € de fundamental importancia o balango
adequado entre respostas pr6é e anti-inflamatérias a fim de se eliminar o parasito
sem causar danos ao hospedeiro (LANGHORNE et al., 2004; GONCALVES et al.,
2012; revisto por FROSCH e JONH, 2012).

A imunidade inata segue-se o estabelecimento da imunidade adaptativa,
caracterizada pelas respostas imune humoral e celular, onde anticorpos e células T
atuam em intima colaboragdo no combate a infeccédo (BULL et al., 1998; GOOD et
al., 1998; HISAEDA et al., 2005, PLEASS e HOLDER, 2005; SCHOFIELD e
MUELLER, 2006). Células T medeiam protecdo em diversas etapas do ciclo de vida
dos parasitos. Na etapa pré-eritrocitica, destacam-se linfocitos T CD8" citotdxicos
que, quando ativados, podem lisar hepatdcitos parasitados pela exocitose de
granulos contendo perforina e granzimas (revisto por TRAPANI e SMYTH, 2002).
Além disso, pode ocorrer a expressao de FasL (CD95L) nestes linfocitos que, ao
interagir com a molécula Fas (CD95) dos hepatocitos pode induzir a apoptose das
células alvo (revisto por HARTY et al., 2000). Outro mecanismo utilizado por tais

linfocitos € a destruicdo de parasitos intracelulares mediada por IFN-y (POMBO et
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al., 2002; LUNDIE et al., 2008; IMAI et al., 2010; TSE et al., 2011). No estagio
eritrocitico, como hemacias nao expressam MHC de classe |, estudos em modelo
murino de infecgdo por P. yoelii 17XL propdem que APCs sejam capazes de
fagocitar eritrocitos infectados, fazendo a apresentagdo cruzada de antigeno aos T
CD8", promovendo desta maneira o controle da parasitemia sanguinea (IMAI et al.,
2010). Linfocitos T CD4" destacam-se em fungdes efetoras como produgdo de
citocinas, co-estimuladores de células B, participacdo no processo de
desenvolvimento de memdéria humoral e indugdo da producdo de anticorpos em
resposta aos antigenos timo-dependentes (GRUN e WEIDANZ, 1983; BRAKE et al.,
1988; TAYLOR-ROBINSON et al., 1993; FELL, CURRIER e GOOD, 1994; AMANTE
e GOOD, 1997; POMBO et al., 2002; ELLIOTT et al., 2005; STANISIC et al., 2013;
WYKES et al., 2014). No entanto, apesar do indiscutivel papel da imunidade inata e
celular na defesa antimalarica, sabe-se que anticorpos funcionais destacam-se no
combate aos parasitos durante a fase sanguinea da doenga (revisto por WIPASA et
al., 2002; BEESON et al., 2008; BEESON et al., 2016).

1.3.2 Papel dos anticorpos na imunidade antimalarica

O papel dos anticorpos na imunidade antimalarica foi elegantemente descrito
em estudos de transferéncia passiva como os realizados por Cohen e colaboradores
(1961), onde imunoglobulinas de individuos adultos clinicamente imunes para P.
falciparum, quando transferidas para criangas com malaria aguda, permitiam o
controle da parasitemia e amenizavam os sintomas da doenca (COHEN et al,,
1961). O papel protetor dos anticorpos foi confirmado décadas seguintes, em um
experimento onde IgG purificadas de adultos africanos quando administradas via
intravenosa a pacientes adultos da Tailandia infectados por P. falciparum
determinaram reducgao profunda da parasitemia e melhoria significativa dos sintomas
(SABCHAREON et al., 1991). Subclasses citofilicas de IgG, representadas por 1gG1
e 1gG3 (DRUILHE e KHUSMITH, 1987; LUNEL e DRUILHE, 1989), mostraram-se
particularmente importantes neste processo (TAYLOR-ROBINSON et al., 1995;
TONGREN et al., 2006; NEBIE et al., 2008; STANISIC et al., 2009).

Apos esses estudos, o entendimento dos mecanismos pelos quais os
anticorpos atuam passaram a nortear muitas pesquisas, mas 0s mesmos ainda nao

sdo completamente compreendidos (BOYLE et al., 2016). Sabe-se que, durante o
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estagio sanguineo da doencga, anticorpos direcionados aos antigenos de merozoitos
podem inibir a invasdo destes aos eritrcitos, assim como atrasar seu
desenvolvimento intraeritrocitico (O’'DONNEL et al., 2001; PERSSON et al., 2008;
PERSSON et al., 2013) (Figura 3). A opsonizacao dos merozoitos, assim como de
eritrocitos infectados para promocdo da fagocitose também é relatada. Neste
processo, IgG1 e IgG3 “revestem” os parasitos, culminando na fagocitose destes por
células fagociticas ativadas, via receptor FcRs (Fc Receptors) (PERRAUT et al.,
1995; revisto por WIPASA et al., 2002). O sistema complemento também pode ser
recrutado pelos anticorpos para realizagdo de fagocitose por opsonizacéo, além de
promover quimiotaxia e lise celular. Em um estudo recente, foi demonstrado que
anticorpos humanos tais como IgG1, 1gG3 e IgM, naturalmente adquiridos ou
induzidos por candidatos vacinais, sdo capazes de se ligarem a superficie de
merozoitos, e desta maneira, fixar o primeiro subcomponente do complexo C1 (C1q)
da via classica de ativacdo do sistema complemento, cuminando na inibicdo da
invasao e lise dos merozoitos (BOYLE et al., 2015). Outro mecanismo funcional
importante na defesa antimalarica € a inibicdo celular dependente de anticorpo
(antibody-dependent cellular inhibition - ADCI), que se refere a cooperagao entre
imunoglobulinas IgG citofilicas e os mondcitos/macrofagos na fungdo de inibir o
desenvolvimento intraeritrocitico dos parasitos. A atividade inibitéria caracteristica
deste processo € mediada por fatores soluveis, tais como TNF-a, liberados por estes
fagécitos expostos aos merozoitos e imunocomplexos (BOUHAROUN-TAYOUN et
al., 1995).

Anticorpos direcionados aos antigenos presentes na superficie de eritrocitos
infectados tais como PfEMP-1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein-1)
podem, do mesmo modo, bloquear a ligagdo destes aos receptores presentes nas
células endoteliais do hospedeiro - tais como as moléculas de adesédo celular (cell
adhesion molecule — CAM) representadas por ICAM-I (intercelular), VCAM-I|
(vascular), sulfato de condroitina A (Chondroitin sulfate A — CSA) e o receptor de
varredura CD36; promover opsonizagdo para fagocitose, fixar fatores do
complemento, assim como inibir a formacao das “rosetas” (aglomerados compostos
de hemaécias parasitadas e ndo parasitadas). E importante salientar que as
imunoglobulinas também podem neutralizar toxinas parasitarias tais como
hemozoina e GPI, além de atuarem na etapa pré-eritrocitica, bloqueando tanto a

invasdo de esporozoitos aos hepatocitos (revisto por DUPS, PEPPER e
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COCKBURN, 2014), quanto a transmissao das formas sexuadas dos plasmédios ao
mosquito vetor (RILEY et al., 1995; CHAN, FOWKES e BEESON, 2014).

(H)

(@)

Figura 3. Mecanismos de agdo dos anticorpos na imunidade antimalarica durante o estagio
sanguineo da doenga. Anticorpos contra merozoitos podem promover opsonizagdo dos parasitos
para captagéo por células fagociticas (A); fixar o complemento para promover a lise dos merozoitos
(B); estimular monécitos/macréfagos a liberarem moléculas capazes de matar os parasitos no interior
de eritrdcitos infectados (ADCI) (C); impedir a invasdo de merozoitos aos eritrocitos (D); inibicdo da
invasdo, ligagdo e processamento (E); neutralizagao de toxinas (F); prevenir a ruptura dos eritrocitos
infectados contendo esquizontes (G); inibir o crescimento dos parasitos no interior das hemacias (H);
inibir a formagéo das rosetas (l) e prevenir a citoaderéncia dos eritrocitos infectados ao endotélio (J).
Fonte: TEO et al., 2016.

Considerando a importancia da imunidade humoral no combate a infecgao
plasmodial, o desenvolvimento de vacinas antimalaricas baseadas na indugao da
producdo de anticorpos tém sido, ha décadas, um dos grandes objetivos da
comunidade cientifica. Para tal, & fundamental a identificacdo de antigenos, com
bom potencial imunogénico, capazes de estimular a geracdo e manutencado de

anticorpos protetores por longos periodos (revisto por CHIA, GOH e RENIA, 2014).

1.3.2.1 Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1) e Proteina 9 de Superficie de

Merozoitos (MSP-9) como alvos para indugédo de imunidade protetora

Sabe-se que o0 genoma de P. vivax é codificado por mais de 5000 genes
(AURRECOECHEA et al., 2009). Antigenos de Plasmodium localizados em



34

organelas apicais ou na superficie de merozoitos tém sido frequentemente
caracterizados como alvos para indugdo de imunidade e, consequentemente, tém
sido indicados como possiveis candidatos a compor vacinas antimalaricas (GOOD et
al., 2005).

Neste contexto, o Antigeno 1 de Membrana Apical (Apical Membrane Antigen
— AMA-1) se destaca como um dos mais importantes candidatos vacinais contra
parasitos de fase sanguinea de P. vivax (Figura 4). E uma proteina integral de
membrana do tipo | de 83-kDa, sintetizada por estagios sanguineos maduros do
parasito e também por esporozoitos (NARUM e THOMAS, 1994; SILVIE et al., 2004)
e armazenada, inicialmente, nos micronemas (KOCKEN et al., 2002; FENG et al.,
2005). Antes da invasao dos merozoitos nos eritrocitos, AMA-1 é processada em um
produto de 66-kDa e entdo liberada na superficie do merozoito momentos antes ou
durante o processo de invasao (NAIR et al., 2002; PIZARRO et al., 2005).

AMA-1 é composta por uma regido N-terminal onde possui um peptideo sinal
(42 aa) e uma porgcao C-terminal, onde se localizam as regides transmembrana e
citoplasmatica (50 aa) e um ectodominio rico em cisteinas. O ectodominio é formado
basicamente por trés dominios distintos, sendo que o dominio | (DI) (43-248 aa)
possui trés pontes dissulfeto, o DIl (249-385 aa) possui duas e o DIl (386-487 aa)
possui trés pontes dissulfeto (HODDER et al., 1996; SILVIE et al., 2004; PIZARRO et
al., 2005). Diversos estudos apontam o DIl como o mais conservado dentre os
demais dominios de AMA-1 (CHESNE-SECK et al., 2005; PUTAPORNTIP et al.,
2009), sendo também a regido de maior imunogenicidade para P.falciparum
(LALITHA et al., 2004) e P.vivax (MUFALO et al., 2008; BUENO et al., 2011).

290 S_ASDOPTQYE EEMTDYQP_( 307
PVAMA-1(5290-K307)

Peptideo sinal (42 aa)

regiao

regiso citoplasmatica
transmembrana \ /

L dominio! (206 aa) dominioll (137 aa)  dominio Il (102 aa)

NH,[ | . I [ Il coo+

43 143 243 343 443 487

‘ Ectodominio rico em cisteinas (445 aa)

Figura 4. Estrutura esquematica da proteina AMA-1 de P. vivax (PvAMA-1). Fonte: BUENO et al.,
2011. Modificado. aa = aminoacidos.
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A funcdo desta proteina ndo esta completamente esclarecida, porém, seu
papel nos processos de invasdo dos merozoitos aos eritrocitos ja foi previamente
elucidado (TRIGLIA et al.,, 2000; FRASER et al., 2001; DUTTA et al.,, 2003;
MITCHELL et al., 2004). Estudos demonstram que os anticorpos anti-AMA-1 sdo
capazes de inibir a interacdo dos merozoitos com os eritrécitos (TRIGLIA et al.,
2000), bem como dos esporozoitos com os hepatdcitos, sugerindo que esta proteina
tenha papel importante durante o processo de invasao as células hepaticas (SILVIE
et al., 2004). A inclusao da proteina AMA-1 de distintas espécies de Plasmodium
como candidato vacinal é evidenciada em estudos conduzidos em modelos
experimentais (ANDERS et al., 1998, STOWERS et al., 2002), assim como na
malaria humana, onde grande proporgao de individuos expostos em distintas areas
endémicas de malaria no mundo, incluindo o Brasil, Sri Lanka e Ird, apresentam
resposta naturalmente induzidas de células T e anticorpos especificos direcionados
a esta proteina (UDHAYAKUMAR et al., 2001; POLLEY et al., 2004; RODRIGUES
et al., 2005; MORAIS et al., 2006; WICKRAMARACHCHI et al., 2006; BARBEDO et
al. 2007; MUFALO et al., 2008; SETH et al., 2010; BUENO et al., 2011; DIAS et al.,
2011; ZAKERI et al., 2013; SANCHEZ-ARCILA et al., 2015).

Em modelos experimentais, a vacinagdo de primatas com AMA-1 de
P.knowlesi e de camundongos com a mesma proteina oriunda de P.chabaudi e
P.yoelii yoelli demonstrou induzir anticorpos especificos capazes de conferir
protecao satisfatéria em desafios com formas sanguineas dos parasitos (DEANS et
al., 1988; CREWTHER et al., 1996; AMANTE et al., 1997; ANDERS et al., 1998;
NARUM et al., 2000; XU et al., 2000). Anticorpos monoclonais gerados contra PK66,
homoéloga a proteina AMA-1 de P. knowlesi, foram capazes de inibir a invasao de
merozoitos in vitro (THOMAS et al.,, 1984; KOCKEN et al., 2000). Além disso, a
transferéncia passiva de anticorpos policlonais AMA-1 especificos para
camundongos infectados por P. chabaudi reduzem a multiplicagdo dos plasmaédios,
prevenindo a ocorréncia de hiperparasitemias (ANDERS et al., 1998).

Em humanos, a presenca de anticorpos naturalmente adquiridos contra o
ectodominio de PfAMA-1 demonstrou forte associacdo com protecdo contra a
aquisicao de malaria falciparum. Individuos adultos do Kénia que se apresentaram
responsivos a PfAMA-1 mostraram-se protegidos por, pelo menos, seis meses
contra aquisicdo da doenca (POLLEY et al., 2004). No Brasil, onde infecgdes

malaricas sdo  majoritariamente  ocasionadas por P. vivax, dados
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soroepidemiologicos obtidos de infecgdes naturais em individuos com distintos
niveis de exposi¢cao a doenga, demonstram que a prevaléncia e os niveis de IgG
anti-PvAMA-1 aumentaram de acordo com a exposicdo em areas endémicas
(MORAIS et al., 2006). Além disso, foi observada elevada prevaléncia, bem como,
longa duragcdo na produgdao de anticorpos especificos, mesmo na auséncia de
continua re-exposicao aos parasitos (RODRIGUES et al., 2005; MORAIS et al.,
2006; BARBEDO et al., 2007; MUFALO et al., 2008; BUENO et al., 2011;
SANCHEZ-ARCILA et al., 2015). Anticorpos anti-AMA-1 em populagdes
naturalmente expostas sdo predominantemente do tipo IgG1, com alguma presenca
de 1gG3; niveis elevados de 1gG2 ou IgG4 raramente sdo observadas (revisto por
REMARQUE et al., 2008).

Outra proteina que tem sido alvo recente de pesquisas e que tem
demonstrado resultados promissores € a Proteina 9 de Superficie de Merozoitos
(Merozoite Surface Protein-9 - MSP-9) (Figura 5). E uma proteina expressa durante
a esquizogonia e se associa a superficie dos merozoitos durante o periodo de
desenvolvimento dos esquizontes (BARNWELL et al., 1999). MSP-9 foi inicialmente
identificada em P. falciparum como um antigeno repetitivo basico-acidico (acidic
basic repeat antigen - ABRA/PfMSP-9) e, em seguida, genes ortélogos foram
identificados em outras espécies de Plasmodium (BARNWELL et al., 1999;
VARGAS-SERRATO et al., 2003; LOPERA-MESA et al., 2008).

PvMSP-9 é descrita como uma proteina hidrofilica, composta de peptideo
sinal (20 aa) e um grupamento de 4 cisteinas localizadas em regidao N-terminal
longa, conservada e n&o-repetitiva (PYMSP-9NT) e regido C-terminal contendo
blocos de repeticbes in tandem espécie-especificas (BARNWELL et al., 1999;
VARGAS-SERRATO et al., 2003). Na regiao N-terminal, cinco epitopos de células T
(pE, pJ, pK, pH e pL), sdo reconhecidas por moléculas do HLA de classe Il de
humanos (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004; LIMA-JUNIOR et al., 2012). Com
relacdo a regido C-terminal, respostas imunes naturalmente adquiridas confirmaram
a presenga de blocos altamente imunogénicos, representados por PvMSP9-RI (729-
873 aa) e RIl (874-972) (LIMA-JUNIOR et al., 2008). Observacdes apontam que
niveis de IgGs anti-PvMSP-9-RIl e PvMSP-9-RIRII exibiram correlagao direta com o
tempo de exposicdo dos individuos em areas endémicas (LIMA-JUNIOR et al.,
2008). A predominancia de anticorpos citofilicos IgG1 direcionados as proteinas

PVMSP9-NT e PvMSP9-RIRII sugerem o papel protetor destes anticorpos, os quais
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podem contribuir no processo de eliminagao das formas sanguineas de P. vivax por

meio de ADCI e fixagdo do complemento, por exemplo (LIMA-JUNIOR et al., 2008).
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Figura 5. Estrutura esquematica da proteina MSP-9 de P. vivax (PvMSP-9). Fonte: RODRIGUES-
DA-SILVA et al., 2016. Modificado.

Em camundongos, a imunizagdo com as proteinas PvMSP-ONT e PvMSP-
9RII foram capazes de estimular resposta imune humoral e celular, com indug¢ao de
altos titulos de anticorpos especificos, os quais demonstraram reatividade a PvMSP-
9 nativa do parasito (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004). Além disso, a imunizagao
destes roedores com a proteina PbMSP-9NM demonstrou protecdo em desafios
futuros contra parasitos de fase sanguinea (LOPERA-MESA et al., 2008).
Interessantemente, anticorpos contra as regides N e C-terminais de PIMSP-9 foram
capazes de reduzir o crescimento de P. falciparum in vitro (KUSHWAHA e al., 2001).
No entanto, apesar destes animadores resultados, obtidos a partir de experimentos
conduzidos em modelos experimentais e em humanos, poucos estudos avaliaram o
potencial de MSP-9 como candidato vacinal (LOPERA-MESA et al., 2008).

1.3.2.2 Peptideos provenientes de PvAMA-1 e PvMSP-9 e imunidade

Na busca por um bom candidato vacinal, a maioria dos estudos tém utilizado
proteinas recombinantes em inquéritos soroepidemiolégicos. No entanto, a produgéo
destas proteinas apresenta alguns obstaculos como custos elevados, longo tempo
para obtencao, dificuldade de produgcdo em larga escala, possivel contaminagao
bioldgica, dentre outros fatores (SOARES e RODRIGUES et al., 1998; HERRERA et
al., 2004). Assim, recentemente, tém-se buscado cada vez mais o emprego de
estratégias alternativas em relagcdo ao uso da vacinologia convencional. Neste
sentido, destaca-se a vacinologia reversa (revisto por RAPPUOLI, 2000;
RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2016). Por meio dessa estratégia, através do uso

de ferramentas de bioinformatica (“in silico”), séo preditos epitopos lineares a partir
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de regides imunogénicas curtas e especificas presentes na estrutura de importantes
candidatos vacinais (BUENO et al., 2011). Os peptideos, compostos de sequéncias
curtas de aminoacidos, sao entdo, sintetizados quimicamente, purificados e
confirmados em relagdo a sua estrutura quimica. A seguir, a imunogenicidade do
mesmo devera ser validada através do reconhecimento pelas imunoglobulinas
plasmaticas especificas presentes em individuos naturalmente expostos a malaria.
O intuito da vacinologia reversa consiste na possivel utilizagdo futura destes
peptideos como estratégia para indugdo de protegdo em individuos ndo imunes a
doenca (HERRINGTON et al., 1987; ZAFALA et al., 1987).

Neste propésito, Bueno e colaboradores (2011) identificaram um epitopo
linear de células B, presente no dominio Il (DIl) da proteina PvAMA-1, representado
pela sequéncia SASDQPTQYEEEMTDYQK. O peptideo linear composto por 18
aminoacidos, denominado PVAMA-1s290-«307), fOi sintetizado para, posteriormente, ter
sua antigenicidade confirmada, utilizando-se, para tal, soro de individuos
provenientes da Amazoénia Brasileira naturalmente infectados por P. vivax, os quais,
eram sabidamente reativos apenas ao ectodominio de PvAMA-1, apenas ao DIl ou
reativos a ambos (PvAMA-1/DIl). Foi observado que todas as amostras responsivas
ao DIl ou a PvAMA-1/DIl também reconheciam o peptideo. No entanto, apenas
58,3% das amostras capazes de reconhecer o ectodominio também eram
responsivas a PVAMA-1(s200.k307). Além disso, apos a deplegdo de anticorpos
especificos ao peptideo sintético em questdo, a prevaléncia de IgGs capazes de
reconhecer PvVAMA-1 e DIl foram de 18% e 33%, respectivamente. Os resultados
alcancados sugerem que o peptideo PVAMA-1(s290k307) pode ser altamente
imunogénico durante infecgdes naturais humanas, sugerindo um possivel uso do
mesmo em estudos pré-clinicos (BUENO et al., 2011).

No mesmo contexto, Rodrigues-da-Silva e colaboradores (2016) identificaram
um epitopo linear antigénico para células B presente na regido C-terminal da
proteina PVvMSP-9 (PvMSP9-RIRIll729.972), caracterizado pela sequéncia
EAAPENAEPVHENA. Este peptideo, composto por 14 aminoacidos, foi entdo
nomeado PVMSP-9&795.a808). Posteriormente, o grupo validou o potencial
imunogénico deste peptideo, através do reconhecimento por meio de anticorpos
plasmaticos especificos presentes em individuos naturalmente expostos a malaria na
Amazobnia Brasileira (RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2016). Nesta ocasido, foi

observado que 58% dos individuos expostos (89% destes néo infectados no
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momento da coleta da amostra plasmatica e 84% relatando episddios prévios de
malaria), eram responsivos a proteina recombinante PvMSP9-RIRIl729.972. Destes
individuos, 56% também respondiam ao peptideo sintético. Além disso, foi
observada a correlagao entre os IR de anticorpos anti-PvMSP9-RIRII729.97, € PVMSP-
9(e795-a808). EM sintese, os resultados obtidos confirmaram o potencial imunogénico
de PVMSP-9e795.a808) € apontaram uma possivel utilizagdo futura do mesmo para
compor vacinas de subunidades (RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2016).

Embora tenham sido encontrados resultados promissores nos estudos acima
descritos, € importante destacar que uma das limitagdes relacionada ao uso de
peptideos sintéticos refere-se ao baixo grau de imunogenicidade. Dentre as causas
associadas a este fenbmeno esta a sua rapida degradagao ou excregao in vivo, 0
que torna fundamental o emprego de modificagdes quimicas a fim de se aumentar a
estabilidade. Além disso, apenas epitopos lineares podem ser utilizados como
vacinas, embora as respostas de anticorpos sejam direcionadas geralmente aos
epitopos conformacionais. Por causa disso, candidados vacinais sao elaborados
geralmente a partir de uma mistura de peptideos sintéticos polimerizados (RAMESH,
2017). Ressalta-se que, para o sucesso do uso de peptideos sintéticos, € de
fundamental importancia, tanto a identificagdo precisa do epitopo que induz a
resposta protetora, quanto a posterior confirmagdo de seu potencial imunogénico
através de estudos soroepidemioldgicos (RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2016).

1.3.3 Memoéria imunologica

Memodria imunoldgica pode ser definida como a capacidade do sistema imune
responder de maneira rapida e robusta a um antigeno, sendo propriedade
fundamental da resposta imune adaptativa e a base para a elaboragcao de vacinas
eficazes (WEISS et al., 2009). Para a maior parte destas vacinas, anticorpos sao
fundamentais no desenvolvimento da resposta imune protetora (PLOTKIN, 2008), o
que torna os mecanismos que envolvem a geragdo e manutengdo da memodria
humoral de particular interesse (CROMPTON et al., 2009).

A imunidade humoral de longa duragdo € mediada por anticorpos pré-
formados originarios de células plasmaticas de longa-vida (Long Life Plasmatic Cells
- LLPCs) e por anticorpos rapidamente produzidos a partir de células plasmaticas
(Plasmatic cells — PCs), também conhecidas como células secretoras de anticorpos
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(Antibody Secreting Cells - ASCs), derivadas de células B de memodria (Memory B
Cells - MBCs) (AHMED e GRAY, 1996) ou através da combinacdo dos dois
mecanismos (CROTTY et al., 2004; LANZAVECCHIA et al., 2006; WRAMMERT et
al, 2008). Em qualquer infecg¢do, o processo de geragao das células MBCs e LLPCs
aos antigenos proteicos inicia-se quando células B naives encontram um antigeno
cognato proximo a interface das areas de células B e T do érgéao linfoide secundario.
Caso este encontro nao ocorra, células B naives sofrerao apoptose dentro de meses
(SPRENT, 1993).

Varios estudos sugerem que a ligagdo de alta afinidade com o antigeno
conduz células B ativadas a proliferarem e se diferenciarem em células plasmaticas
de vida-curta (Short Life Plasmatic Cells - SLPCs), com alguma troca de isétipo de
cadeia pesada, na regido extrafolicular. Estas SLPCs contribuem para o controle
inicial da infecgao, através da secrecdo de anticorpos de baixa afinidade durante
semanas, morrendo em seguida por apoptose (SMITH et al., 1996). Por outro lado, a
ligacdo de baixa afinidade ao antigeno induz células B naives em proliferagdo nos
foliculos linféides a adentrarem nos centros germinativos (CG) primarios. Apés um
periodo de 7 a 10 dias, por meio do auxilio de células T helper foliculares (Tgn), O
processo de maturagcdo de afinidade e troca de isétipos ocorre em maior
intensidade, selecionados pela afinidade ao antigeno cognato. Sendo assim, a
passagem pelo CG permite a geragao de células de maior afinidade que secretarao
anticorpos de maior afinidade que as SLPCs geradas inicialmente em focos
extrafoliculares (WEISS et al., 2011; ZOTOS e TARLINGTON, 2012).
Posteriormente a saida de tais células do CG, LLPCs migram para a medula éssea,
onde residem e secretam constitutivamente anticorpos protetores, atuando como
primeira linha de defesa contra reinfecgdes. Ja as MBCs podem recircular no sangue
periférico, apresentando maior capacidade de responderem, proliferarem e se
diferenciarem rapidamente em ASCs secretoras de anticorpos de maior afinidade
em desafios subsequentes, se comparadas as células B naives iniciais
(LANZAVECCHIA et al., 2006; TANGYE e TARLINTON, 2009).

Uma das ferramentas mais utilizadas nos estudos referentes a memoaria
imunoldgica de linfécitos B € o ensaio de imunoadsorgao ligado a enzima em pontos
(enzyme-linked immunospot assay - ELISpot) (CZERKINSKY et al.,, 1983) . Neste
ensaio funcional, o analito secretado, representado pelas imunoglobulinas (lgs)

especificas e/ou totais produzidas a partir de MBCs pré-ativadas, sao capturados
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pelos antigenos/anti-anticorpos previamente utilizados na sensibilizagao das placas
especificas para este tipo de experimento. Apos a remogao das células, as Igs
capturadas se fazem visiveis por intermédio de uma cascata de biotina-avidina-
enzima-substrato, que resulta em pontos, denominados como “spots”, na membrana
da microplaca. Cada spot representa uma célula secretora de anticorpo (ASCs)
(revisto por JANETZKI et al., 2015).

A metodologia de ELISpot apresenta uma série de vantagens, tais como
simplicidade, sensibilidade e boa aplicacdo em estudos vacinais. No entanto,
resultados influenciados por possiveis limitagbes da metodologia podem estar
presentes, ao invés de refletirem fendbmenos bioldgicos reais. Neste sentido, Nogaro
e colaboradores (2011) observaram frequéncias similares de MBCs especificas para
os antigenos malaricos (PfAMA-1, PIMSP-1, PIMSP-2, PfMSP-3) e toxdide diftérico
(DT), uma proteina de comprimento similar aos antigenos malaricos avaliados. Estes
achados sugerem que a resposta imune aos antigenos plasmodiais ndo possua
maior complexidade que a observada para outros antigenos. Outra questao seria se
a pré-ativagao de MBCs em ASCs ocorreria em uma proporcao fixa ou mesmo se a
técnica de ELISpot realmente reflete o que acontece in vivo quando ocorre o
encontro das MBCs com seu antigeno cognato (NOGARO et al., 2011).
Futuramente, a acuracia e sensibilidade desta técnica em estudos direcionado a
malaria podera ser confirmada através de comparacao direta entre as frequéncias
de MBCs especificas determinadas por ELISpot e por intermédio de citometria de
fluxo, utilizando, para tal, antigenos plasmodiais conjugados aos fluorocromos
(NOGARO et al., 2011; WEISS et al., 2012; LUGAAJJU et al., 2015; PORTUGAL et
al., 2015).

1.3.3.1 Aquisigao e manutengao de MBCs Plasmodium especificas

MBCs especificas induzidas por vacinagao ou infecgdes naturais ocasionadas
por virus causadores de doengas como variola, sarampo e febre amarela persistem
por periodo superior a 50 anos (NANAN et al., 2001; CROTTY et al., 2003;
DORFMAN et al., 2005; AMANNA et al., 2007; WEISS et al., 2010; WIPASA et al.,
2010; NOGARO et al., 2011). Por outro lado, durante infeccbes malaricas, estudos
sugerem que MBCs especificas sdo induzidas de maneira ineficiente ja que sua
frequéncia € relativamente baixa (cerca de 30-50%), mesmo em adultos com
multiplas exposi¢cbdes ao longo da vida (DORFMAN et al., 2005; WEISS et al., 2010;



42

WIPASA et al., 2010; NDUNGU et al, 2012; NOGARO et al., 2011; PORTUGAL et
al., 2015).

Dentre os fatores utilizados para explicar essa observagao, estdo a alta
variagdo genética e antigénica dos plasmodios (SCHERF, LOPEZ-RUBIO e
RIVIERE, 2008; TAKALA e PLOWE, 2009), o que sobrecarrega a capacidade do
sistema imune em montar uma resposta eficaz (NOGARO et al., 2011) e a
capacidade dos parasitos de modular a resposta imune do hospedeiro (COBAN et
al., 2007; RILEY e STEWART, 2013; STANISIC et al., 2013; BOYLE et al., 2016).
Neste sentido, sao observadas interferéncias na responsividade de APC, células T e
B, bem como profundas mudancas na composicado do compartimento de linfocitos B
no sangue periférico de individuos expostos e infectados (ASITO et al., 2008;
WEISS et al., 2009; WEISS et al., 2010; ASITO et al., 2011; NOGARO et al., 2011;
WEISS et al., 2011; CLARK et al., 2012; PORTUGAL et al., 2012; AYIEKO et al.,
2013; ILLINGWORTH et al., 2013; MUELLENBECK et al., 2013; NDUNGU et al.,
2013; AMPOMAH et al., 2014; REQUENA et al., 2014; SCHOLZEN et al., 2014;
BORHIS e RICHARD, 2015; PORTUGAL et al., 2015; SUBRAMANIAM et al., 2015;
SULLIVAN et al.,, 2016). Os parasitos podem induzir a apoptose de células do
sistema imune (HELMBY et al., 2000; LUDER et al., 2001), comprometer a
maturacdo de células dendriticas (URBAN et al., 1999), interferir na sintese de
citocinas produzidas por APCs (tais com o BAFF) (LIU et al., 2012), dentre outros.
No entanto, permanecem desconhecidos 0s mecanismos que governam as
alteracées no compartimento de células B na periferia (SCHOLZEN et al., 2014).
Ainda que haja consenso por parte dos pesquisadores de que multiplas exposi¢coes
aos plasmédios podem induzir imunidade antimalarica, os aspectos que envolvem a
geracdo e manutencdo de MBCs Plasmodium especificas ainda permanecem
bastante controversos (revisto por STRUIK e RILEY, 2004).

No que diz respeito a influéncia da endemicidade na geracdo/manutencao de
MBCs especificas aos plasmaodios, considerando que a imunidade antimalarica é
alcancada mais rapidamente em areas de alta transmissao, poderiamos supor que a
prevaléncia e frequéncia de MBCs Plasmodium especificas sejam maiores entre
individuos residentes nestas areas, se comparados aqueles oriundos de areas de
transmissdo esporadica. Contudo, varios estudos contestam essa afirmacédo (WEISS
et al., 2010; WIPASA et al., 2010; NOGARO et al., 2011; CLARK et al., 2012), o que

indica que a exposigcao cronica/persistente a infecgao influencie negativamente a



43

geracao de MBCs (revisto por PORTUGAL et al., 2013). Um exemplo disso séo os
recentes ensaios clinicos que demonstraram que CpG, quando administrado em
associacdo aos candidatos vacinais AMA-1 e MSP-14,, em adultos dos Estados
Unidos nao previamente expostos a malaria, estimularam elevadas respostas de 1gG
e MBCs especificas (CROMPTON et al.,, 2009), enquanto o mesmo nao foi
observado em adultos cronicamente expostos a P. falciparum em Mali (TRAORE et
al., 2009).

Outra questdo que merece ser mais bem explorada refere-se a estabilidade
de MBCs ao longo dos anos e dos anticorpos gerados. Em regido de alta
endemicidade, Weiss e colaboradores (2010) demonstraram que MBCs e titulos de
anticorpos especificos aumentam apds o episodio de malaria aguda e, apos um
periodo de 6 meses de reduzida exposi¢cao aos parasitos, estes niveis se contraem
a um ponto ligeiramente maior que os niveis exibidos na pré-infecgdo (WEISS et al.,
2010). Por outro lado, Wipasa e colaboradores (2010) observaram niveis estaveis de
anticorpos e MBCs especificos para P. falciparum e P. vivax em um seguimento de
12 meses em individuos com histéria de exposicdo prévia a malaria, porém sem
histéria de infecgdo malarica ha pelo menos 6 anos, residentes em areas de
extremamente baixa transmissdo na Tailandia (WIPASA et al., 2010). Do mesmo
modo, Clark e colaboradores (2012), utilizando candidatos vacinais de P. falciparum
AMA-1, CSP, EBA-175 e MSP-149, avaliaram a manutencdo de memoria
imunoldgica em criangas e adultos na Amazénia Peruana (lquitos, Peru), regido
caracterizada por baixa transmissao de malaria. Observou-se que, mesmo entre
individuos que relataram apenas uma infecgcdo prévia, houve respostas de
anticorpos anti-MSP-149 que foram estaveis por até 5 meses na auséncia de
reinfeccdo. Além disso, MBCs, que foram avaliadas por até 56 dias pdés-infeccao
mostraram niveis estaveis nesse periodo (CLARK et al., 2012). E importante
destacar que estes dois ultimos trabalhos conduzidos em regides de baixa
transmissao de malaria se apresentaram contrarios a teoria de apoptose de MBCs e
meia vida curta de anticorpos até entdo bastante aceita (WYKES et al.,, 2005;
KINYANJUI et al., 2007; AKPOGHENETA et al., 2008).

Nao foram observados na literatura, estudos para deteccao de MBCs
Plasmodium especificas, assim como, a determinagdo de flutuagdes no perfil
fenotipico de populagdes e subpopulagdes de linfocitos B, em amostras celulares

provenientes da populacdo brasileira residente em area endémica de malaria. Além
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disso, estudos realizados em outras areas endémicas mundiais foram realizados,
predominantemente, em infeccdes atribuidas a P. falciparum. Portanto, o
conhecimento deste perfil de memaria faz-se de extrema necessidade, tendo em
vista o elevado numero de episddios de malaria ocorridos anualmente no pais e o
impacto da doenca em termos de morbidade. O conhecimento/entendimento destes
aspectos focados em linfécitos B pode fornecer pistas a respeito dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da imunidade humoral malaria-
especifica em regido endémica brasileira e nos fornecer subsidios que auxiliem no

desenvolvimento de uma vacina.

1.3.4 A modulacéao do perfil fenotipico de células B

Diversos estudos demonstraram a relagcao entre exposicao/infeccao malarica
e flutuagdes no perfil fenotipico de subpopulagdes de células B no sangue periférico
(ASITO et al., 2008; WEISS et al., 2009; WEISS et al., 2010; ASITO et al., 2011;
NOGARO et al., 2011; WEISS et al., 2011; CLARK et al., 2012; PORTUGAL et al.,
2012; AYIEKO et al., 2013; ILLINGWORTH et al., 2013; MUELLENBECK et al.,
2013; NDUNGU et al.,, 2013; AMPOMAH et al.,, 2014; REQUENA et al., 2014;
SCHOLZEN et al., 2014; BORHIS e RICHARD, 2015; PORTUGAL et al., 2015;
SUBRAMANIAM et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016). Estas flutuacbes também sao
observadas em outras condi¢gdes clinicas como no lupus sistémico eritrematoso
(SLE), virus da hepatite C (HCV) e em infecgdes ocasionadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (CHARLES et al., 2008; SANZ et al., 2008; MOIR e
FALCI, 2013).

Para caracterizagdo imunofenotipica de células no sangue periférico, é
amplamente utilizada a técnica de citometria de fluxo. Esta metodologia tornou-se
muito difundida a partir da década de 90, sendo utilizada na avaliagao de alteracdes
linfocitarias, neoplasias hematopoiéticas, quantificacdo de moléculas soluveis tais
como citocinas, dentre outras aplicagdes (BROWN e WITTWER, 2000). Tendo em
vista que os linfocitos B expressam distintas Igs e proteinas de membrana, as quais
podem atuar como marcadores fenotipicos (cluster of differentiation - CDs) durante
seus diversos estagios de desenvolvimento (CATELAN et al., 2008), a combinagao
destes marcadores tem permitido a identificacdo de populagdes e subpopulagdes

celulares especificas (ANEXO A).
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Em meados dos anos 90, Pascual e colaboradores (1994) introduziram o
sistema de classificagdo Bm1 - Bm5 para identificagdo de distintas subpopulagbes
de células B CD19" em orgaos linfoides periféricos (PASCUAL et al., 1994). Este
sistema se valeu principalmente do marcador CD38 e da imunoglobulina D (IgD)
para classificacdo de estagios de desenvolvimento de células B, desde naives a
MBCs. Contudo, esta metodologia mostrou-se incapaz de permitir a distingdo entre
células B naives e MBCs que nao trocaram de isoétipo dentro da sobpopulagéo
CD38-lgD* (BOHNHORST et al., 2001) restringindo, assim, a diferenciagdo das
subpopulagdes de linfécitos B. Anos depois foi realizada a identificacido da molécula
de superficie CD27, reconhecida como um importante marcador de células B de
memodria em humanos. Sua expressao correlaciona tradicionalmente com a
maturagdo da afinidade e aumento da diversidade de imunoglobulinas de superficie
provenientes do processo de hipermutacdo somatica (que € uma reagéo
caracteristica da passagem das células pelo CG) (AGEMATSU et al., 1997; KLEIN et
al.,, 1998). ApoOs esta descoberta, os subtipos de células B passaram a ser
subdivididos com base na expressdo de IgD e CD27 (AGEMATSU et al., 1997;
KLEIN et al., 1998; SHI et al., 2003; SANZ et al., 2008). Recentemente, porém,
células B do sangue periférico vém sendo classificadas com base na expressao de
CD27 e CD21 (MOIR et al., 2008). Este sistema, diferentemente dos anteriores, é
capaz de diferenciar entre células B CD20", as populacdes de B naives (CD27
CD21%), MBCs classicas (CD27°CD21%), MBCs ativadas (CD27°CD21) e MBCs
atipicas (CD27°CD217). A adicdo de anti-CD10 neste painel fenotipico permite a
identificacdo de células B imaturas (SIMS et al., 2005; revisto por SCHOLZEN e
SAUERWEIN, 2013; revisto por HVIID, BARFOD e FOWKES, 2015). Células B
foliculares sdo geradas na medula 6ssea, migrando em seguida para periferia no
estado imaturo/transicional, onde completam o seu desenvolvimento (ANOLIK et al.,
2009). E observada a expansdo das células imaturas representadas pelo fenétipo
CD19°CD10" em criangas com infeccdo aguda por P. falciparum e em modelo de
infeccado malarica humana controlada (Controlled Human Malaria Infection - CHMI)
(ASITO et al., 2008; ASITO et al., 2011; NDUATI et al., 2011; SCHOLZEN et al.
2014). Algumas hipoteses tentam explicar esta expansao: é possivel que a infecgao
malarica induza esta subpopulagdo a migrar da medula 6ssea rumo a periferia em
seus estagios iniciais de diferenciagdo (BOHNHORST et al., 2001; SHAFFER et al.,
2002), como uma reagao fisiolégica induzida pela linfopenia (HVIID e KEMP, 2000;
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MALASPINA et al., 2007) ou em consequéncia do aumento do fator de ativagdo das
células B (B cell activating factor — BAFF), que € uma citocina envolvida na
proliferagédo, diferenciagcdo e sobrevivéncia das células B (ROWLAND et al., 2010;
LANDOLT-MARTICORENA et al., 2011; NDUATI et al, 2011; revisto por
SCHOLZEN e SAUERWEIN, 2013, SCHOLZEN et al., 2014).

Células B naives, representadas pelo fenétipo CD19*CD10°CD21°CD27", se
comparadas as imaturas, sobrevivem mais tempo em cultura e se dividem mais
rapidamente apo6s a ligagdo do antigeno cognato ao receptor de células B (B-cell
receptor - BCR) (WIRTHS e LANZAVECCHIA, 2005). O engajamento do antigeno ao
BCR associado a co-estimulacdo via CD19/CD21 pode estimular sua ativacado e
diferenciagdo (HARWOOD e BATISTA, 2010; KUROSAKI, 2011), ocasionando
aumento de expressdo das moléculas de superficie CD40, CD80, CD86 e CDG9.
Células B naives ativadas com auxilio de linfocitos TCD4" no 6rgéo linfoide
secundario podem migrar para o centro germinativo (CG), originando, desta
maneira, MBCs e LLPC (LANZAVECCHIA et al., 2006; TANGYE e TARLINTON,
2009).

Células B humanas do CG, B naives ativadas in vitro e as que ja encontraram
o antigeno, expressam em sua superficie o CD27. Como as PCs secretoras de
anticorpos,  representadas pelo fendtipo CD19°CD10°CD21°CD27°CD20",
normalmente encontram-se em baixa frequéncia na circulagdo periférica de
individuos sadios e ndo desafiados e visto que células do CG estdo confinadas aos
tecidos linfoides, a maior parte de células B CD27" do sangue periférico s&o
tradicionalmente consideradas MBCs (revisto por KAMINSKI et al., 2012).

MBCs atipicas, definidas pelo fenotipo CD19°CD10°CD21°CD27°, foram
primeiramente descritas como sendo residentes em tecidos linfoides e
caracterizadas pela expressdao do receptor inibitério denominado Fc receptor-like
protein 4 - FcRL4 (EHRHARDT et al., 2005). Em seguida, Moir e colaboradores
(2008) demonstraram que estas células eram hiporresponsivas aos estimulos
antigénicos usados com sucesso para induzir respostas de MBCs classicas, além de
sugerir que estas MBCs “exaustas” contribuissem para a deficiéncia humoral
observada em individuos infectados pelo HIV (MOIR et al.; 2008). Relativo a malaria,
Weiss e colaboradores (2009) observaram que este subtipo de MBCs encontrava-se
aumentado no sangue periférico de criangas e adultos expostos a infecgao

ocasionada por P. falciparum. Além disso, foi observada a influéncia da
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endemicidade de malaria na prevaléncia de tais células, onde individuos
pertencentes as areas de alta transmissao (Mali) apresentaram frequéncias
elevadas de atipicas se comparados a de voluntarios provenientes de areas livres de
malaria (Estados Unidos) e experimentalmente infectados (WEISS et al., 2009).

A relagao entre exposicao aos plasmaodios e proporgdes de MBCs atipicas foi
em seguida confirmada em outros estudos (WEISS et al., 2010; 2011; NOGARO et
al., 2011; CLARK et al.; 2012; AYIEKO et al., 2013; ILLINGWORTH et al., 2013;
NDUNGU et al.,, 2013; MUELLENBECK et al., 2013; AMPOMAH et al., 2014;
REQUENA et al.,, 2014; SCHOLZEN et al, 2014; PORTUGAL et al., 2015;
SUBRAMANIAM et al., 2015; SULLIVAN et al.,, 2016), porém pouco se sabe a
respeito da geragdo, especificidade antigénica deste tipo celular e de seu
envolvimento no processo de aquisicdo e manutencdo da imunidade antimalarica.
Assim, no contexto da infeccdo plasmodial, estas células receberam a denominacéao
“atipicas” ao invés de “exaustas” (WEISS et al., 2009).

No que diz respeito a capacidade funcional de MBCs atipicas, Weiss e
colaboradores (2009) propuseram ainda que a elevada prevaléncia destas células
em individuos expostos a P. falciparum seria indicativo de uma resposta de MBCs
disfuncional na malaria. Por outro lado, Muellenbeck e colaboradores (2013)
sugeriram que as MBCs atipicas sdo capazes de produzir anticorpos neutralizantes
contra antigenos do estagio eritrocitico e, diferente das MBCs classicas, exibem
sinais de secregdo ativa de anticorpos (MOIR et al., 2008; WEISS et al., 2009;
PORTUGAL et al., 2013), ao invés de agirem como uma populacdo de memoria
disfuncional (revisto por KUROSAKI et al., 2015). Ha também estudos apontando
polireatividade destes tipos celulares se comparadas as MBCs classicas
(MUELLENBECK et al.,, 2013), o que sugere seu papel protetor na maléria
independente de especificidade antigénica (DANIEL-RIBEIRO e ZANINI, 2000;
FESEL et al., 2005; ZANINI et al., 2009; MANNOOR et al., 2013).

Estudos mais recentes direcionados as MBCs atipicas e classicas no
contexto da imunidade antimalarica relataram que o indice de hipermutacao
somatica de MBCs atipicas e classicas € indistinguivel, o que indica que estas
subpopulagdes de ceélulas B possuam histéria de desenvolvimento comum
(PORTUGAL et al, 2015). MBCs atipicas expressam diversos receptores
associados a redugao da sinalizagdo via BCR (particularmente FCRL5), o que indica

que sua funcido efetora representada por proliferacdo, producdo de citocinas e
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secregcao de anticorpos encontra-se comprometida, se comparadas as MBCs
classicas (HAGA et al., 2007; PORTUGAL et al., 2015, SULLIVAN et al., 2015).
Diante dos resultados contraditérios observados na literatura, estudos
posteriores se fazem necessarios a fim de se melhor elucidar qual o papel especifico
de MBCs atipicas na indugcdo e manutencdo da memoéria humoral (revisto por
KUROSAKI et al., 2015). Além disso, deve-se enfatizar que, no Brasil, nenhum
estudo tem investigado o perfil fenotipico dessas células em pacientes expostos ou

com malaria aguda.
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2 JUSTIFICATIVA

Por ser a principal caracteristica da imunidade adaptativa, a memoria
imunoldgica antigeno-especifica € a base para o desenvolvimento de vacinas
(SALLUSTO et al, 2010). No que se refere a doengas virais e bacterianas, o
desenvolvimento de vacinas tem sido de fundamental relevancia, permitindo o
controle e/ou erradicagdo de muitas delas em todo o mundo. Um dos exemplos mais
notaveis de sucesso de imunizagdo contra agentes infecciosos refere-se a
erradicagdo mundial da variola em 1980 (WHO, 2010). Mesmo sucesso, contudo,
nao tem sido alcancado no desenvolvimento de vacinas direcionadas a doencas
infecto-parasitarias como a malaria, tuberculose e virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (revisto por VEKEMANS e BALLOW, 2008).

Em relacdo a malaria, a maior parte dos estudos direcionados ao
desenvolvimento de uma vacina tem sido focada em P. falciparum, o que se deve,
em grande parte, ao seu potencial de letalidade. As hipdteses aventadas para
explicar os frequentes insucessos obtidos até entdo com os protétipos vacinais
testados, se apoiam, especialmente, na alta variabilidade antigénica apresentada
pelos parasitos dessa espécie. Estima-se que existam cerca de 5.400 diferentes
genes codificando diferentes antigenos de P. falciparum (SCHERF et al., 2008).
Assim, especula-se que essa riqueza de proteinas, aliada as elevadas taxas de
polimorfirmos nelas observadas, poderia ser capaz de “sobrecarregar” a capacidade
do sistema imunolégico em selecionar e “comandar’ por longos periodos um
suficiente numero de MBCs e LLPCs antigeno-especificas (WEISS et al., 2010). Isso
explicaria a necessidade de exposicado continua aos parasitos para desenvolvimento
de protecao natural. Além disso, € possivel que as infecgdes malaricas possam inibir
a habilidade do sistema imunolégico em induzir e manter niumero suficiente de
MBCs e LLPCs, ja que isso depende, em grande parte, da afinidade de ligagao dos
antigenos malaricos aos receptores de células B (BCR). Evidéncias relativamente
recentes de que dois protétipos vacinais contendo um potente ativador de células B
(CpG) nao induziram a expansao de MBCs e aumento nos niveis de anticorpos
protetores em individuos expostos a malaria, sugerem falhas na maturagcéo de
afinidade de linfécitos B (CROMPTON et al, 2009; TRAORE et al, 2009).
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Observacgdes contrarias foram feitas quando individuos ndo expostos a malaria
foram vacinados (CROMPTON et al, 2009, 2010). Portanto, muitos aspectos
relacionados a inducdo e manutencgao de células pertencentes ao compartimento B
ainda permanecem bastante enigmaticos em individuos vivendo sob o flagelo
malaria.

P. vivax, por sua vez, até recentemente, despertava pouco interesse no
contexto do desenvolvimento de estudos bioldgicos, imunolégicos e vacinais
(MENDIS et al., 2001; MUELLER et al., 2009; CARLTON et al., 2011). Esse cenario
comegou a ser alterado quando casos graves e obitos relacionados a esse parasito
comegaram a surgir ao redor mundo, incluindo o Brasil. Além disso, o controle dessa
espécie tem sido dificultado por uma série de fatores tais como (7) alta capacidade
vetorial comparada a P. falciparum devido a habilidade de se desenvolver em baixas
temperaturas e com duragéo reduzida do ciclo esporogdnico no vetor, permitindo
transmissdo da doenca em regides temperadas, o tornando menos sensivel as
medidas de controle vetoriais efetivas para P. falciparum; (2) presenga de formas
dormentes no figado, permitindo multiplos episddios da doenca (recaidas) resultante
de uma unica picada infectante, as quais ndo podem ser diagnosticadas e ndo sao
susceptiveis a qualquer antimalarico disponivel, exceto primaquina; (3) baixas
densidades parasitarias, as quais sdo de dificil deteccado utilizando as ferramentas
de diagnostico tradicionais, podendo ocorrer erros no diagnodstico e atrasos no
tratamento (o que favorece a transmissdo), além de (4) gametdcitos ocorrendo
precocemente em infecgbes agudas, antes da infecgdo ser diagnosticada.
Atualmente, grandes grupos de pesquisa tém centrado esforgcos em conhecer e
entender fatores relacionados a biologia do parasito (por exemplo, surgimento e
quebra de dorméncia de hipnozoitos), bem como aqueles relacionados ao
desenvolvimento de imunidade (indugdo de memdria imunoldgica), mas os estudos
com P. falciparum ainda sao realizados em supremacia em relagao a P. vivax.

No Brasil ndo ha indicios de que algum estudo tem sido conduzido com
individuos expostos ou infectados com P. vivax com a finalidade de se aventar e/ou
entender fatores possivelmente geradores e reguladores de memoaria imunoldgica.
Aqui, onde P. vivax representa 85% dos casos de malaria registrados anualmente, a
maior parte das pesquisas sdo destinadas a inquéritos soroldgicos que
correlacionam niveis de anticorpos ou citocinas séricas com presencal/intensidade

de sintomas clinicos ou risco de infecgdo. Por outro lado, assumir como
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homogéneos os resultados obtidos em regides com distintos perfis epidemioldgicos,
onde caracteristicas genéticas das populagcbes expostas e das cepas locais de
parasitos sdo heterogéneas, pode resultar em um grave equivoco. Além disso, sabe-
se que P. falciparum e P. vivax apresentam caracteristicas biolégicas bastante
distintas, impossibilitando que observagdes obtidas para uma espécie seja, a revelia,
extrapolada para a outra. Assim, o objetivo deste trabalho foi conhecer, em ambito
fenotipico e funcional, caracteristicas imunologicas associadas ao compartimento de
células B em individuos apresentando episédio agudo da malaria vivax, bem como

em distintas fases da convalescenca.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o perfil fenotipico e funcional de células B de memoria (MBCs) durante
a infecgdo malarica humana ocasionada por P. vivax e suas implicacbes no
desenvolvimento de imunidade humoral malaria-especifica na regido endémica

brasileira.

3.1 Objetivos especificos:

e Caracterizar os aspectos clinicos e hematolégicos durante e apés a malaria

vivax em individuos expostos na Amazoénia Brasileira (Parte 1);

e Investigar a geragao e persisténcia de anticorpos e células B de memoria
(MBCs) direcionadas aos peptideos sintéticos de estagio sanguineo (PvAMA-
1(s290-k307) € PVMSP-9g795.a808)) €M individuos expostos a malaria em regides

de baixa endemicidade na Amazénia Brasileira (Parte 2);

e Averiguar a geracédo e persisténcia de anticorpos e células B de memoria
(MBCs) direcionadas a proteina recombinante de estagio sanguineo (PvAMA-
1on), bem como investigar o perfil fenotipico do compartimento de células B
(incluindo MBCs classicas e atipicas) em individuos naturalmente expostos a

P. vivax (agudos, convalescentes e controles) e ndo expostos (Parte 3).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Metodologia geral

4.1.1 Area e populacéo de estudo

Entre os meses de maio e agosto de 2013 e em fevereiro de 2014, amostras
de sangue venoso foram coletadas de individuos provenientes da Amazénia
Brasileira, mais precisamente dos estados do Acre e Rondbnia. Os municipios de
coleta foram trés: Nova California (RO), Acrelandia e Placido de Castro (AC) (Figura
6), todos configurados como areas de baixa endemicidade de malaria. Em 2014, o
indice Parasitario Anual (IPA), que representa o risco de ocorréncia de malaria numa
determinada populacdo em uma regido definida, variou nas areas estudadas entre
baixo (<10 casos/1000 habitantes) e médio (10 a 49,9 casos/1000 habitantes).
Acrelandia situa-se a 30,9 quildbmetros de Placido de Castro e a 81,4 quilébmetros de
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Figura 6. Locais de realizagao das coletas (Nova Califérnia (RO), Acrelandia e Placido de
Castro (AC).

Para participar do estudo foram abordados individuos adultos em fase aguda
da infeccdo por P. vivax. Essa abordagem foi realizada logo apds o diagndstico

positivo da gota espessa realizado por microscopistas experientes do Sistema Unico
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de Saude (SUS) e anteriormente ao inicio do tratamento quimioterapico preconizado
pelo Ministério da Saude (MS, 2010). Nesta ocasiao, os pacientes foram informados
da necessidade de coletas adicionais em outros momentos (30, 60 e 180 dias apds
o diagndstico), a fim de caracterizarmos pareadamente possiveis flutuagbes em
populagdes celulares, perfii de MBCs e anticorpos, bem como alteracbes em
parametros hematoldgicos. Dos 61 individuos amostrados durante a fase aguda da
infeccdo, 41, 22 e 22 foram relocalizados nos dias 30, 60 e/ou 180 apds diagndstico,
respectivamente, e tiveram amostras de sangue coletadas. Dado o reduzido numero
de individuos relocalizados durante o seguimento também foram envolvidos no
estudo individuos em fase de convalescenga de malaria sem necessariamente ter
havido coleta na fase aguda (a confirmagdo das datas do ultimo episédio agudo
foram, nesses casos, baseada na data de registro do diagndstico da doenga obtida
nos centros de diagnéstico de cada localidade). Além disso, individuos néao
infectados residentes na mesma area de recrutamento dos pacientes (controles
expostos - CE) e provenientes de area ndo endémica de malaria (controles nao
expostos - CNE) foram convidados a participarem do estudo. A condicéo inicial para
inclusado de todos os participantes deste estudo foi possuir idade superior a 18 anos
e inferior a 60 anos. Pacientes agudos deveriam apresentar monoinfec¢des
ocasionada por P. vivax. Para compor o grupo dos CE deveria ser informada
auséncia de infecgcbes malaricas ha, pelo menos, um ano antes da coleta da
amostra bioldgica, independente de ja terem ou nao contraido malaria no passado.
Individuos CNE nunca deveriam ter visitado areas endémicas de malaria
previamente. Foi considerado critério para exclusao de todos os grupos deste estudo
(agudos, convalescentes, CE e CNE) a presencga de qualquer doenga autoimune ou
de qualquer outro tipo de imunossupressao (como HIV/AIDS, hepatite, leishmaniose
e gravidez).

O processamento das amostras provenientes das areas endémicas de
malaria (pacientes e controles expostos) foi realizado no laboratério de campo da
USP, chefiado pelo Prof. Dr. Marcelo Urbano Ferreira (USP). Na época da coleta das
amostras, este laboratério localizava-se dentro da Unidade Mista de Saude de
Acrelandia (UMA) (Figura 7). Todas as etapas de processamento do material
biolégico foram realizadas em no maximo seis horas apds a coleta, o que foi
possivel tendo em vista sua proximidade com as areas estudadas. Ja amostras de

controles ndao expostos foram obtidas de voluntarios de Juiz de Fora/MG, sendo
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processadas no Nucleo de Pesquisas em Parasitologia da UFJF (NUPEP). Todos os
participantes deste estudo (pacientes e controles) assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B) e, posteriormente,
responderam a um questionario clinico-epidemioldgico previamente elaborado e
testado (ANEXO C).

Para obtencdo de células mononucleares do sangue periférico (Peripheral
blood mononuclear cell - PBMCs) e plasma, 40mL de sangue foram coletados em
tubos contendo heparina. Para realizagdo do hemograma automatizado e obtengéo
de DNA, 4mL de sangue foi acondicionado em tubos do tipo “vacutainer’ contendo
EDTA. O hemograma automatizado (Micros 60) (Horiba, Franca) permitiu a
determinacdo de seus parédmetros hematoldgicos como hematocrito, hemoglobina,
plaquetas, leucocitos, linfécitos e mondcitos. O delineamento experimental deste
estudo encontra-se ilustrado no ANEXO D. Apds a coleta de sangue, o paciente
recebeu tratamento malaria especifico (cloroquina por 3 dias + primaquina por 7 ou
14 dias em infec¢gdes ocasionadas por P. vivax e arteméter + lumefantrina ou
artesunato + mefloquina por 3 dias em infecgbes ocasionadas por P. falciparum)
(MS, 2010). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com
Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora (parecer numero: 362.875
CEP) (ANEXO E).

@
Figura 7. Imagens das atividades de campo. Unidade Mista de Saude de Acrelandia, AC (A);
Moradia tipica da area do estudo (Placido de Castro, AC) (B); Coleta de sangue em paciente
envolvido no estudo (C).
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4.2 Metodologias destinadas ao objetivo especifico 1
4.2.1 Diagndstico laboratorial da infeccao por Plasmodium

4.2.1.1 Diagndstico microscopico

O diagnéstico da infecgado por P. vivax foi primeiramente realizado por meio
do exame da gota espessa, segundo preconizado pelo Ministério da Saude (SVS-
MS, 2009). Para isso, duas gotas de sangue periférico, obtido através de pungao
digital com auxilio de lanceta estéril, foram espalhadas em uma léamina de
microscopia de maneira a se formar dois retangulos de tamanho e espessura
adequados (aproximadamente 1,2 cm?). A coloracéo foi feita segundo o Método de
Walker. Para tal, apds o sangue secar a temperatura ambiente (TA), realizou-se a
desemoglobinagdo usando-se solugdo hipotonica de azul de metileno por dois
segundos. Entdo, o esfregago sanguineo foi cuidadosamente enxaguado utilizando
agua tamponada, seguindo-se coloragdo com solugdo de Giemsa (0,075%
massa/volume) por 10 minutos. O esfregaco foi novamente enxaguado utilizando
agua tamponada e seco a TA. Todas as laminas confeccionadas durante a
realizacdo deste estudo foram examinadas por microscopistas treinados da
SESACRE em objetiva de imersao (1000X).

A determinagdo microscopica da parasitemia foi realizada segundo
preconizado pelo Ministério da Saude (SVS-MS, 2005). Para tal, foi feita a leitura
dos campos necessarios até o alcance de 200 leucdcitos, com determinacao
simultdnea do numero de parasitos assexuados utilizando objetiva de imersao
(1000X). Tendo em vista que uma leucometria padrdao durante a malaria € de 6000
leucdcitos/uL de sangue, o valor da parasitemia/pL foi obtida através da seguinte
férmula: parasitemia/uL= (n° de parasitos assexuados x 6000)/200. A contagem da
parasitemia dos participantes deste estudo foi gentiimente realizada pelo
microscopista Milton Ferreira de Castro, funcionario da Geréncia Regional de Saude
de Juiz de Fora (GRS).

4.2 1.2 Diagnéstico molecular

O diagndstico confirmatério da infecgdo malarica foi realizado no Laboratério
de Maléaria do CPgRR/Fiocruz - MG, sob supervisdo da Profa. Dra. Luzia Helena de

Carvalho, através de metodologia previamente padronizada de PCR diagndstico em
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tempo real utilizando os alvos Pvrd7 e Pfr364 pertencentes a P. vivax e P.

falciparum, respectivamente (AMARAL, 2014).

4.2.1.2.1 Extragao de DNA utilizando sangue total

A extracdo de DNA a partir de sangue total foi realizada utilizando-se o
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA). Rapidamente, tubos de
microcentrifuga contendo 300uL de sangue foram incubados com 900uL de uma
solucado de lise celular e 1,5uL de solugédo de Rnase A (4mg/ml) a 37°C em banho—
maria por 30 minutos. A seguir, 100uL de solugao de precipitagcao de proteina foram
acrescentados a cada amostra, sendo as mesmas homogeneizadas e centrifugadas
a 13.000g por 3 minutos. Apdés o sobrenadante ter sido transferido para tubos
devidamente identificados, adicionou-se 300uL de isopropanol (Sigma Aldrish, USA).
Os tubos foram invertidos cerca de 30 vezes e centrifugados por 1 minuto a 13.000g.
A seguir, o sobrenadante foi novamente removido por inversdo em papel absorvente
acrescentando-se aos mesmos 300uL de etanol 70% (Sigma Aldrish, USA) para a
lavagem do sedimento e remocado de tracos de sal. As amostras foram, entao,
novamente centrifugados por mais 1 minuto a 13.000g. Cerca de 15 minutos apds o
etanol ter sido desprezado, o DNA foi ressuspenso em uma solucao de rehidratacao
(10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8,0) e mantidos a -20 °C até o momento

de uso.

4.2.1.2.2 PCR Diagnéstico em tempo real

Com intuito de se realizar o diagndstico molecular da infeccdo malarica, os
iniciadores para a PCR em tempo real foram desenhados por Amaral (2014) através
dos programas OLIGO (versdo 4.0, 1999) e Primer-Blast (NCBI) observando-se
regides nao ribossomais conservadas nos alinhamentos de cada espécie. Os
alinhamentos foram realizados com base nas sequéncias disponibilizadas por
Demas et al. (2011), sendo 14 cépias da familia Pvr4d7 (P. vivax) e 41 copias da
familia Pfr364 (subfamilias 1 e 2 de P. falciparum).

Para o alvo Pvr47 foi obtido o par 5’'CATTGCTGGTGCTTGTACTTASI' (foward)
e S'ATGATTTGCTGGAGATGTTAAAZ' (reverse), que se liga respectivamente as
posicdes 255-275 e 340-361 do genoma do parasito, resultando em um amplificado
de 107 pb. Ja para o alvo Pfr364 foi obtido o par 5’ACTAATTTTCCCCTTGCACTTT3'
(foward) e 5'TGCAAAGTTATAGTAATTAGATS3' (reverse), que se liga as posi¢oes
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19-40 e 70-91 do genoma, respectivamente, resultando em um amplificado de 73 pb
(AMARAL, 2014). Os pares de iniciadores e as condi¢des estabelecidas nas reagbes

padronizadas sao especificados na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores e condi¢gdes de reagao

Espécie alvo Iniciador Sequéncia Tm*
PvDig F 5'CATTGCTGGTGCTTGTACTTAS'

P. vivax 72.7a741°C
PvDig R 5'ATGATTTGCTGGAGATGTTAAA3Z'
PfDig F 5'ACTAATTTTCCCCTTGCACTTT3

P. falciparum 75.6a77.7°C
PfDig R 5TGCAAAGTTATAGTAATTAGATS'

*Tm= Temperatura de dissociacgao.

A reacao da PCR diagnéstico foi padronizada para os alvos de P. vivax e P.
falciparum, sendo as condigdes dos reagentes estabelecidas de forma diferente para
cada par de iniciador (AMARAL, 2014). Para amplificacdo da sequéncia de P. vivax,
foram utilizadas as seguintes concentracdes de reagentes: 0,25uM de cada iniciador
(IDT) (Invitrogen), 5ul de SYBR® Green PCR Master Mix (SYBR Green 2x, AmpliTaq
Gold® DNA polimerase, dNTP com dUTP, referéncia passiva (ROX) e componentes
do tampéao otimizados) (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), acrescido de 2,5mM de
MgCl, (Invitrogen) e 2ul de DNA, em um total de 20pl por reagdo. Ja para
amplificagdo da sequéncia de P. falciparum, foram estabelecidas as seguintes
concentragdes de reagentes: 1uM de cada iniciador (IDT), 5ul de SYBR® Green
PCR Master Mix, acrescido de 2,5mM de MgCl; e 2ul de DNA, em um total de 20pl
por reacao.

As condi¢des da PCR consistiram em uma desnaturacgao inicial a 95°C por 10
minutos, seguida por amplificagdo com 40 ciclos de 90°C por 20 segundos, 58°C por
30 segundos e 60°C por 30 segundos, com aquisicdo de fluorescéncia ao final de
cada passo de extensdo. A amplificacdo foi imediatamente seguida por um
programa de dissociagdo, consistindo em 95°C por 15 segundos, 60°C por 20
segundos e 95°C por 15 segundos. As curvas de dissociacdo (melting)
apresentaram temperatura de dissociagao (Tm) variando entre 72,7°C e 74,1°C para
P. vivax e entre 75,6°C e 77,7°C para P. falciparum, sendo estas observadas através
da avaliagcdo de fluorescéncia continua (F) a 530nm enquanto a temperatura

aumentava gradualmente de 60 para 95°C. Os graficos de dissociacdo foram
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visualizados plotando a derivativa negativa de fluorescéncia pela temperatura (-
dF/dT° vs. T°) (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de dissociacio do PCR Real-Time. P. falciparum (vermelho) e P. vivax (azul),
juntamente com o controle negativo. As curvas de melting foram observadas por avaliagdo da
derivada negativa de fluorescéncia pela temperatura (-dF/dT° vs. T°). Legenda: Melt curve: curva de
dissociagao.

As reacgoes da PCR foram realizadas na presenca de controles positivos e
negativos e as amostras foram feitas em duplicata. Como controles negativos foram
utilizados todos os reagentes na auséncia de DNA, sendo este substituido por agua
deionizada para PCR (Sigma Aldrish). Como controles positivos foram utilizados
DNA de P. falciparum proveniente de cepa referéncia de cultivo continuo
estabelecido no Laboratério de Malaria do CPgRR e DNA de individuos sabidamente
infectados por P. vivax com parasitemias confirmadas pela microscopia oOptica e
outros protocolos de PCR. Amostras com resultado duvidoso foram submetidas a

uma segunda reagao.

4.3 Metodologias comuns aos objetivos especificos 2 e 3

4.3.1 Obtencao de PBMCs

Para obtencdo de PBMCs, amostras de sangue foram coletadas em tubos
contendo heparina. Apos a coleta, o sangue foi diluido em igual volume em solugao
de Hanks 1X (Sigma Aldrish, USA) e entdo dispensado cuidadosamente sobre o
Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Reino Unido) na proporgéao 2:1 (sangue/Ficoll).

Seguiu-se a centrifugacdo a 500g por 17 minutos a fim de se obter a separagao dos
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PBMCs por gradiente de densidade. Posteriormente, o anel de células
mononucleares foi coletado e submetido a duas lavagens sequenciais com solugao
de Hanks 1x, centrifugando-se a 300g por 10 minutos. Em seguida, o sedimento foi
ressuspenso em meio RPMI-1640 (Sigma Aldrish, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab, Brasil) e 1% de uma solugdao contendo
penicilina, estreptomicina e anfotericina B (Sigma Aldrish, USA). Entdo, as células
foram contadas em cémera de Neubauer (diluigdo 1:20) e, apds terem sua
viabilidade determinada utilizando-se de azul de trypan 0,04% (Sigma Aldrish, USA),
a concentragdo celular foi ajustada para 10’ células/mL. O congelamento foi
realizado utilizando-se solugdo contendo SFB 90% (Cultilab, Brasil) e DMSO
(Dimetilsulfoxido) 10% (Sigma Aldrish, USA). As células foram mantidas overnight
em ultrafreezer -80°C em recipiente Mr.Frosty™ (Nalgene, USA) e, em seguida,
acondicionadas em nitrogénio liquido (-196°C).

Para o procedimento de caracterizagao fenotipica e ELISpot, cada criotubo
contendo as PBMCs foi retirado do container de nitrogénio liquido e descongelado
rapidamente em banho-maria (37°C). A suspensao celular foi transferida para um
tubo cénico de 15 cm contendo 10mL de meio RPMI completo - RPMI-1640 (Gibco,
Reino Unido) suplementado com 20% de SFB inativado (Cultilab) e solucdo
contendo penicilina, estreptomicina e anfotericina B (1%) (Sigma Aldrish, USA). Em
seguida, o tubo foi centrifugado a 500g a 4°C por 10 minutos. O sobredanadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em um mL de meio completo. A viabilidade
celular foi avaliada em camera de Neubauer (diluigdes 1:10 e 1:100), utilizando-se
azul de tripan 0,04% (Sigma Aldrish, USA) e, em seguida, a concentragéo celular foi

ajustada de acordo com as necessidades de cada experimento.

4.3.2 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e funcionais (ELISpot)

4.3.2.1 Antigenos

Antigenos elaborados a partir da analise de duas importantes proteinas
presentes no estagio sanguineo de P. vivax (AMA-1 e MSP-9) foram empregados
nos ensaios de ELISA e ELISpot (WALTHER et al., 2005). Devido as dificuldades
de obtencdo de extratos proteicos de P. vivax, estudos envolvendo essa espécie
normalmente sdo conduzidos utilizando peptideos sintéticos ou proteinas

recombinantes. Bueno e colaboradores (2011), através do uso de ferramentas de
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bioinformatica observaram que, o epitopo que alcangou simultaneamente os
melhores escores de predicdo para compor um peptideo linear de células B
correspondem aos residuos 290-307 de PvAMA-1 (SASDQPTQYEEEMTDYQK)
(PVAMA-1 s200-k307)). Este peptideo foi selecionado e produzido em colaboragdo com
o laboratério Biofisica chefiado pelo Dr. Clévis R. Nakaie (UNIFESP). No mesmo
sentido, foram utilizados os residuos 795-808 (EAAPENAEPVHENA) (PVMSP-9&79s.
Ag0g)) Para elaboragdo do peptideo linear de PvMSP-9. Este peptideo foi predito e
gentilmente cedido pelo Dr. Josué da C. Lima-Junior (Fiocruz-RJ) para execugao dos
experimentos propostos. A proteina recombinante representada pelos aminoacidos
249 a 385 de PvAMA-1 (Dominio Il) foi expressa e purificada como previamente
descrito (RODRIGUES et al., 2005; MUFALO et al., 2008) e foi gentimente cedida
pela Dr?. Irene da S. Soares da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.3.2.2 Determinacao do perfil de IgGs totais Plasmodium-especificas por ELISA

A determinagcao dos niveis plasmaticos dos anticorpos IgG direcionados aos
antigenos de Plasmodium descritos no item 4.3.2.1 foi realizada em duplicata. Para
isso, microplacas de ELISA (Costar, Cambridge, MA) foram sensibilizadas a 4 °C por
18 hs utilizando, para tal, concentragbes previamente definidas dos antigenos (5
ug/mL para os peptideos sintéticos PVAMA-1(s290-k307) € PYMSP-9g795.a808) € 2 pg/mL
para proteina recombinante PvAMA-1p), diluidos em PBS (pH = 7,2) (100uL/poco).
ApOs a sensibilizagao, as placas foram lavadas trés vezes com PBS, e, em seguida,
foram bloqueadas com solugéo de leite desnatado (Molico, Nestlé) a 5% em PBS-
Tween (PBS/T) (200uL/pogo) por 2 horas a 37°C. Posteriormente, 100 uL das
amostras de soros diluidas a 1/100 em solugdo de Molico a 2,5%-PBS/T, foram
adicionados aos pogos. Apds o tempo de incubagao de 1 hora a 37°C, as placas
foram novamente submetidas a trés lavagens com PBS/T e o conjugado anti-lgG
humano ligado a peroxidase (Sigma, St. Louis, MO), diluido 1/5000 em solugéo de
Molico a 2,5%-PBS/T (100uL/pogo) foi adicionado, seguindo novamente incubacao a
37°C por 1 hora. Transcorrido este tempo, as placas foram lavadas por trés vezes
com PBS/T e a reagdao enzimatica revelada pela adicadto de OPD (O-
Phenylenediamine Dihydrochloride) (Sigma, St. Louis, MO), diluido em tampao
fosfato-citrato (pH = 5,0) contendo peréxido de hidrogénio (H202) (100 uL/pogo). As
placas foram entdo incubadas a TA e protegidas da luz até a reagdo ser

interrompida pela adicdo de 50 pL/poco de uma solugcdo de H2SO4 2N. Os valores
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das absorbancias (DO) foram medidos a 492nm com o uso do leitor de ELISA
(Spectramax 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). O limite de positividade do
teste (cut off) foi definido pela média das absorbancias das amostras de individuos
nao expostos a malaria acrescido de trés desvios-padrao. Os valores de cut off
foram calculados em cada ensaio, que incluia pelo menos cinco diferentes controles
negativos em cada placa testada, além de dois soros positivos para o controle
interno do teste. Os resultados obtidos foram expressos em indice de reatividade
(IR), dividindo-se a absorbancia média obtida para cada amostra avaliada pelo valor
de cut-off deteminado para cada antigeno testado. Amostras com IR > 1 foram
consideradas positivas. Este experimento foi realizado no Laboratério de

Imunoparasitologia, IOC/Fiocruz — RJ.

4.3.2.3 Ensaios de ELISpot para avaliagao da resposta de MBCs

Neste ensaio foi determinada a capacidade de células B provenientes de
individuos na fase aguda e convalescenga de malaria responder, in vitro, aos
estimulos antigénicos, configurando memdéria imunolégica. Para execugao deste
ensaio foi utilizado o kit ELISpot PLUS for Human IgG (Cédigo do produto: 3850-
2AW-Plus) (Mabtech, Sweden), segundo versdao modificada da metodologia
desenvolvida por Crotty e colaboradores (2003) (JAHNMATZ et al., 2013).
Inicialmente, PBMCs foram descongeladas e cultivadas na concentragcdo de 2.5 x
10° células/mL em placas de cultura de 24 pogos (Corning, USA) em meio RPMI-
1640 suplementado com 25mM de bicarbonato de sédio, 25mM de HEPES (Sigma
Aldrish, USA), 3 mM de L- glutamina (Sigma, St. Louis, MO), 3% de uma mistura de
antibidticos (100 U/mL de penicilina e 10 ug/mL de estreptomicina) (Sigma Aldrish,
USA) e 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab, Brasil), contendo um coquetel
de ativadores policlonais de células B (R848 a 1ug/mL e IL-2 a 10 ng/mL),
procedendo a incubagéo a 37 °C, 5% CO, por trés dias.

A seguir, placas de ELISpot de 96 pocos (PVDF, Tipo MAIPSWU) (Millipore)
tiveram suas membranas pré-ativadas pela adicdo de 50uL de etanol 70% (Sigma
Aldrish, USA). Apos lavagem com 200 ul/pogo de agua estéril por 5x, as placas
foram sensibilizadas com 100uL/pogo com 15 ug/mL de uma solugao de anticorpo
de captura MT91/145 para deteccdo de ASCs secretoras de IgGs totais, antigenos

plasmodiais para deteccdo de ASCs secretoras de IgGs especificas (10 ug/mL para
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os peptideos sintéticos PVAMA-1(so00-k307) € PVMSP-9 7050808y € 5 pg/mL para
proteina recombinante PvAMA-1p;) e meio RPMI contendo soro fetal bovino (SFB) a
10% para detecgao de respostas inespecificas. Apos incubagéo overnight a 4-8 °C, a
placa foi lavada 5x utilizando 200 uL/pogo de PBS estéril. As placas foram, entéo,
bloqueadas utilizando-se 200 plL/pogco de meio RPMI contendo SFB 10% por 30
minutos a TA. Para detec¢cdo das ASCs, as células cultivadas foram lavadas e
plaqueadas em duplicata utilizando, para tal, 5 x 10° células/poco para respostas
Plasmodium-especificas ou 5 x 10* células/poco para detecgdo de células secretoras
de IgG totais. As placas foram incubadas a 37 °C, 5% CQO2 por 24 horas.

Para revelagao, as placas foram lavadas 5x com 200 ulL/pog¢o de PBS 1x.
Para deteccao de células secretoras de IgG total e especificas, 100 uL de PBS-0,5%
SFB contendo o anticorpo de detecgéao biotinilado MT78/145 a 1ug/mL foi adicionado
a cada poco. A placa foi, entao, incubada por 2 horas em TA e, a seguir, lavadas 5x
com 200 ulL/pogo PBS 1x. Posteriormente, foram adicionados a cada pogo 100 uL
de solugéo de estreptavidina-ALP (1:1000) diluido em PBS-0,5% SFB sendo, as
placas, incubadas por 1 hora a TA. A seguir, as mesmas foram lavadas 5x com 200
uL/pogo de PBS 1x. A revelagao dos pontos relativos a secregcao de anticorpos foi
realizada utilizando-se 100 ulL/pog¢o de solugdo do substrato BCIP/NBT-plus. Apos
aparecimento dos pontos, a reacao foi interrompida através de lavagem sob agua
corrente, permitindo a secagem das placas em TA. A leitura do experimento foi
realizada com auxilio do leitor automatizado ImmunoSpot S5 UV ultra analyser (CTL,
USA). Cada ponto foi definido como uma unica célula produtora de anticorpo. MBCs
antigeno especificas foram expressas como numero de ASCs antigeno-especificas
por 10° PBMCs e como percentual (%) de ASCs antigeno-especificas (nimero de
ASCs antigeno-especificas por 10° PBMCs/ nimero de ASCs secretoras de IgGs
totais x 100). Amostras que apresentaram percentuais de viabilidade inferior a 90%
no momento do descongelamento foram excluidas do ensaio. Este experimento foi

realizado no Laboratoério de Imunoparasitologia, IOC/Fiocruz — RJ.
4.4 Metodologia destinada ao objetivo especifico 3

4.4.1 Caracterizagao fenotipica dos subtipos de células B
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A fenotipagem das subpopulagdes de células B circulantes no sangue
periférico foi realizada conforme metodologia descrita por lllingworth e colaboradores
(2013). Para tal, foram utilizados os marcadores de superficie descritos na Tabela 2.
Células nao viaveis foram identificadas como 7-AAD (Biolegend, n° de catalogo
420404) positivas e foram entdo excluidas das analises. Células B foram
identificadas pelos seguintes fenétipos: B totais (CD19%), imaturas (CD19°CD10%),
naives (CD19°CD10°CD21°CD27°), MBCs classicas (CD19°CD10°CD21*CD27"),
MBCs atipicas (CD19°CD10°CD21°CD27°), MBCs ativadas (CD19'CD10CD21
CD27'CD20") e PCs (CD19°CD10°CD21°CD27°CD20).

Tabela 2. Lista dos anticorpos monoclonais usados na fenotipagem de células B

Anticorpo Fluorocromo Concentragao do Marca Clone N° catalogo
Fabricante

CD3 PE-Cy7 0,2mg/mL BD Pharmingen Leud 557851
CD19 FITC 0,2mg/mL BioLegend HIB19 302206
CD20 Pacific Blue 0,5mg/mL BioLegend 2H7 302320
CD21 APC 25ug/mL BioLegend Bu32 354906
CD27 PE 0,17mg/mL BioLegend M-T271 356406
CD10 PC5.5 50pg/mL Beckman Coulter ALB1 PN B16490
CD10 ECD 12,5pug/mL Beckman Coulter ALB1 PN IM3608U

Para execugcao deste ensaio, os anticorpos monoclonais foram previamente
titulados utilizando-se células de individuos nao pertencentes ao grupo experimental,
mas submetidos as mesmas condigcdes de coleta, processamento e
armazenamento. As concentracbes de uso para os anticorpos marcados com
fluorocromos sao aquelas descritas na Tabela 3. Para a marcagao fenotipica das
células B circulantes em individuos com infecgdo aguda, individuos convalescentes,
CE e CNE, as PBMCs foram descongeladas e tiveram sua viabilidade e numero
estimado conforme descrito no item 4.3.1. Apds a determinagdo do numero de
células viaveis, 10° células (100uL) foram transferidas para microplacas de cultura
contendo 96 pogos (Corning, USA), seguindo-se centrifugacao a 600g, por 5 min a
4°C para obtencao do sedimento de células. O sobrenadante foi entdo descartado e
o sedimento celular ressuspenso em 20ulL/pogo de uma mistura contendo os

anticorpos monoclonais, previamente titulados.
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Tabela 3. Titulos dos anticorpos monoclonais usados na fenotipagem de células B

Anticorpo Fluorocromo Dilui¢gdo de uso
CD3 PE-Cy7 1/20
CcD19 FITC 1/20
CD20 Pacific Blue 1/40
CD21 APC 1/25
CD27 PE 1/40
CD10 PC5.5 1/10
CD10 ECD 1/10

Em seguida, a placa foi incubada ao abrigo da luz por 20 min a 4°C. Apods
este periodo, foi adicionado 200uL de PBS e a centrifugacao realizada a 600g, por 5
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspenso em
300uL de PBS e mantido a 4°C (caso fosse adquirido no citdmetro nas proximas
horas) ou fixado em igual volume em solugdo de paraformaldeido a 1% (Sigma
Aldrish, USA).

Pelo menos 10° eventos (100000 células) por amostra foram adquiridos no
citbmetro de fluxo MoFlo Astrios (Beckman Coulter, USA), disponivel na Plataforma
de Citometria de Fluxo, Laboratorio de Imunoparasitologia, IOC/Fiocruz — RJ. Foram
utilizados para compensacao de cores, células provenientes de individuos sadios
marcadas individualmente com cada fluorocromo utilizado no protocolo
citofluorimétrico (marcagdo simples), bem como células sem marcagdo. Os dados
foram analisados no software Summit 6.2.3 (Beckman Coulter, Miami, FL, USA).
Buscou-se realizar simultaneamente a analise fenotipica das amostras disponiveis
de cada participante (0, 30, 60 e/ou 180 dias), a fim de se evitar possiveis variagcoes
interexperimentais (SCHOLZEN et al., 2014). A estratégia de analise utilizada para

definir as subpopulagdes de células B encontra-se ilustrada na Figura 9.
4.5 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas univariadas foram conduzidas utilizando o
programa GraphPad Prism 5® (GraphPad Inc., EUA). O teste Kolmogorov-Smirnov
foi inicialmente utilizado para determinar a normalidade dos dados. Para todas as
analises de variaveis continuas, foram utilizados os testes nao-paramétricos. Na
avaliacao de dados nao pareados, a diferenga entre mais de dois grupos avaliados
foi inicialmente avaliada pelo teste de Kruskal Wallis, seguido de comparagdes dois

a dois com testes de Mann-Whitney. Para dados pareados, as diferengas entre mais
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de dois grupos avaliados foi inicialmente avaliada pelo teste de Friedman, seguido
de comparagdes dois a dois com testes de Wilcoxon. Propor¢bées em amostras
independentes foram comparadas por testes do Qui-quadrado (XZ) e teste exato de
Fisher. Spearman foi utilizada para correlacionar variaveis quantitativas nao

paramétricas. Para todos os testes foi estabelecido um nivel de significancia de 5%.
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Figura 9. Estratégias utilizadas para analise fenotipica de distintos subtipos de células B via
citometria de fluxo. Células B totais foram identificadas pela expressao de CD19 e, em seguida, os
subtipos foram identificados pela expressdo de CD10, CD20, CD21 e CD27. Os graficos de pontos
(“dot-plots”) e as frequéncias dos subtipos de células B em relagdo ao percentual exibido pelas B
totais foram exibidos nos quadrantes (“gates”) e sdo exemplos representativos.
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5 RESULTADOS

Os resultados apresentados nesta tese foram exibidos na forma de capitulos,

contendo introdugao, resultados e discussao referentes a cada parte abordada:

Parte 5.1 Aspectos clinicos e hematologicos durante e apos a malaria vivax

em individuos expostos na Amazdnia Brasileira;

Parte 5.2 Anticorpos e células B de memoria circulantes de longa duragao
aos antigenos de fase sanguinea de Plasmodium vivax (AMA-1 e MSP-9) em
individuos expostos em regides de baixa endemicidade de malaria na

Amazobnia Brasileira;

Parte 5.3 Perfil de células B de memoria especificas para o Antigeno 1 de
Membrana Apical de Plasmodium vivax (PvAMA-1) e cinética de
subpopulagdes de células B em individuos da Amazénia Brasileira

naturalmente expostos a Plasmodium vivax.
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Parte 5.1 Aspectos clinicos e hematoldgicos durante e apés a malaria vivax em

individuos expostos na Amazénia Brasileira

5.1.1 Introdugao

Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum sao as principais espécies
causadoras de malaria em seres humanos, mas, até recentemente, grande parte
das pesquisas e financiamentos para o combate da doenca foram focados em P.
falciparum (WHO, 2015a). Embora os obitos por malaria sejam atribuidos
majoritariamente a esta espécie de plasmodio, a predominancia de episodios de
malaria vivax em algumas das regides do globo, tais como as Américas e a Asia,
juntamente com o aumento dos relatos de casos graves e fatais atribuidos a P.
vivax, reafirma a importancia de se reverter a negligéncia histérica desta infecgao
(MENDIS et al., 2001; CARLTON et al, 2008; MUELLER et al., 2009).

No Brasil, P. vivax & responsavel por cerca de 84% dos casos de malaria,
sendo que mais de 99% destes ocorrem na regido Amazodnica (WHO, 2015a).
Apesar do elevado numero de casos clinicos registrados anualmente, o numero de
Obitos no pais é reduzido (cerca de 26 em 2015) (BRASIL, 2016) e, quando ocorrem,
referem-se a casos importados ou extra Amazénicos, estando, majoritariamente,
atribuidos a uma série de complicagbes ocasionadas pelo diagndstico laboratorial
tardio, susceptibilidade do hospedeiro, dentre outros fatores (TAYLOR, PAROBEK e
FAIRHURST, 2012). Ao contrario do observado com P. falciparum, a infec¢ao por P.
vivax foi considerada por muitos anos uma doenga benigna, estando geralmente
acompanhada por baixas parasitemias sanguineas (PRICE et al., 2007; BAIRD,
2007; BAIRD, 2013). Contudo, a partir da ultima década, casos graves de malaria
vivax caracterizados por anemia grave, sindrome da angustia respiratéria aguda
(acute respiratory distress syndrome - ARDS), faléncia renal, plaquetopenia e
ictericia tém sido relatados em muitas partes do mundo, incluindo o Brasil
(ALEXANDRE et al., 2010; ANDRADE et al., 2010; LACERDA et al., 2012).

Sabe-se que alteragbes em parametros hematolégicos desempenham papel
fundamental na patogenia da malaria, estando muitas vezes associadas a
morbidade e mortalidade dos individuos afetados (PRICE et al., 2001; EHRHART et
al., 2004). Estas alteragdes, associadas a presenga de sintomas clinicos
inespecificos, tais como febres, dores de cabega e calafrios, juntamente ao relato de

exposi¢cao em areas endémicas para a doenca, podem direcionar a suspeita clinica,
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que devera ser confirmada de imediato através do diagnoéstico laboratorial
(KOTEPUI et al., 2015).

Anemia e plaquetopenia sao relatadas como principais complicacées
hematoldgicas presentes na malaria (WICKRAMASINGHE et al., 2000), sendo
associadas as causas multifatoriais (ABDALLA et al., 1980; PRICE et al., 2001;
GENTON et al.,, 2008; LACERDA, 2007). Dentre estas, estdo a destruicao dos
eritrocitos infectados e nao infectados na circulagado periférica e 6rgaos, além de
disturbios na hematopoiese (JAKEMAN et al.,, 1999; WICKRAMASINGHE et al.,
2000). Infeccbes concomitantes e deficiéncias nutricionais contribuem para o
agravamento do quadro anémico do paciente (revisto por EKVALL, 2003). Ja a
plaguetopenia pode ser atribuida a ativagdo plaquetaria (LEE et al., 1997) e/ou
apoptose (PIGUET et al., 2002), ocasionando remogao acentuada de tais células
pelo sistema imune do hospedeiro (ERHART et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi determinar a ocorréncia de anemia,
plaquetopenia e outras alteracbes hematologicas em individuos expostos a malaria
em areas de baixa endemicidade. O conhecimento deste perfil podera auxiliar na
identificacdo de possiveis complicagcbées induzidas por P. vivax, permitindo, desta

maneira, 0 manejamento adequado dos casos mais graves.
5.1.2 Resultados

5.1.2.1 Diagnéstico laboratorial

Sessenta e um individuos que procuraram o servi¢co de diagnostico de malaria
disponivel em Postos de Saude das cidades de Nova Califérnia (Rondbnia),
Acrelandia e Placido de Castro (ambas localizadas no estado do Acre) foram
convidados a participar do estudo imediatamente apds a confirmacao da infecgao
por meio do exame de gota espessa. Nestes pacientes, somente infecgbes
ocasionadas por P. vivax foram observadas microscopicamente, sendo a
parasitemia média observada de 2387 parasitos/mm?® de sangue (1128 — 3646; 95%
Cl). Parte destes individuos tiveram amostras de sangue coletadas nos dias 30 (n =
41), 60 (n = 22) e/ou 180 (n = 22) decorridos da infecgao, o que permitiu a avaliagéo
de possiveis alteragdes em parametros hematoldgicos observados durante a fase
aguda da infeccdo (4, 2 e 8 pacientes que foram, posteriormente, incluidos nos

grupos convalescentes de 30, 60 e 180, respectivamente, ndo tiveram amostras
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sanguineas coletadas na fase aguda da infecgdo) (Figura 10). Para confirmar a
espécie de parasito determinado pelo esfregagco sanguineo, bem como para excluir
a ocorréncia de infecgdes mistas na fase aguda ou infecgbes simples/mistas nas
convalescencas de 30, 60 e 180 dias, todos os participantes do estudo tiveram suas

amostras de sangue também analisadas por meio da PCR em tempo real.
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Figura 10. Fluxograma ilustrando a composigao dos grupos pertencentes ao estudo
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Individuos residindo em area endémica (n = 28), porém, sem qualquer
sintoma sugestivo de malaria ha, pelo menos, um ano, foram incluidos no estudo
sendo considerados referéncia para os dados obtidos. Visto que individuos expostos
a malaria em area endémica podem apresentar parasitemias na auséncia de
qualquer sintoma da doencga, a auséncia da infeccdo nesses individuos também foi
confirmada por meio da PCR (SCOPEL et al., 2004; DA SILVA-NUNES et al., 2008).

Os resultados do diagndstico molecular confirmaram que os 61 pacientes
tidos como agudos no ato da coleta foram também positivos para presenca de
infeccdo malarica quando utilizou-se a PCR. Com relagdo aos individuos
convalescentes de 30 dias, 8,8% (n = 4) apresentaram infeccdo subpatente na
auséncia de sintomas, enquanto 16,6% (n = 4) e 3,3% (n = 1) apresentaram-se
positivos 60 e 180 dias apds o diagndstico, respectivamente. Em todos os casos
foram apenas observadas monoinfecgdes ocasionadas por P. vivax. Os individuos
convalescentes que apresentaram positividade no diagnéstico molecular foram,
entdo, excluidos deste estudo (n = 9). Nenhum CE apresentou-se positivo por meio

das técnicas utilizadas (microscopia e PCR).
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Sendo assim, apds a realizagdo da PCR, os grupos de estudo foram

compostos pelos n amostrais descritos na Tabela 4:

Tabela 4. Numero de amostras apés a realizagdo do PCR diagnéstico

Casos Controles Agudos Convalescentes
CE 30d 60d 180d
n° 28 61 41 20 29

CE= controles expostos

5.1.2.2 Caracteristicas demograficas da populagao de estudo e sintomatologia

Apds confirmagdo do diagndstico parasitoléogico por meio da PCR, os
individuos selecionados foram comparados quanto a idade e género, bem como em
relacdo ao seu historico de exposicao (Tabela 5).

Em relac&o a idade, a qual poderia interferir em parametros imunolégicos, foi
observado que os grupos controles expostos (CE) e agudos foram homogéneos
comparativamente. Sendo assim, foi inferido que qualquer variagao observada nos
dados obtidos possivelmente ndo seja atribuida a idade (Teste de Mann-Whitney; p
> 0,05).

Os individuos pertencentes ao sexo masculino predominaram dentre os
participantes do estudo (Teste do Qui-quadrado; p > 0,05). O grupo dos CE
apresentou maior tempo de exposigcdo a malaria em areas endémicas (Teste de
Mann-Whitney; p < 0,05), embora tenha exibido numero de episodios pregressos de
malaria declarados semelhantes aos agudos (Teste de Mann-Whitney; p > 0,05).
Dentre os grupos avaliados, pelo menos 54% dos individuos relataram ocorréncia de
episodios prévios de malaria (Teste do Qui-quadrado; p > 0,05). Individuos expostos
(CE), porém nao infectados (n = 15), que relataram ocorréncia de episddios
pregressos de malaria ha pelo menos um ano, exibiram maior tempo decorrido entre
o ultimo episdédio de malaria e a data da coleta da amostra biolégica, se comparado

ao grupo dos agudos (Teste de Mann-Whitney; p < 0,05).



Tabela 5. Caracteristicas demograficas da populagédo e histérico de exposi¢cdo a malaria

Grupos
Parametro CE agudos conv 30d conv 60d conv 180d
(n=28) (n=61) (n=41) (n=20) (n=29)
Idade em anos 34,5 30,0 30,0 29,0 34,0
Mediana (IQR) (30,0-44,0) (23,0-44,5) (23,5-43,5) (22,5-45,8) (20,0-44,0)
Género masculino 16 (57%) 44 (72%) 34 (83%) 14 (70%) 17 (59%)
n (%)
Anos de exposi¢ao a malaria 34,0 26,0 26,0 24,0 23,0
Mediana (IQR) * (28,5-42,5) (19,3-35,8) (20,0-35,0) (18,0-30,0) (18,0-38,3)
Episédios pregressos de malaria 4.4 (+11,6) 4,5 (+6,5) 4,6 (£5,8) 3,0 (¢3,5) 3,0 (¢4,0)
Média (SD)
2 1 malaria prévia 15 (54%) 38 (62%) 32 (78%) 14 (70%) 17 (59%)
n (%)
Anos desde a ultima malaria 12,8 74 6,8 8,9 57
Média (95% CI)** (10,1-15,6) (4,6-10,1) (4,1-9,5) (3,7-14,0) (2,0-94)

IQR = intervalor interquartil; SD = desvio padrao; ne = numero; Cl = intervalo de confianca; CE = controles expostos; conv = convalescentes.

*Para calculo do tempo decorrido desde ultimo episddio de malaria foram considerados apenas individuos que relataram = 1 episddios prévios da doenga.
* Foram observadas diferencgas significativas dos CE em relagao aos agudos (p < 0,05).
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Para avaliar a influéncia de infec¢bes malaricas pregressas na densidade
parasitaria, individuos agudos foram subdivididos em primoinfectados (n = 23) e
reportando mais que uma malaria prévia (n = 38) (Figura 11). Individuos
primoinfectados apresentaram maior taxa de parasitos circulantes (média = 4068
parasitos/mm?®) (738,5 — 7398; 95% Cl) quando comparados aos que relataram
malarias anteriores (média = 1387 parasitos/mm?) (922,3 - 1852; 95% CI). Porém,

essa diferenga nao foi significativa (p > 0,05).

—

30000 ° -
20000

10000-:
8000
6000
4000+
2000

Parasitemia (parasitos/mm?

o
1

Figura 11. Densidade parasitaria dos individuos com malaria vivax aguda. Individuos
infectados por P. vivax foram subdivididos em primoinfectados ou relato de ocorréncia de
episodios de 2 1 malarias prévias. O niUmero de parasitos foi determinado pelo exame microscopico
da gota espessa. Cada simbolo representa um participante individual e a barra horizontal indica
média = S.E.M. A significancia estatistica entre os grupos foi investigada pelo teste de Kruskal-Wallis
(com teste de Mann Whitney para comparagdes multiplas entre primoinfectados e = 1 malarias
prévias). Agudos (n = 61), agudos e primoinfectados (n = 23) e agudos com = 1 malarias prévias (n =
38). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Sendo assim, no intuito de se conhecer melhor o perfil clinico dos
participantes do estudo, especialmente durante a fase aguda da infecgdo, os
mesmos foram também avaliados com relagdo a sintomatologia relatada nos ultimos
sete dias que precederam a coleta das amostras biologicas. Foi avaliada a
presenca/auséncia de quinze sinais clinicos comumente presentes durante a fase
eritrocitica da doenca: febre, cefaléia, calafrios, fraqueza, tontura, dor abdominal,
sudorese, artralgia, perda de apetite, ndauseas, vémitos, lombalgia, mialgia, diarréia,
dor nos hipocéndrios. Os individuos também foram questionados quanto a presenca
de qualquer outro sintoma n&o listado.

Dentre os sujeitos em fase aguda da infecc&do, destacaram-se a ocorréncia de
febre (84%), cefaleia (69%) e calafrios (51%) (Figura 12). Estes sintomas
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caracterizam a classica triade sintomatica caracteristica da malaria. Fraqueza (29%),
tontura (25%), dor abdominal (24%) e sudorese (24%) também foram relatadas.
Apesar da maioria dos sintomas terem desaparecido com o tratamento da infeccéo,
alguns pacientes convalescentes de 30 dias relataram cefaléia, calafrio, fraqueza e
perda de apetite. Se a persisténcia desses sintomas estava ou nao relacionada

diretamente a infeccdo malarica pregressa, isso necessitaria ser melhor investigado.
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Figura 12. Percentual (%) de individuos apresentando sintomas comuns a fase eritrocitica da
infeccdo malarica. Foram avaliadas as proporgdes de sujeitos afetados por estes sintomas durante
o periodo da convalescenca (30, 60 e 180 dias apds o diagndstico/tratamento).

Considerando que o periodo médio entre inicio do surgimento dos sintomas
clinicos da doenca e a busca pelo diagnostico foi de 3 dias (2 — 4; 95% CI), foi

avaliada nestes individuos a ocorréncia de possiveis alteracées hematoldgicas.

5.1.2.3 Caracteristicas hematoldgicas

A anemia ndo grave € caracterizada em adultos por niveis de hemoglobina
(Hb) entre 7,0 a 11,9 g/dL (mulheres) ou entre 7,0 a 12,9 g/dL (homens), enquanto a
anemia grave é definida por niveis de Hb < 7,0 g/dL (WHO, 2015b). Dentre os
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individuos objetos do estudo, cerca de 21% (13/61) apresentaram anemia nao grave
durante a fase aguda de malaria vivax. Destes 13 pacientes anémicos, dois
permaneceram anémicos durante o periodo de seguimento (2/13), o que sugere que
a etiologia da anemia nesses pacientes poderia estar associada a outros fatores
além da infeccdo malarica. Foi observado também que controles expostos
apresentaram niveis de Hb superiores aos exibidos por individuos agudos e
convalescentes (CE= 14,7; agudos 13,7 e conv de 30, 60 e 180 de cerca de 13,6
g/dL; Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,01) (Figura 13A).

Nao houve diferengas significativas nos valores médios de hematdcrito (Hct)
entre os grupos avaliados (Figura 13B) (Teste de Kruskal-Wallis; p > 0,05). Foi
observado também que os pacientes descritos como anémicos encontravam-se com
hematocrito dentro dos limites de normalidade (35 - 45%). De uma maneira geral,
hematdcrito < 20% em adultos com densidade de parasitos no sangue periférico >
10.000/ mm?® estdo associados a anemia grave (WHO, 2015b). Nenhum dos

individuos aqui avaliados se enquadrou neste critério.
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Figura 13. Niveis de hemoglobina (g/dL) (A) e hematocrito (%) (B) nos grupos de individuos de
estudo. Cada simbolo representa um participante individual e a barra horizontal indica a mediana. A
significancia estatistica entre os grupos foi investigada pelo teste de Kruskal-Wallis (com teste de
Mann Whitney para comparag¢des multiplas entre os grupos). CE (controles expostos, n = 28), agudos
(n = 61), apds o diagndstico (convalescentes “conv 30d”, “conv 60d” e “conv 180d”, n = 41, 20 e 29,
respectivamente). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Plaquetopenia ou trombocitopenia € caracterizada como branda a moderada,

quando a contagem de plaquetas (PLT) se encontra entre 50000 a 150000
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plaquetas/mm?® de sangue. Ja a plaquetopenia grave é caracterizada pela contagem
de PLT < 50000/mm?® de sangue (WHO, 2015b). Quando foram avaliados individuos
durante o episddio agudo de malaria vivax, foi observado que o numero absoluto de
PLT foi significativamente menor nesse grupo comparado aos valores absolutos
exibidos por individuos pertencentes aos grupos convalescentes e exposto (Teste de
Kruskal-Wallis; p < 0,001) (Figura 14A). Cerca de 75% (46/61) dos pacientes
apresentaram-se trombocitopénicos durante a fase aguda da doenga, dos quais,
15% (7/46) apresentaram trombocitopenia grave (PLT < 50000/mm?® de sangue).
Conforme ilustrado na Figura 14B, a condicdo de plaquetopénico nao foi

influenciada por infec¢des pregressas de malaria.
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Figura 14. Namero absoluto de plaquetas (/mm3) observado nos grupos avaliados (A). Em (B),
os individuos agudos subdivididos conforme condigdo de primoinfectados (n = 23) ou relato de
episédios de = 1 malarias prévias (n = 38). Cada simbolo representa um participante individual e a
barra horizontal indica a mediana. A significancia estatistica entre os grupos foi investigada pelo teste
de Kruskal-Wallis (com teste de Mann Whitney para comparagbes multiplas entre os grupos). CE
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(controles expostos, n = 28), agudos (n = 61), apds o diagndstico (convalescentes “conv 30d”, “conv
60d” e “conv 180d”, n = 41, 20 e 29, respectivamente). ***p < 0,001.

Alteragbes nas contagens absolutas de leucdcitos, mondcitos e linfocitos
também sdo frequentemente observadas durante a fase aguda de malaria. Neste
sentido, a leucopenia € caracterizada pela contagem absoluta < 4500
leucdcitos/mm?. Esta alteracéo foi detectada em aproximadamente 34% (21/61) dos
casos agudos de malaria vivax aqui estudados (Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,001)
(Figura 15A). O numero médio de mondcitos também esteve reduzido em
individuos agudos, se comparados aos convalescentes e expostos (Teste de

Kruskal-Wallis; p < 0,001), porém, com valores médios situados dentro do limite de
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normalidade para este tipo celular (30 — 900 mondcitos/mm?). Apenas um individuo
apresentou aumento na contagem absoluta de mondcitos (1300 mondcitos/mm?)
(Figura 15B).

A infecgdo malarica aguda é conhecida por induzir a linfopenia, caracterizada
pela contagem absoluta de < 1500 linfécitos/mm?® de sangue. Neste estudo, cerca de
59% (36/61) dos pacientes agudos encontraram-se linfopénicos (1400 linfocitos/mm?®
de sangue). No entanto, essa condigao tende a normalidade com o passar do tempo

(Figura 15C).

A *kk
f = ! B % '
*
200004 Fekk 15001 ﬁ
_ L — L | |
(] P A (] [ ] A
S E S R
o £ 15000 wx “ o E
e i 3 E 1000- v
3 = ° - A v 8 ; A v
- o0 L1} AdA A *
2 5 100004 o, N v St £ 8 o . Y™ v PR
0 3 -y A v oy 'S Yy BN ke YOVW -
g8 e A VYV e
o= oo Y "’_ 5 ‘g 500- essee -u AMMAAL 0N
£ 8 5000 e “ﬁ“ v',' v ’A‘? £ 0 ome-  E— AAA vvv 0
58 HY e MAAS - S £ e N A vvv *
Z S -4 o0 — vy *
2 L A —
0 A
0 T T 4 T T 0 T » T T T
o O > 3
& S & & & L & &
S & & 8 & & &
< < & K4 & g Oo(\
Frequéncia de o o o % Frequéncia de
leucopénicos (11%)  (34%) (24%) (20%)  (3%) mogocitopema ©%) (10%) (%) (0% (0%

L — |
C . | - *kk ,
A
[} - AA
T 5~ 4000
3 E v'
2 £ o A
g 3000- " tea v ;::
c O v
o 5 2000 e AE féa“ MARRP- 3
59 add o 73
s | : RS
S = 10004 ©®¢ vy .
2 A
.ﬁ AA v
c T T T T T
& & &£ & &
S & & @
&® P &
Frequéncia de
linfopénicos (32%) (59%) (10%) (15%)  (17%)

Figura 15. Namero absoluto de leucécitos totais (/mm3) (A), monécitos (/mm3) (B) e linfocitos
(f/mm?®) (C). Cada simbolo representa um participante individual e a barra horizontal indica a mediana.
A significancia estatistica entre os grupos foi investigada pelo teste de Kruskal-Wallis (com teste de
Mann Whitney para comparacgdes multiplas entre os grupos). CE (controles expostos, n = 28), agudos
(n = 61), apds o diagndstico (convalescentes “conv 30d”, “conv 60d” e “conv 180d”, n = 41, 20 e 29,
respectivamente). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Com o objetivo de investigar se os niveis de parasitos circulantes poderiam
modular as alteragbes hematoldgicas verificadas nos individuos do estudo, foi
verificada a existéncia de possiveis correlacboes entre estas variaveis. Correlagao
entre parasitemia e alteragbes hematoldgicas foi verificada somente em relagéo ao
numero de plaquetas. Nesse caso, quanto maior o numero de parasitos, menor a
taxa de plaquetas circulantes (Spearman r = - 0,33; p < 0,05) (n = 59) (Figura 16).
Os demais parametros hematoldgicos avaliados neste estudo nao exibiram

correlagdo com o numero de parasitos circulantes no sangue periférico.
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Figura 16. Correlagdo entre parasitemia (parasitos/mm3) e nimero absoluto de plaquetas
(/mm3) durante o episédio agudo de malaria vivax. As associa¢cdes foram determinadas pelo
coeficiente de correlagdo de Spearman.

5.1.3 Discusséo

A malaria humana apresenta amplo espectro clinico desde infeccbes
assintomaticas, malaria ndo complicada e complicada, com presenga inclusive de
casos letais (GROBUSCH e KREMSNER, 2005). O desfecho clinico da infecgao é
parcialmente dependente do balango entre imunidade protetora e imunopatologia
(CHUA et al.,, 2013). Quando os sintomas clinicos estdo presentes, estes sdo
frequentemente inespecificos, podendo ser facilmente confundidos com outras
doencas febris tropicais tais como dengue, febre amarela e doenca de Chagas, as
quais, frequentemente ocorrem em regiées onde a malaria é endémica.

Na literatura sdo descritas uma série de variagdes em parametros

hematologicos presentes durante a malaria aguda, porém a ligagdo entre estas
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alteracbes e as manifestacdes clinicas da doenca ndo € completamente elucidada
(RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2014).

Foi observado neste estudo que cerca de 21% dos individuos durante a fase
aguda de malaria vivax estavam anémicos. No entanto, trabalhos apontam que os
niveis de hemoglobina frequentemente se regularizam apés a resolugao/tratamento
da infeccdo malarica (DOUGLAS et al., 2012). Desta maneira, sugere-se que a
persisténcia da anemia em alguns individuos convalescentes (cerca de 15%)
pertencentes a este estudo esteja atribuida a outras causas n&o relacionadas a
malaria, tais como genética, ma nutricdo (FERREIRA et al., 2007) e/ou ocorréncia de
parasitoses intestinais (CARDOSO et al., 1994). A anemia € uma das principais
complicagbes hematoldgicas associadas a malaria, especialmente dentre
primoinfectados, criangas menores de 5 anos e gravidas (MENENDEZ, FLEMING e
ALONSO, 2000), mas também pode ser verificada em individuos adultos como os
participantes deste estudo. A patogénese da anemia durante a infecgdo plasmodial
nao esta completamente elucidada. Contudo, acredita-se que seja um processo
multifatorial influenciado pela ruptura das hemacias parasitadas, com consequente
liberacdo de parasitos e restos celulares na circulagdo, determinando a ativagao dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (LAMIKANRA et al., 2007). Aliado a este fator
encontra-se a acelerada remocao de eritrocitos infectados e nao infectados pelo
sistema imune (PRICE et al., 2001) e a disfungdo dos mecanismos envolvidos na
hematopoiese (ABDALLA, 1988; LAYEZ et al.,, 2005; STERKERS et al., 2007;
AWAH et al., 2009; AWAH et al., 2011). No Brasil, onde infec¢des ocasionadas por
P. vivax sdo predominantes, a anemia tem sido relatada em cerca 25% dos
pacientes durante o episddio agudo de malaria (GUIMARAES et al., 2016).

Foi observado neste trabalho que cerca de 75% dos pacientes com malaria
vivax apresentaram-se trombocitopénicos no momento do diagnostico, sendo que
destes 15% encontraram-se com trombocitopenia grave. Conforme esperado, essa
condicdo foi naturalmente revertida apds o tratamento da infec¢do. Portanto, os
dados aqui representados reforgcam estudos anteriores que demonstraram que os
niveis de plaquetas tendem a se normalizar apés o diagnéstico/tratamento da
malaria (LACERDA, 2007; LACERDA et al., 2011; LACERDA et al., 2012). Além
disso, nao foi observada associacao entre plaquetopenia e ocorréncia de episodios
prévios de malaria. Parece que a ocorréncia de malarias prévias nao faz com que

esta alteragdo hematoldgica ocorra de forma mais branda.
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A trombocitopenia foi exaustivamente investigada e confirmada durante a
malaria falciparum e vivax (MOULIN et al., 2003; ERHART et al., 2004; LACERDA,
2007), ocorrendo em cerca de 24 a 94% dos casos agudos (LACERDA et al., 2011;
MARGONO et al., 2016), o que corrobora os resultados aqui representados. Dentre
0s mecanismos possivelmente atribuidos a este fenbmeno estdo a destruicao
periférica induzida pela adesao de plaquetas aos antigenos parasitarios (LADHANI
et al., 2002), a remogao excessiva pelo bago (BEALE et al., 1972; SKUDOWITZ et
al., 1973) e o consumo destas durante a coagulopatia intravascular disseminada
(CID) (ESSIEN, 1989). Pesquisas apontam que a redugdo nos niveis basais de
plaquetas seja um eficiente marcador no diagnéstico de infecgbes plasmodiais em
individuos expostos a malaria (GERARDIN et al., 2002; MAHMOOD e YASIR, 2008;
MARGONO et al., 2016).

Foi observada também correlagdo negativa entre a parasitemia dos pacientes
durante a fase aguda da doenga e numero absoluto de plaquetas. Esta correlagao
confirmou os resultados de outros estudos conduzidos no Brasil (LACERDA, 2007;
LACERDA et al.,, 2011; RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2014). Apesar disso,
trabalhos apontam que a importancia desta relacdo devera ser melhor elucidada no
contexto da malaria vivax (LACERDA et al., 2012). Demais parémetros
hematoldgicos n&o apresentaram relagdo com a carga parasitaria durante a fase
aguda da doenca, conforme também observado por Rodrigues-da-Silva e
colaboradores (2014).

No que diz respeito aos linfécitos, cerca de 59% dos individuos durante a
malaria vivax apresentaram-se linfopénicos, sendo que, durante a convalescenca, os
valores absolutos se normalizaram. A ocorréncia de linfopenia € frequentemente
observada durante infecgdes ocasionadas, tanto por P. vivax, quanto por P.
falciparum (TANGPUKDEE et al., 2008), que parece afetar particularmente a
populacdo de células T CD3", podendo ser associada & apoptose de tais células
(KERN et al., 2000). Outros estudos sugerem a possivel realocacédo dos linfocitos
para os sitios de inflamacdo (ELHASSAN et al., 1994), seguido de reemergéncia
destas células apds a cura da doenga (HVIID et al., 1997).

Neste trabalho foi observada redugao dos mondcitos durante a malaria vivax,
se comparado aos convalescentes, porém, com valores médios absolutos situados
dentro do limite de normalidade para este tipo celular. Durante o episédio agudo de

malaria € comum a ocorréncia de hiperplasia do sistema reticulo endotelial
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(ABDALLA e PASVOL, 2004), com monocitose, que representa o aumento do
namero de mondcitos (EL-SHOURA, 1993; MAINA et al.,, 2010; AKHTAR et al.,
2012). Apesar disso, estudos indicam que eritrocitos infectados por Plasmodium
modulam a fungdo de mondécitos, macrofagos e células dendriticas mieldides, tanto
através da adesao a superficie destas células, quanto por meio de antigenos
parasitarios como hemozoina, o que compromete os mecanismos de defesa do
hospedeiro (URBAN e ROBERTS, 2002).

Na auséncia de uma definicdo especifica para malaria grave induzida por P.
vivax, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) adota os critérios definidos para P.
falciparum (exceto parasitemia), a fim de categorizar malaria complicada dentre
pacientes com malaria vivax (WHO, 2015b). O diagnostico de malaria vivax grave
inclui uma ou mais das seguintes complicagbes, definidas na presenca de
parasitemia sanguinea positiva, sdo estas: 1) condi¢des neurologicas (coma,
convulsdes repetidas ou perda de consciéncia); 2) condigbes hematoldgicas,
particularmente anemia grave (< 7,0 g/dL), plaquetopenia grave (< 50000/mm?) e
hemoglobinuria; 3) sintomas sisttmicos como choque ou colapso circulatorio e 4)
faléncia dos 6rgaos, que incluem a sindrome da angustia respiratéria aguda, ruptura
do baco, disfungdo hepatica, faléncia renal e ictericia (ALEXANDRE et al., 2010;
SIQUEIRA et al., 2015; WHO, 2015b; HOWES et al., 2016). Neste estudo, apenas a
plaguetopenia grave foi observada dentre as desordens hematoldgicas graves
induzidas por P. vivax. Nao foram relatadas ocorréncias de alteragdes neuroldgicas,
sintomas sistémicos, bem como sinais de faléncia dos érgaos. A facil acessibilidade
dos individuos pertencentes a este estudo aos servicos de saude publicos nos
municipios estudados possivelmente tenha evitado o agravamento do quadro clinico
destes pacientes, o que é refletido no curto periodo médio entre o inicio da
sintomatologia e a busca pelo diagndstico/tratamento da malaria (3 dias).

Na literatura, ndo foram observados relatos de mortes dentre pacientes que
apresentaram exclusivamente contagem de plaquetas abaixo de 50000/mm?3,
mesmo dentre individuos infectados por P. falciparum. Neste sentido, apesar da
trombocitopenia grave ser uma complicagao descrita pela OMS, acredita-se que nao
deva ser considerada por si s6 um indicador de gravidade para a malaria (LACERDA
et al., 2012). Baseado nesta hipotese, as infecgdes agudas aqui avaliadas trataram-

se apenas de episddios de malaria vivax ndo complicada.
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Em resumo, foi observada a associagdo entre ocorréncia de alteracbes
hematoldgicas e o diagndstico positivo de malaria vivax dentre os individuos
residentes em areas endémicas de malaria na Amazébnia Brasileira. Plaquetopenia,
linfopenia e leucopenia foram as alteragdes comumente observadas na fase aguda
da doenga, sendo, de maneira geral, normalizadas durante o periodo da
convalescenga. O diagndstico precoce dos casos de malaria acompanhados neste
estudo pode ter contribuido para o ndo agravamento dos sintomas clinicos da
infeccdo, o que permitiu a redugdo da morbidade. No entanto, € importante enfatizar,
em tempo, que comparar os resultados obtidos neste trabalho com o de outros
estudos disponiveis na literatura € uma tarefa complicada vista a possibilidade de
discrepéncia entre uma série de fatores, tais como, diferencas no perfil
epidemiologico, condigdo nutricional, imunidade, fatores demograficos (idade,
especialmente), tempo decorrido desde o aparecimento dos sintomas até a
coleta/analise dos parametros e/ou ocorréncia de co-infecgdes dentre os individuos
avaliados (PRICE et al., 2001; ERHART et al., 2004; RODRIGUES-DA-SILVA et al.,
2014).
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Parte 5.2 Anticorpos e células B de memoéria circulantes de longa duracgao
direcionadas aos antigenos de fase sanguinea de Plasmodium vivax (AMA-1 e
MSP-9) em individuos expostos em regides de baixa endemicidade de malaria

na Amazonia Brasileira

5.2.1 Introducéo

A malaria € uma doenca parasitaria ocasionada predominantemente por duas
espécies de plasmaodios, Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax (WHO, 2015).
Fora do continente Africano, P. vivax é a espécie de maior prevaléncia, sendo
associado a cerca de 16 milhdes de episddios clinicos (BHATT et al., 2015; WHO,
2015). No Brasil, P. vivax é atribuido a cerca de 85% dos casos de malaria
registrados na Amazbnia Brasileira. Neste cenario epidemiologico, registros
frequentes de complicagdes clinicas associadas a malaria vivax (ALEXANDRE et al.,
2010; ANSTEY et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2015) e evidéncias de que P. vivax
seja menos susceptivel a agbes de controle e erradicagdo se comparado a P.
falciparum (MUELLER, SHAKRI e CHITNIS, 2015), tém estimulado o
desenvolvimento de uma vacina direcionada para esta espécie de plasmodio
(RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2016).

Estudos soroepidemiolégicos conduzidos mundialmente demonstraram que
individuos relatando repetidos episddios clinicos de malaria falciparum (DODOO et
al.,, 2002; BRAGA et al., 2002; SCHOFIELD e MUELLER, 2006) ou malaria vivax
(MORAIS et al.,, 2005; NOGUEIRA et al., 2006) podem desenvolver imunidade
clinica, sendo frequente a ocorréncia de infecgbes assintomaticas em areas de
média a alta endemicidades (COURA, SUAREZ-MUTIS e LADEIA-ANDRADE, 2006;
EKE, CHIGBU e NWACHUKWU, 2006; MALES et al., 2008). Apesar da imunidade
capaz de prevenir a ocorréncia de novas infecgdes ou controlar completamente o
desenvolvimento de parasitemia sanguinea raramente ser alcangada, € de consenso
que a interacdo entre anticorpos e células seja de essencial importancia para o
estabelecimento do equilibrio entre parasito-hospedeiro (BULL et al., 1998;
SCHOFIELD e MUELLER, 2006).

Entre as principais proteinas de P. vivax candidatas a compor uma vacina
antimalarica baseada na indugdo de anticorpos destacam-se AMA-1 (Apical
Membrane antigen-1) e MSP-9 (Merozoite Surface Protein-9). PvAMA-1 é uma

proteina de micronemas, descrita como fundamental durante o processo de invasao
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dos plasmaddios as células do hospedeiro (revisto por REMARQUE et al., 2008).
Elevados niveis de anticorpos contra PvAMA-1 tém sido descritos em individuos
continuamente expostos a malaria (POLLEY et al., 2004; CHELIMO et al., 2005;
CORTES et al., 2005), os quais demonstraram ser capazes de controlar a
parasitemia sanguinea durante a infecgéo por P. vivax (YILDIZ et al., 2011). Além
disso, as proteinas de superficie de merozoitos (Merozoite Surface Proteins —
MSPs), incluindo PvMSP-9, sdo expressas durante a esquizogonia e se tornam
associadas a superficie dos merozoitos no curso do desenvolvimento do esquizonte
(BARNWELL et al., 1999). PvMSP-9 tem se destacado como potencial candidato
vacinal uma vez que anticorpos especificos contra esta proteina tém sido
associados com a redugao no risco de desenvolvimento de malaria sintomatica
(STANISIC et al., 2013; CUTTS et al.,, 2014). Recentemente, a sequéncia de aa
E795 a A808 da PvMSP-9 foi identificada in silico e validada como epitopo linear de
células B, com potencial papel na indugdo de imunidade protetora (RODRIGUES-
DA-SILVA et al., 2016).

Apesar do papel dos anticorpos durante a malaria ter sido bem caracterizado
(MICHON, FRASER e ADAMS, 2000; MARSH e KINYANJUI, 2006; BIRYUKOV e
STOUTE, 2014; BOYLE et al.,, 2015; FOTORAN et al., 2015), a necessidade
continua de reinfecgbes para manutencdo de niveis de anticorpos circulantes e
condigao imune (LANGHORNE et al., 2008) sugere que a indugdo e manutencao de
células B de memdria (Memory B Cells — MBCs) seja incompleta ou defeituosa
(LANGHORNE et al., 2008), o que corrobora os estudos realizados em modelos
animais (WYKES et al., 2005; CARVALHO et al., 2007). No entanto, estudos
conduzidos especialmente em areas endémicas para P. falciparum e, raramente,
para P. vivax (WIPASA et al.,, 2010), tém demonstrado que criangas e adultos
desenvolvem MBCs capazes de persistir por anos, mesmo na auséncia de
reinfecgcdes (WIPASA et al., 2010; AYIEKO et al., 2013; NDUNGU et al., 2013).
Outros estudos sugerem que a idade seja um importante fator capaz de modular a
imunidade, uma vez que anticorpos especificos parecem ser perdidos rapidamente
do soro de criangas apoés a cura da infeccdo (CAVANAGH et al., 1998; ACHTMAN et
al., 2005; KINYANJUI et al., 2007; AKPOGHENETA et al., 2008), porém persistem
durante longos periodos em adultos (TAYLOR et al.,, 1996; DRAKELEY et al.,
2005). Sendo assim, € evidente a necessidade de entendimento dos fatores capazes
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de modular o desenvolvimento e persisténcia de memoria imunoldgica no intuito do
desenvolvimento racional de vacinas.

O objetivo deste estudo foi investigar o desenvolvimento e longevidade das
respostas de anticorpos e MBCs contra estes dois maiores candidatos vacinais de P.
vivax, PvAMA-1 e PvMSP-9, em individuos expostos a malaria vivax em areas de

baixa transmissao no Brasil.

5.2.2 Resultados

5.2.2.1 Caracteristicas dos individuos do estudo

As respostas de anticorpos e células B de memoria direcionadas aos
peptideos sintéticos de estagio sanguineo PVAMA-1(s290-k307) € PVMSP-9E795-808)
foram investigadas em adultos residentes em trés areas endémicas da Amazénia
Brasileira. Individuos de ambos os sexos foram incluidos em um dos cinco grupos:
expostos, porém nao infectados (CE), infectados no momento do recrutamento
(agudos) e individuos convalescentes (sem relatos de episédios de malaria por pelo
menos 30, 60 e 180 dias). As caracteristicas dos participantes do estudo, tais como
idade, género, anos de exposicdo a malaria, incidéncia e tempo decorrido desde o

ultimo episodio de malaria foram apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Caracteristicas demograficas e histérico de exposig¢do a malaria

Parametro Grupos
CE agudos conv 30d conv 60d conv 180d
(n=21) (n =57) (n =41) (n =20) (n =27)
Idade em anos 40,0 30,0 30,0 29,0 34,0
Mediana (IQR) (30,0-47,5) (23,5-44,5) (23,5-43,5) (22,5-45,8) (22,0-43,0)
Género masculino % (n°) 67 (14) 74 (42) 83 (34) 70 (14) 56 (15)
Anos de exposigao a 33,5 26,0 26,0 24,0 25,0
malaria (27,8-43,3) (20,0-36,0) (20,0-35,0) (18,0-30,0) (18,0-39,3)

Mediana (IQR)

Episédios pregressos de 4,8 (+13) 43 (+6,5) 4,6(+58) 3,0(£3,5)  3,1(+4,.2)

malaria
Média (SD)
2 1 malaria prévia % (n°) 48 (10) 63 (36) 78 (32) 70 (14) 59 (16)
Anos desde a ultima 12,4 7,2 6,8 8,9 5,6
malaria (8,34-16,46) (4,4-9,9) (4,1-9,5) (3,7-14) (1,6-9,5)
Média (95% CI)*

CE= Controles expostos; conv= convalescentes; n°= nimero; IQR= intervalo interquartil; SD= desvio
padrao; Cl= intervalo de confianga. *Para calculo do tempo decorrido desde ultimo episddio de
malaria foram considerados apenas individuos que relataram = 1 episédios prévios da doenca.
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Entre os CE (n = 21), 48% relataram ter sofrido um ou mais episddios prévios
de malaria enquanto 52% relataram nao ter histérico da doenga. Dentre os agudos,
63% dos individuos relataram episddios pregressos de malaria vivax e/ou
falciparum. Uma vez que todos os sujeitos do estudo sdo migrantes provenientes de
outras regides endémicas da Amazénia Brasileira, ndo foi possivel determinar o
numero exato de episédios ocasionados exclusivamente por P. vivax ou P.
falciparum. No momento do estudo, nenhum dos participantes pertencentes aos
grupos dos CE e convalescentes estava infectado por Plasmodium, conforme
determinado pela gota espessa e PCR. Todas as infecgbes agudas foram
diagnosticadas por P. vivax e a parasitemia média observada foi de 2465
parasitos/uL de sangue (1166—-3765; 95% CI).

Embora os niveis de parasitemia ndo tenham sido significantemente
influenciados pela ocorréncia de malarias prévias (p > 0,05), individuos relatando
nao terem sofrido episédios prévios (n = 21) tenderam a apresentar maior numero de
parasitos circulantes que individuos com = 1 episddios pregressos relatados (n = 36)
(Figura 17; média = 4274 (603,8—-7943; 95% Cl) versus média = 1488 parasitos/mm?®
de sangue (1008 — 1967; 95% ClI, respectivamente).
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Figura 17. Niveis parasitémicos apresentados pelos infectados segundo ocorréncia de
maldrias prévias. O nimero de parasitos foi determinado pelo exame microscopico da gota espessa.
Cada simbolo representa um participante individual e a barra horizontal indica média + S.E.M. A
significancia estatistica entre os grupos foi investigada pelo teste de Mann Whitney. P > 0,05.
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5.2.2.2 Anticorpos IgG naturalmente adquiridos reconhecendo os peptideos PvAMA-
1(s290-k307) € PVMSP-9g795a808) foram observados por pelo menos 6 meses apés a

infeccao aguda por P. vivax

Niveis de IgG plasmaticas sdo geralmente usados para mensurar exposi¢cao
prévia, grau de imunidade humoral e reatividade cruzada com outros antigenos
especificos (AMPOMAH et al., 2014). Primeiramente, foi mensurada a prevaléncia
de respondedores e o perfil de reatividade de IgG para PvAMA-1(s290.k307) € PvMSP-
9(e795-a808) durante e apos o tratamento de malaria vivax (seguimento), assim como
no grupo CE (Figura 18).

Para o peptideo sintético PVvAMA-1(s200k307), mMmaior frequéncia de
respondedores foi observada no grupo dos CE (62%) e convalescentes de 180 dias
(70%). As frequéncias de individuos agudos e convalescentes 30 e 60 dias que
apresentaram niveis detectaveis de anticorpos especificos contra PVAMA-1s200-k307)
foram de 51%, 49% e 55%, respectivamente (Figura 18A). Em relacdo a PvMSP-
9(e795-a808), fOi observado que uma maior propor¢do de individuos no grupo dos
convalescentes 180d foram positivos para anticorpos se comparado aos CE, agudos
e convalescentes (Figura 18A). Considerando-se apenas os respondedores
positivos para cada peptideo, ndo foram encontradas diferencas significativas nos
niveis de anticorpos especificos (indice de reatividade — IR) entre qualquer um dos
grupos avaliados (Figuras 18B e C). Os valores de IR variaram de 1,0 a 7,1 para
PVAMA-1(s290-k307), enquanto para PVMSP-9g79s5.a808) foram de 1,0 a 5,1 (Figura
18C). Individuos nédo expostos (CNE) ndo apresentaram anticorpos especificos

contra os antigenos avaliados (dados nao exibidos).
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Figura 18. Imunogenicidade de PVAMA-1(s90.k3077 € PVMSP-9g7950505) durante o curso da
infecgado por P. vivax. Frequéncia de respondedores. As barras indicam a propor¢do de amostras
respondedoras positivas para cada antigeno no respectivo tempo avaliado (A). indice de reatividade
de respondedores positivos ao longo do curso da infecgdo por P. vivax (B e C). Whiskers indicam os
10" a0 90" percentis e outliers sdo indicados pelos dots abaixo e acima dos boxes. A linha horizontal
dentro dos boxes representam as medianas. Cada amostra de plasma foi testada em duplicata pelo
ELISA. SignificAncias estatisticas entre diferentes pontos foram avaliadas para cada antigeno pelo
teste do Qui-quadrado (com teste de Fisher para comparag¢des multiplas para (A) e teste de Kruskal-
Wallis (com teste de Mann Whitney para comparagdes multiplas para (B) e (C). *p < 0.05; **p < 0.01;
***n < 0.001. CE (controles expostos, n = 21), agudos (n = 57), apds o diagndstico (convalescentes
“conv 30d”, “conv 60d” e “conv 180d”, n = 41, 20 e 27, respectivamente).

Para analisar a influéncia da infecgdo recente na producao de anticorpos e
para determinar os niveis de IgG direcionadas a ambos os antigenos, foi comparado
o perfil de anticorpos detectados durante o episédio de malaria aguda com aqueles

observados na fase de convalescengca da doenga (Figuras 19A e B). Trés
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observagbes importantes foram: 1) para ambos os antigenos, a maioria dos
individuos positivos para anticorpos (IR > 1) durante a fase aguda permaneceram
positivos apos 180 dias (exceto individuo 9 para o antigeno PVAMA-1(s290-k307);
individuos 9 e 11 para PYMSP-9E795.a808); 2) dos individuos que foram IgG negativos
(IR < 1) durante a malaria vivax, 50% (4/8 individuos) tornaram-se positivos para
anticorpos PVAMA-1(s200k307) € 75% (3/4 individuos) tornaram-se positivos para
PVMSP-9e795.a808) @apos 180 dias decorridos da infecgdo; 3) ndo foram observadas
mudangas significativas no perfil de anticorpos (IR) para respondedores positivos ao
longo do tempo para ambos os antigenos avaliados, o que sugere producédo das

imunoglobulinas mantida com o decorrer do tempo.

QJ

indice de reatividade (IR)

indice de reatividade (IR)

PvAMA-1 (S290-K307) PvMSP-9 (E795-A808)

Figura 19. Mudangas temporais no indice de reatividade (IR) de IgGs especificas para PvAMA-
1(s200-k307) (A) € PVMSP-9 g795.a508) (B) N0 plasma dos individuos durante o seguimento (agudo e conv
180d, n= 17 para PVAMA-1(3290_K307) en =16 for PVMSP'g(E795.A803)). Cada linha pontilhada conectando
distintos pontos representa um individuo. Cada amostra plasmatica foi testada em duplicata pelo
ELISA. Diferencgas significativas entre os grupos foram avaliadas pelo teste pareado de Wilcoxon.

5.2.2.3 Individuos expostos na Amazdnia Brasileira exibem MBCs especificas para
PVAMA-1(s290-k307) € PYMSP-9 E795-a808)

Para investigar a ocorréncia de MBCs malaria especificas em individuos
residentes em areas de transmissao instavel da Amazonia Brasileira, foi empregado
um protocolo de ELISpot altamente sensivel (JAHNMATZ et al., 2013). No entanto, o
numero de individuos disponiveis para esta analise foi limitado pela disponibilidade
de PBMCs criopreservados (CE: n = 12; agudo: n = 20; conv 60d: n = 13; conv 180d:
n = 18). Os resultados foram exibidos na Figura 20 como numero de ASCs antigeno

especificas em um universo de 10° PBMCs (Figuras 20A e B) e como percentual
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(%) de ASCs antigeno especificas (Figuras 20C e D). Para ambos os antigenos
testados, ASCs especificas foram observadas em todos os grupos avaliados, porém,
a magnitude das respostas nao foi diferente (teste de Kruskal-Wallis; p > 0,05 para
ASC/10° PBMCs e % ASCs). Para investigar se a ocorréncia de malarias prévias
poderia influenciar no numero ou frequéncia de MBCs antigeno especificas, os
individuos foram analisados separadamente conforme autodeclaragcao de terem
apresentado um ou mais episodios pregressos da infecgdo, porém, ndo foram

encontradas diferencgas significativas entre os grupos.
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Figura 20. Resposta naturalmente adquirida de MBCs PVAMA-1s290.k307) € PVMSP-9 g795.a808)
especificas ao longo da infec¢dao por P. vivax. Resposta antigeno-especifica dos individuos
observadas pelo ELISpot foram expressas como ASCs antigeno especiﬂcas/106 PBMCs (A e B) e
percentual (%) de ASCs especificas secretoras de IgG (C e D). Imagens representativas dos
experimentos (Meio + FBS 10%); ASCs secretoras de IgG totais; ASCs secretoras de IgG PvAMA-
1(s200-k307) € PVMSP-9g795.a808) €specificas (E). A média de cada grupo foi indicada pela linha
horizontal + S.E.M. SignificAncia estatistica entre diferentes pontos avaliados foi determinada para
cada antigeno através do teste de Kruskal-Wallis (com teste de Mann Whitney para comparagdes

multiplas; p > 0,05).
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Em seguida, para analisar a influéncia do decorrer do tempo na frequéncia de
MBCs antigeno especificas, foram selecionados 14 individuos que tiveram PBMCs
coletados durante a malaria aguda e 180 dias apds o tratamento (Figuras 21A e B).
Para PVAMA-1s290.k307) N@o houve mudancas nas proporgdes de ASCs-IgG
especificas negativas e positivas (64% e 36%, respectivamente) observadas nas
fases aguda e de convalescenca da doengca. No entanto, mudancas nestes
resultados foram evidentes quando os individuos foram avaliados individualmente.
Para PVMSP-9&795.a808), foi observado que 4/9 dos individuos que ndo apresentaram
MBCs especificas durante a malaria aguda tornaram-se positivos durante a
convalescenga. Por outro lado, 40% (2/5 dos individuos) que eram inicialmente

positivos para MBCs anti-PvMSP-9 g795.a808), tornaram-se negativos 180 dias apos o

diagnastico.
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Figura 21. Mudancgas temporais nas frequéncias de ASCs antigeno especificas para PvAMA-
1(s200-307) (A) € PVMSP-9 £795.a308) (B) em PBMCs dos individuos durante o seguimento (agudos e
conv 180d, n = 14). Cada linha pontilhada conectando diferentes pontos representa um participante
individual. Cada amostra de PBMCs foi testada em duplicata por ELISpot. A significAncia estatistica
entre os varios grupos foi determinada pelo teste pareado de Wilcoxon.

5.2.2.4 Associagao entre a resposta de anticorpos e células B de memoria ao longo
do tempo

Posteriormente, foi conduzida uma analise sistematica entre a associagao
entre respostas de MBCs-IgGs especificas e anticorpos plasmaticos em ambito
individual. Participantes que foram previamente investigados para presenga de
anticorpos circulantes e MBCs PVAMA-1(s290.k307) € PVMSP-9E795.a808) €Specificos
foram considerados para esta analise (Figura 22).

Nao foi encontrada associacédo entre os niveis de anticorpos e frequéncia de

MBCs especificos. No grupo dos CE (n = 9) e convalescentes de 180 dias (n = 16),
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uma alta propor¢do de individuos exibiram anticorpos circulantes, mas ndao MBCs
especificas. Encontraram-se nesta condigédo 45% dos CE e 56% dos conv 180d para
PVAMA-1(s290-k307)- Ja& para PVMSP-9E795.a808) foram 50% dos conv 180d (Figuras
22A e D). Por outro lado, 16% e 21% dos individuos agudos (n = 19) foram positivos
para MBCs especificas para PVAMA-1s290k307) €  PVMSP-9E795.a808),
respectivamente, porém negativos para anticorpos especificos (Figura 22B). Do
mesmo modo, 15% dos convalescentes de 60 dias (n = 13) foram negativos para
anticorpos PVMSP-9g795.a808) €specificos, porém positivos para MBCs especificas

para este antigeno (Figura 22C).
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Independente do grupo estudado, ndo foi observada correlagéo entre o indice

PvMSP-9 (E795-A808)

testados (Figura 23).
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Figura 22. Associacao entre respostas de ELISA e ELISpot para PvAMA-1s590.x307) € PVMSP-
9 e795-a808). FOram exibidos o numero e percentual (prevaléncia) de individuos que foram duplamente
positivos (quadrante superior a esquerda), ELISA positivos, porém ELISpot negativos (quadrante
inferior & esquerda), ELISA negativos, porém ELISpot positivos (quadrante superior a direita), ou
duplamente negativos (quadrante inferior a direita). Controles expostos (CE) (A); agudos (B); conv
60d (C) e conv 180d (D).

de reatividade e a frequéncia de MBCs especificas para ambos os antigenos
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Figura 23. Correlagdao entre frequéncias de MBCs e niveis de anticorpos especificos para
PVAMA-1(s200.k307) € PVMSP-9 7954805 INndependente do grupo estudado, ndo foi observada
associagao entre percentual de ASCs antigeno-especificas e indice de reatividade (IR) para ambos
os antigenos testados em individuos expostos (A e B), individuos na fase aguda da infecgdo (C e D)
ou individuos convalescentes para 60 (E e F) e 180 dias (G e H). A analise de correlagdo foi
determinada utilizando a correlagao de Spearman.
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A heterogeneidade individual nos padrbes das respostas de anticorpos e de
MBCs encontra-se representada na Tabela 7. Cerca de 85% dos individuos
apresentaram anticorpos e/ou MBCs especificas. No entanto, individuos
apresentaram anticorpos especificos na auséncia de MBCs (por exemplo, nos
individuos 4, 13, 18, 20 e 21). Do mesmo modo, em casos nos quais anticorpos nao
foram detectaveis, MBCs especificas puderam ser observadas por meio da técnica

do ELISpot (por exemplo, nos individuos 1, 8, 19 e 22).



Tabela 7. Perfil das respostas de anticorpos de células B de meméria aos antigenos de P. vivax em amostras de fase aguda, convalescentes

de 60 (“conv 60d”), 180 dias (“conv 180d”) e controles expostos (CE).

ID* Tipo @Anos de “Numero de @Episédios aTempo AMA-1 MSP-9 AMA-1 MSP-9 ’’N° Ags com
exposicao a malarias pregressos de decorrido desde Ac (ELISA) Ac (ELISA) MBC MBC MBC detectaveis
malaria prévias malaria ultima malaria (ELISpot) (ELISpot) (ELISpot)
(espécies) (anos)

1 conv 60d 26 15 P.v.;P.f. 2 X 1
conv 180d 0
2 agudo 33 3 P.v. 12 0
conv 180d X X X 2
3 conv 60d 30 1 P.v. 27 X X X 1
conv 180d ND ND 0
4 agudo 12 2 P.v. 2 0
conv 60d X 0
5 agudo 64 7 P.v.;P.f. 17 X X 0
conv 180d X X X X 2
6 conv 60d 20 3 P.v. 17 X X X 2
conv 180d X X 1
7 agudo 18 4 P.v. 2 X X 1
conv 60d X X X 1
conv 180d X X 0
8 agudo 50 3 P.v. 28 X 1
conv 60d X 1
9 agudo 12 0 NA NA X X 0
conv 180d X X 2
10 agudo 29 3 P.v. 16 X X X 2
conv 60d X 0
1 agudo 22 0 NA NA X X X X 2
conv 60d X X 1
conv 180d X X 1
12 agudo 25 6 P.v.;P.f. 6 X X 0
conv 60d X X X 1
13 conv 60d 24 0 NA NA 0
conv 180d X X 0
14 agudo 7 ND ND 4 X X X X 2
conv 60d X X X X 2
conv 180d X X X 1
15 agudo 29 0 NA NA X X X 2
conv 60d X X 0
conv 180d X X 0
16 agudo 54 3 P.v. 6 X X 0
conv 60d X X 0
conv 180d X X X 1
17 agudo 22 0 NA NA X X X X 2
conv 180d X X 0
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18 agudo 40 4 P.v.;P.f. 4 X 0

conv 180d X X 0
19 agudo 22 2 P.v. ND 1

conv 180d 2
20 agudo 43 2 P.v. 20 X 0

conv 180d X X 0
21 agudo 13 0 NA NA X X 0

conv 180d X X 0
22 agudo 17 0 NA NA 0

conv 180d ND ND 1
1 CE 8 0 NA NA 0
2 CE 44 0 NA NA ND ND 0
3 CE 27 0 NA NA 0
4 CE 34 0 NA NA X 0
5 CE 40 5 P.v.;P.f. 9 1
6 CE 34 5a10 P.v.,P.f. 13 ND ND 0
7 CE 37 >20 P.v.;P.f. 20 X X 1
8 CE 30 1 P.v. 4 ND ND 0
9 CE 33 10 P.v.;P.f. 6 X 2
10 CE 60 6 P.v. 17 X 2
11 CE 44 6 P.v.;P.f. 20 X 0
12 CE 21 2 P.v.,P.f. 9 X 0
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YInformagdes auto declaradas; ”Numero de antigenos de P. vivax aos quais os individuos possuem MBCs especificas. X indica resposta positiva ao

respectivo antigeno; ND = ndo determinado, dado nao disponivel; NA = Nao se aplica.
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5.2.3 Discussao

O desenvolvimento de uma vacina efetiva e segura para humanos tem sido
uma das maiores esperancas no combate a malaria. Como P. falciparum é
responsavel por cerca de 90% das mortes atribuidas a maléria anualmente, os
estudos conduzidos com esta espécie de parasito sdo predominantes em
populagdes expostas. No entanto, nos ultimos anos, P. vivax tem recebido maior
atencado por parte dos programas de saude devido a sua capacidade de causar
formas graves da doenga. Além disso, a crescente resisténcia de P. vivax aos
antimalaricos tem forgado autoridades locais a investirem em estratégias de controle
direcionadas a doenca em areas endémicas, incluindo estudos focados no
desenvolvimento de vacinas.

Apesar dos avangos nos conhecimentos e nas tecnologias que norteiam o
desenvolvimento de uma vacina, € alarmante o numero de pesquisas em malaria
que fracassaram com este objetivo. Para explicar este insucesso, alguns estudos
conduzidos em individuos infectados com P. falciparum tém sugerido que a geragao
e manutencdo da memoria imunolégica Plasmodium-especifica seja defeituosa
(LANGHORNE et al., 2008; STRUIK e RILEY, 2004). Portanto, a compreensao dos
mecanismos/fatores que norteiam a aquisi¢cdo da imunidade antimalarica permanece
fundamental para elaboragao de estratégias de imunizacgao.

No Brasil, onde P. vivax é responsavel por cerca de 85% dos casos de
malaria registrados anualmente, este € o primeiro estudo que fornece evidéncias de
que anticorpos naturalmente induzidos e MBCs especificas a importantes antigenos
de estéagio eritrocitico persistem apds o tratamento em individuos expostos a baixos
niveis de transmissdo de malaria na Amazénia Brasileira. Neste estudo, adultos
expostos a infeccao, porém sem evidéncia de relatos de malarias prévias ou
infeccbes recentes (ultimo episddio de malaria = um ano) apresentaram anticorpos
PvAMA-1(s290.k307) €specificos em maiores proporgdes, se comparados aos
individuos em fase aguda ou convalescentes de 30 e 60 dias. Considerando que
AMA-1 também é expressa nos esporozoitos, talvez justifique a alta prevaléncia de
respondedores positivos dentre os sujeitos controles expostos (CE) que, embora
sem infec¢do ativa no momento da amostragem, estdo susceptiveis as picadas dos
anofelinos em areas endémicas. Outra observacdo relevante foi a aumentada

frequéncia de respondedores anti-PVAMA-1(s290.k307) € anti-PvMSP-9g7g5.a808) NO
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grupo dos convalescentes de 180 dias, em relacdo aos agudos e grupos de 30 e 60
dias, sugerindo a ocorréncia de soroconversdo durante o segmento. Quando as
respostas de anticorpos anti-PvVAMA-1(s290k307) © anti-PvMSP-9&795.a808) foram
avaliadas em amostras pareadas de soro (ou seja, provenientes do mesmo
individuo) foi observado que, para ambos os antigenos testados, os IR relativos a
respondedores positivos foram relativamente baixos (variando entre 1 e 7,1), porém
estaveis ao longo do tempo. Estas observagbes estdo em acordo com outros
estudos que mostraram que os anticorpos podem persistir durante longos periodos
de tempo na total auséncia de reexposi¢cao ou infecgao recente (WIPASA et al,
2010; BRAGA et al., 2002; CLARK et al., 2012). A persisténcia de anticorpos
também pode ser relacionada a idade, como previamente sugerido por Akpogheneta
et al. (2008). Especificamente, Akpogheneta et al. (2008) e outros estudos
(KINYANJUI et al., 2007; KINYANJUI et al., 2003; ASITO et al., 2008) relataram
respostas de curta duragdo em criangas jovens, onde a maturidade imunolégica é
incompleta, porém, ndo em adultos. Em criangas, a persisténcia de antigenos
circulantes parece ser um importante fator para manutencdo de anticorpos como
observado em criangas assintomaticas de Gambia (AKPOGHENETA et al., 2008).
Baseado nos baixos IR verificado para ambos os peptideos testados quando
comparados com os resultados obtidos em estudos conduzidos utilizando proteinas
recombinantes (RODRIGUES-DA-SILVA et al.; 2016; MORAIS et al., 2006; LIMA-
JUNIOR et al., 2008; SANCHEZ-ARCILA et al., 2015), pode-se especular que: 1)
proteinas recombinantes sao geralmente compostas por elevado numero de
aminoacidos e apresentam diversos epitopos, enquanto peptideos sédo curtos e
provavelmente possuem menor numero de epitopos disponiveis para
reconhecimento imune (14 aa para PvMSP-9 g795.a808) Versus 244aa para PvMSP9-
RIRIl720.972 € 18aa para PVAMA-1(s290-k307) Versus 445aa para o ectodominio de
PvAMA-1). No entanto, o uso de peptideos tem sido validado por estudos que
demonstram a eficiéncia dos mesmos em induzirem imunidade humoral e/ou celular
durante ensaios clinicos vacinais (AUDRAN et al.,, 2005; HERRERA et al., 2005;
HERRERA et al., 2011); 2) a baixa endemicidade das areas estudadas reflete os
baixos numeros de episédios de malarias prévias, o que deve ser determinante na
expressao de niveis de anticorpos especificos.

Em areas de alta transmissdo, o rapido booster de anticorpos tém sido

observado apos reexposi¢cao a diversos antigenos de P. falciparum, mesmo apés
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periodos prolongados de tempo. Assim, tém sido sugerido que a infecgdo malarica
possa induzir a geragdo de MBCs especificas (MIGOT et al., 1993). No entanto,
durante infecgbes por P. vivax, pouco se sabe a respeito da geragdo e manutencao
da memdria imunolégica. Os niveis estaveis de anticorpos especificos detectados
observados ao longo do tempo sugerem uma ocorréncia infrequente de booster ou
soroconversdo durante o periodo de seguimento (180 dias). Como o padrao de
resposta humoral dos individuos pertencentes a este estudo anteriormente a
infeccdo é completamente desconhecido, visto que as MBCs necessitam em torno
de 5 — 6 dias para se diferenciarem em células secretoras de anticorpos (ASCs)
(WEISS et al., 2010), parece improvavel a ocorréncia de soroconversao exatamente
entre 0 momento da infecgéo e o recrutamento (por volta de 3 dias apds o inicio dos
sintomas clinicos de malaria). No entanto, Clark et al. (2012), avaliando amostras
plasmaticas de individuos vivendo na Amazénia Peruana coletadas antes e durante
a fase aguda de malaria, mostraram que infecgbes ocasionadas por P. falciparum
foram capazes de induzir aumento significativo na prevaléncia de respondedores,
bem como nos niveis de IgG especificas anti-MSP-1 (CLARK et al., 2012), sugerindo
portanto, soroconversao. Nahrendorf et al. (2014), durante estudos de imunizagéo
em humanos, sugeriram que mudangas na propor¢ao de respondedores e niveis de
IgG especificas para os antigenos PfCSP e PIMSP-1 sdo dependentes dos niveis de
protecao prévia do individuo e do regime de desafio (esporozoitos ou formas
eritrociticas assexuadas). Os autores também sugeriram que baixas parasitemias
(detectadas apenas por PCR) estdo relacionadas a fortes respostas humorais se
comparado as parasitemias patentes (NAHRENDOREF et al.; 2014).

A malaria grave é, principalmente, associada com infec¢gbes ocasionadas por
P. falciparum e ocorre devido a uma série de mecanismos nado observados
frequentemente em outros plasmodios humanos, tal como aderéncia de parasitos de
fase sanguinea aos vasos do endotélio (MILLER et al., 2002). Sendo assim, foi
possivel hipotetizar que diferengas bioldgicas observadas entre as espécies de
Plasmodium, tal como, auséncia de citoaderéncia na microvasculatura, poderiam
contribuir para melhor indugdo da memoria imunoldgica relacionada a esta espécie.
Interessantemente, independente do antigeno avaliado, foram observadas
frequéncias similares de MBCs especificas em todos os grupos de estudo, o que
sugeriu que estas células podem ser geradas apos poucas infec¢gdes ocasionadas

por P. vivax e que as mesmas sao de longa duracdo. Esse dado é suportado,
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especialmente, pelo observado no grupo de CE, onde individuos que sofreram
malaria a mais de 12 meses ou que nao relataram episddios pregressos da doencga
apresentaram MBCs especificas para os antigenos testados. Os dados aqui
representados sao consistentes com o observado durante infec¢gdes ocasionadas
por P. falciparum em areas de baixa e instavel transmissdo de malaria no mundo
(WIPASA et al, 2010; AYIEKO et al., 2013; NDUNGU et al., 2012; CLARK et al.,
2012), o que sugere que o comportamento bioldgico destes parasitos né&o
influenciam nem sao influenciados pela dindmica da formagdo de memoria
imunoldgica. A auséncia de MBCs e anticorpos em alguns individuos com infecgdes
malaricas prévias, bem como a deteccdo de MBCs em individuos sem relato de
malarias prévias ou infecgbes ativas, foram observados neste estudo e em outros
trabalhos (WIPASA et al, 2010; CLARK et al., 2012), porém os fatores associados a
estes achados nao séo claros.

E geralmente aceito que infecgdes malaricas constantes, como ocorrem
tipicamente em areas hiperendémicas, podem interferir com o estabelecimento da
memoria imunolégica (LANGHORNE et al.,, 2008; STRUIK e RILEY, 2004),
provavelmente, por meio da delecdo de células B especificas ou comprometimento
da arquitetura dos centros germinativos, conforme demonstrado em estudos
realizados em modelo animal (WYKES E GOOD, 2006; CARVALHO et al., 2007;
HVIID, BARFOD e FOWKES, 2015). Em humanos, Weiss et al. (2010)
demonstraram que em regides de alta endemicidade, infecgdes malaricas agudas
conduzem apenas a uma expansao temporaria de MBCs malaria-especificas
seguida de contracdo do padrdo inicialmente observado, sugerindo ineficiente
imunidade humoral (WEISS et al., 2010). Os mecanismos envolvidos nestas
observagbes sao apenas parcialmente entendidos, porém, a variagdo antigénica e
diversidade alélica entre diferentes cepas de Plasmodium possivelmente estido
envolvidas neste processo (NOGARO et al., 2011; FERREIRA et al., 2004). Neste
estudo, ndo foi observada correlagdo positiva entre anticorpos circulantes e a
presengca de MBCs no mesmo individuo. Do mesmo modo, alguns estudos tém
mensurado significativos niveis de anticorpos na auséncia de MBCs (DORFMAN et
al.,, 2005; NOGARO et al.,, 2011), enquanto outros exibem presenca de MBCs
porém auséncia de anticorpos circulantes (WIPASA et al, 2010; NDUNGU et al.,
2013; AMPOMAH et al., 2014). Isto levanta o questionamento se esta discrepancia

reflete a falta de anticorpos circulantes e MBCs ou apenas a baixa sensibilidade dos
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ensaios de ELISA e ELISpot utilizados. Neste sentido, Nogaro e colaboradores
(2011) previamente questionaram se o ensaio de ELISpot é capaz de refletir o que
ocorre in vivo quando uma MBCs encontra seu antigeno cognato (NOGARO et al.,
2011). Isso permanece, portanto, por ser investigado.

Em resumo, este estudo demonstrou que os niveis de anticorpos circulantes
ou o padrdo de MBCs especificos para os peptideos PVAMA-1(s290x307) € PvMSP-
9E7es-as08) N80 foram significativamente afetados, seis meses apods a infecgdo
malarica ocasionada por P. vivax. Foi demonstrado também, que anticorpos
especificos para P. vivax puderam ser observados na auséncia de MBCs e vice-e-
versa, conforme previamente observado para P.falciparum (REMARQUE et al.,
2008; WIPASA et al, 2010) o que sugere a necessidade de desenvolvimento de
outras metodologias que possam ser empregadas no intuito de confirmar se os
resultados verificados em ensaios como ELISA e ELISpot refletem verdadeiramente

0 que ocorre No organismo Vivo.

Referéncias

ACHTMAN, A. H.; BULL, P. C.; STEPHENS, R.; LANGHORNE, J. Longevity of the immune response
and memory to blood-stage malaria infection. Current Topics in Microbiology and Immunology, v. 297,
p. 71-102, 2005.

AKPOGHENETA, O. J.; DUAH, N. O.; TETTEH, DUNYO, S.; LANAR, D. E.; PINDER, M.; CONWAY,
D. J. Duration of naturally acquired antibody responses to blood-stage Plasmodium falciparum is age
dependent and antigen specific. Infection and immunity, v. 76, n. 4, p. 1748-1755, 2008.

ALEXANDRE, M. A.; FERREIRA, C. O.; SIQUEIRA, A. M.; MAGALHAES, B. L.; MOURAO, M. P. G.;
LACERDA, M. V.; ALECRIM, M. G. C. Severe Plasmodium vivax Malaria, Brazilian Amazon — CDC.
Emerging Infectious Disease journal, v. 16, n. 10, p. 1-4, 2010.

AMPOMAH, P.; STEVENSON, L.; OFORI, M.F.; BARFOD, L.; HVIID, L. Kinetics of B Cell Responses
to Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 in Ghanaian Women Naturally Exposed to
Malaria Parasites. The Journal of Immunology, v. 192, n. 11, p. 5236-5244, 2014.

ANSTEY, N. M.; DOUGLAS, N. M.; POESPOPRODJO, J. R.; PRICE, R. N. Plasmodium vivax: clinical
spectrum, risk factors and pathogenesis. Advances in Parasitology, v. 80, p. 151-201, 2012.

ANSTEY, N. M.; RUSSELL, B.; YEO, T. W.; PRICE, R. N. The pathophysiology of vivax
malaria. Trends in parasitology, v. 25, n. 5, p. 220-227, 2009.

ASITO, A. S.; MOORMANN, A. M.; KIPROTICH, C.; NG'ANG'A, Z. W.; PLOUTZ-SNYDER, R
ROCHFORD, R. Alterations on peripheral B cell subsets following an acute uncomplicated clinical
malaria infection in children. Malaria journal, v. 7, p. 238, 2008.

AUDRAN, R.; CACHAT, M.; LURATI, F.; SOE, S.; LERQOY, O.; CORRADIN, G.; DRUILHE, P;
SPERTINI, F. Phase | malaria vaccine trial with a long synthetic peptide derived from the merozoite
surface protein 3 antigen. Infection and immunity, v. 73, n. 12, p. 8017-8026, 2005.



109

AYIEKO, C.; MAUE, A. C.; JURA, W. G. Z. O.; NOLAND, G. S.; AYODO, G.; ROCHFORD, R.; JOHN,
C. C. Changes in B Cell Populations and Merozoite Surface Protein-1-Specific Memory B Cell
Responses after Prolonged Absence of Detectable P. falciparum Infection. PLoS ONE, v. 8, n. 6,
€67230, 2013.

BARNWELL, J. W.; GALINSKI, M. R.; DESIMONE, S. G.; PERLER, F.; INGRAVALLO, P.
Plasmodium vivax, P. cynomolgi, and P. knowlesi: ldentification of Homologue Proteins Associated
with the Surface of Merozoites. Experimental Parasitology, v. 91, n. 3, p. 238-249, 1999.

BHATT, S.; WEISS, D. J.; CAMERON, E.; BISANZIO, D.; MAPPIN, B.; DALRYMPLE, U.; BATTLE, K.
E.; MOYES, C. L.; HENRY, A.; ECKHOFF, P. A.; WENGER, E. A,; BRIET, O.; PENNY, M. A_; SMITH,
T. A;; BENNETT, A.; YUKICH, J.; EISELE, T. P.; GRIFFIN, J. T.; FERGUS, C. A,; LYNCH, M,
LINDGREN, F.; COHEN, J. M.; MURRAY, C. L.; SMITH, D. L.; HAY, S. I.; CIBULSKIS, R. E;
GETHING, P. W. The effect of malaria control on Plasmodium falciparum in Africa between 2000 and
2015. Nature, v. 526, n. 7572, p. 207-211, 2015.

BIRYUKQV, S.; STOUTE, J. A. Complement activation in malaria: friend or foe? Trends in molecular
medicine, v. 20, n. 5, p. 293-301, 2014.

BOYLE , M. J.,; REILING, L.; FENG, G.; LANGER, C.; OSIER, F. H.; ASPELING-JONES, H.; CHENG,
Y. S.; STUBBS, J.; TETTEH, K. K.; CONWAY, D. J.; MCCARTHY, J. S.; MULLER, I.; MARSH, K
ANDERS, R. F.; BEESON, J. G. Human antibodies fix complement to inhibit Plasmodium falciparum
invasion of erythrocytes and are associated with protection against malaria. Immunity, v. 42, n. 3, p.
580-590, 2015.

BRAGA, E. M.; BARROS, R. M.; REIS, T. A,; FONTES, C. J. F.; MORAIS, C. G.; MARTINS, M. S;;
KRETTLI, A. U. Association of the IgG response to Plasmodium falciparum merozoite protein (C-
terminal 19 kD) with clinical immunity to malaria in the Brazilian Amazon region. The American journal
of tropical medicine and hygiene, v. 66, n. 5, p. 461-466, 2002.

BULL, P. C.; LOWE, B. S.; KORTOK, M.; MOLYNEUX, C. S.; NEWBOLD, C. |.; MARSH, K. Parasite
antigens on the infected red cell surface are targets for naturally acquired immunity to malaria. Nature
medicine, v. 4, n. 3, p. 358, 1998.

CARVALHO, L. J.; FERREIRA-DA-CRUZ, M. F.; DANIEL-RIBEIRO, C. T.; PELAJO-MACHADO, M;
LENZI, H. L. Germinal center architecture disturbance during Plasmodium berghei ANKA infection in
CBA mice. Malaria journal, v. 6, p. 59, 2007.

CAVANAGH, D. R.; ELHASSAN, I. M.; ROPER, C.; ROBINSON, V. J.; GIHA, H.; HOLDER, A. A;;
HVIID, L.; THEANDER, T. G.; ARNOT, D. E.; MCBRIDE, J. S. A longitudinal study of type-specific
antibody responses to Plasmodium falciparum merozoite surface protein-1 in an area of unstable
malaria in Sudan. The Journal of Immunology, v. 161, n. 1, p. 347-359, 1998.

CHELIMO, K.; OFULLA, A. V.; NARUM, D. L.; KAZURA, J. W.; LANAR, D. E.; JOHN, C. C.
Antibodies to Plasmodium falciparum antigens vary by age and antigen in children in a malaria-
holoendemic area of Kenya. The Pediatric Infectious Disease Journal, v. 24, n. 8, p. 680-684, 2005.

CLARK, E. H.; SILVA, C. J.; WEISS, G. E.; LI, S.; PADILLA, C.; CROMPTON, P. D.; HERNANDEZ, J.
N.; BRANCH, O. H. Plasmodium falciparum malaria in the Peruvian Amazon, a region of low
transmission, is associated with immunologic memory. Infection and immunity, v. 80, n. 4, p. 1583—
1592, 2012.

CORTES, A.; MELLOMBO, M.; MASCIANTONIO, R.; MURPHY, V. J.; REEDER, J. C.; ANDERS, R.
F. Allele specificity of naturally acquired antibody responses against Plasmodium falciparum apical
membrane antigen 1. Infection and immunity, v. 73, n. 1, p. 422-430, 2005.

COURA, J. R.; SUAREZ-MUTIS, M.; LADEIA-ANDRADE, S. A new challenge for malaria control in
Brazil: asymptomatic Plasmodium infection - a review. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 101, n.
3, p. 229-237, 2006.



110

CUTTS, J. C.; POWELL, R.; AGIUS, P. A,; BEESON, J. G.; SIMPSON, J. A; FOWKES, F. J.
Immunological markers of Plasmodium vivax exposure and immunity: a systematic review and meta-
analysis. BMC Medicine, v. 12, p. 150, 2014.

DODOO, D; OMER, F. M.; TODD, J.; AKANMORI, B. D.; KORAM, K. A;; RILEY, E. M. Absolute levels
and ratios of proinflammatory and anti-inflammatory cytokine production in vitro predict clinical
immunity to Plasmodium falciparum malaria. Journal of Infectious Diseases, v. 185, n. 7, p. 971-979,
2002.

DORFMAN, J. R.; BEJON, P.; NDUNGU, F. M.; LANGHORNE, J.; KORTOK, M. M.; LOWE, B. S;
MWANGI, T. W.; WILLIAMS, T. N.; MARSH, K. B cell memory to 3 Plasmodium falciparum blood-
stage antigens in a malaria-endemic area. Journal of Infectious Diseases, v. 191, n. 10, p. 1623-1630,
2005.

DRAKELEY, C. J.; CORRAN, P. H.; COLEMAN, P. G.; TONGREN, J. E.; MCDONALD, S. L;
CARNEIRO, I.; MALIMA, R.; LUSINGU, J.; MANJURANO, A.; NKYA, W. M.; LEMNGE, M. M.; COX,
J.; REYBURN, H.; RILEY, E. M. Estimating medium-and long-term trends in malaria transmission by
using serological markers of malaria exposure. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v. 102, n. 14, p. 5108-5113, 2005.

EKE, R. A.;; CHIGBU, L. N.; NWACHUKWU, W. High prevalence of asymptomatic Plasmodium
infection in a suburb of Aba Town, Nigeria. Annals of African Medicine, v. 5, n. 1, p. 42-45, 2006.

FERREIRA, M. U.; DA SILVA NUNES, M.; WUNDERLICH, G. Antigenic diversity and immune evasion
by malaria parasites. Clinical and diagnostic laboratory immunology, v. 11, n. 6, p. 987-995, 2004.

FOTORAN, W. L.; SANTANGELO, R. M.; MEDEIROS, M. M.; COLHONE, M.; CIANCAGLINI, P;
BARBOZA, R.; MARINHO, C. R.; STABELI, R. G.; WUNDERLICH, G. Liposomes loaded with P.
falciparum merozoite-derived proteins are highly immunogenic and produce invasion-inhibiting and
anti-toxin antibodies. Journal of Controlled Release, v. 217, p. 121-127, 2015.

HERRERA, S.; BONELO, A.; PERLAZA, B. L.; FERNANDEZ, O. L.; VICTORIA, L.; LENIS, A. M.;
SOTO, L.; HURTADO, H.; ACUNA, L. M.; VELEZ, J. D.; PALACIOS, R.; CHEN-MOK, M;
CORRADIN, G.; AREVALO-HERRERA, M. Safety and elicitation of humoral and cellular responses in
colombian malaria-naive volunteers by a Plasmodium vivax circumsporozoite protein-derived synthetic
vaccine. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 73, 5 suppl, p. 3-9, 2005.

HERRERA, S.; FERNANDEZ, O. L.; VERA, O.; CARDENAS, W.; RAMIREZ, O.; PALACIOS, R;;
CHEN-MOK, M.; CORRADIN, G.; AREVALO-HERRERA, M. Phase | safety and immunogenicity trial
of Plasmodium vivax CS derived long synthetic peptides adjuvanted with montanide ISA 720 or
montanide ISA 51. The American journal of tropical medicine and hygiene, v. 84, n. 2 Suppl, p. 12-20,
2011.

HVIID, L.; BARFOD, L.; FOWKES, F. J. Trying to remember: immunological B cell memory to malaria.
Trends in Parasitology, v. 31, n. 3, p. 89-94, 2015.

JAHNMATZ, M.; KESA, G.; NETTERLID, E.; BUISMAN, A. M.; THORSTENSSON, R.; AHLBORG, N.
Optimization of a human IgG B-cell ELISpot assay for the analysis of vaccine-induced B-cell
responses. Journal of immunological methods, v. 391, n. (1-2), p. 50-59, 2013.

KINYANJUI, S. M; BULL, P.; NEWBOLD, C. |.; MARSH K. Kinetics of antibody responses to
Plasmodium falciparum-infected erythrocyte variant surface antigens. The Journal of Infectious
Disease, v. 187, n. 4, p. 667-674, 2003.

KINYANJUI, S. M.; CONWAY, D. J.; LANAR, D. E.; MARSH, K. IgG antibody responses to
Plasmodium falciparum merozoite antigens in Kenyan children have a short half-life. Malaria journal,
v. 6, p. 82, 2007.

LANGHORNE, J.; NDUNGU, F. M.; SPONAAS, A. M.; MARSH, K. Immunity to malaria: more
questions than answers. Nature Immunology, v. 9, n. 7, p. 725-732, 2008.



111

LIMA-JUNIOR, J. C.; TRAN, T. M.; MEYER, E. V. S.; SINGH, B.; DE-SIMONE, S. G.; SANTOS, F;
DANIEL-RIBEIRO, C. T.; MORENO, A.; BARNWELL, J.W.; GALINSKI, M. R.; OLIVEIRA-FERREIRA,
J. Naturally acquired humoral and cellular immune responses to Plasmodium vivax merozoite surface
protein 9 in Northwestern Amazon individuals. Vaccine, v. 26, n. 51, p. 6645-6654, 2008.

MALES, S.; GAYE, O.; GARCIA, A. Long-Term Asymptomatic Carriage of Plasmodium falciparum
Protects from Malaria Attacks: a Prospective Study among Senegalese Children. Clinical infectious
diseases, v. 46, n. 4, p. 516-522, 2008.

MARSH, K; KINYANJUI, S. Immune effector mechanism in malaria. Parasite Immunology, v. 28, p.
51-60, 2006.

MICHON, P.; FRASER, T.; ADAMS, J. H. Naturally Acquired and Vaccine-Elicited Antibodies Block
Erythrocyte Cytoadherence of the Plasmodium vivax Duffy Binding Protein. Infection and immunity, v.
68, n. 6, p. 3164-3171, 2000.

MIGOT, F.; MILLET, P.; CHOUGNET, C.; LEPERS, J. P.; DELORON, P. Humoral and cellular
immune responses to the circumsporozoite protein of Plasmodium vivax in Madagascar. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 48, n. 4, p. 524-529, 1993.

MILLER, L. H.; BARUCH, D. I.; MARSH, K.; DOUMBO, O. K. The pathogenic basis of malaria. Nature,
v. 415, p. 673-679, 2002.

MORAIS, C. G.; SOARES, I. S.; CARVALHO, L. H.; FONTES, C. J. F.; KRETTLI, A. U.; BRAGA, E.
M. IgG isotype to C-terminal 19 kDa of Plasmodium vivax merozoite surface protein 1 among subjects
with different levels of exposure to malaria in Brazil. Parasitology research, v. 95, n. 6, p. 420-426,
2005.

MORAIS, C. G.; SOARES, I. S.; CARVALHO, L. H., FONTES, C. J.; KRETTLI, A. U.; BRAGA, E. M.
Antibodies to Plasmodium vivax apical membrane antigen 1: persistence and correlation with malaria
transmission intensity. The American journal of tropical medicine and hygiene, v. 75, n. 4, p. 582-587,
2006.

MUELLER, 1.; SHAKRI, A. R.; CHITNIS, C. E. Development of vaccines for Plasmodium vivax
malaria. Vaccine, v. 33, n. 52, p. 7489-7495, 2015.

NAHRENDORF, W.; SCHOLZEN, A.; BIJKER, E. M.; TEIRLINCK, A. C.; BASTIAENS, G. J;
SCHATS, R.; HERMSEN, C. C,; VISSER, L. G.; LANGHORNE, J.; SAUERWEIN, R. W. Memory B-
cell and antibody responses induced by Plasmodium falciparum sporozoite immunization. Journal of
Infectious Diseases, v. 210, n. 12, p. 1981-1990, 2014.

NDUNGU, F. M.; LUNDBLOM, K.; RONO, J.; ILLINGWORTH, J.; ERIKSSON, S.; FARNERT, A.
Long-lived Plasmodium falciparum specific memory B cells in naturally exposed Swedish travelers.
European Journal of immunology, v. 43, n. 11, p. 2919- 2929, 2013.

NDUNGU, F. M.; OLOTU, A.; MWACHARO, J.; NYONDA, M.; APFELD, J.; MRAMBA, L. K.; FEGAN,
G. W.; BEJON, P.; MARSH, K. Memory B cells are a more reliable archive for historical antimalarial
responses than plasma antibodies in no-longer exposed children. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 109, n. 21, p. 8247-8252, 2012.

NOGARO, S. |I.; HAFALLA, J. C.; WALTHER, B.; REMARQUE, E. J.; TETTEH, K. K. A.; CONWAY, D.
J.; RILEY, E. M.; WALTHER, M. The Breadth, but Not the Magnitude, of Circulating Memory B Cell
Responses to P. falciparum Increases with Age/Exposure in an Area of Low Transmission. PLoS
ONE, v. 6, n. 10, 25582, 2011.

NOGUEIRA, P. A.; ALVES, F. P.; FERNANDEZ-BECERRA, C.; PEIN, O.; SANTOS, N. R.; DA SILVA,
L. H. P.; CAMARGO, E.P.; DEL PORTILLO, H. A. A reduced risk of infection with Plasmodium vivax
and clinical protection against malaria are associated with antibodies against the N terminus but not
the C terminus of merozoite surface protein 1. Infection and immunity, v. 74, n. 5, p. 2726-2733, 2006.



112

POLLEY, S. D.; MWANGI, T.; KOCKEN, C. H.; THOMAS, A. W.; DUTTA, S.; LANAR, D. E;
REMARQUE, E.; ROSS, A.; WILLIAMS, T. N.; MWAMBINGU, G.; LOWE, B.; CONWAY, D. J;
MARSH, K. Human antibodies to recombinant protein constructs of Plasmodium falciparum Apical
Membrane Antigen 1 (AMA1) and their associations with protection from malaria. Vaccine, v. 23, n. 5,
p. 718-728, 2004.

REMARQUE, E.J.; FABER, B.W.; KOCKEN, C.H.; THOMAS, A.W. Apical membrane antigen 1: a
malaria vaccine candidate in review. Trends Parasitology, v. 24, n. 2, p. 74-84, 2008.

RODRIGUES-DA-SILVA, R. N.; MARTINS-DA-SILVA, J. H.; SINGH, B.; JIANG, J.; MEYER, E. V,;
SANTOS, F.; BANIC, D. M.; MORENO, A.; GALINSKI, M. R.; OLIVEIRA-FERREIRA, J.; LIMA-
JUNIOR, J. C. In silico Identification and Validation of a Linear and Naturally Immunogenic B-Cell
Epitope of the Plasmodium vivax Malaria Vaccine Candidate Merozoite Surface Protein-9. PLoS One,
v.11,n. 1, e0146951, 2016.

SANCHEZ-ARCILA, J. C.; DE FRANCA, M. M.; PEREIRA, V. A.; VASCONCELOS M. P.; TEVA, A;;
PERCE-DA-SILVA, D. S.; NETO, J. R.; APRIGIO, C. J.; LUGNIOR, J. C.; RODRIGUES, M. M.;
SOARES, I. S.; BANIC, D. M.; OLIVEIRA-FERREIRA, J. The influence of intestinal parasites
on Plasmodium vivax-specific antibody responses to MSP-1,9 and AMA-1 in rural populations of the
Brazilian Amazon. Malaria journal, v. 14, p. 442, 2015.

SCHOFIELD, L.; MUELLER, I. Clinical immunity to malaria. Current molecular medicine, v. 6, n. 2, p.
205-221, 2006.

SIQUEIRA, A. M.; LACERDA, M. V.; MAGALHAES, B. M.; MOURAO, M. P.; MELO, G. C,;
ALEXANDRE, M. A.; ALECRIM, M. G. C.; KOCHAR, D.; KOCHAR, S.; KOCHAR, A.; NAYAK, K.; DEL
PORTILHO, H.; GUINOVART, C.; ALONSO, P.; BASSAT, Q. Characterization of Plasmodium vivax -
associated admissions to reference hospitals in Brazil and India. BMC medicine, v. 13, n. 1, p. 57,
2015.

STANISIC, D. I.; JAVATI, S.; KINIBORO, B.; LIN, E.; JIANG, J.; SINGH, B.; MEYER, E. V.; SIBA, P;
KOEPFLI, C.; FELGER, I.; GALINSKI, M. R.; MUELLER, I. Naturally acquired immune responses to P.
vivax merozoite surface protein 3a and merozoite surface protein 9 are associated with reduced risk of
P. vivax malaria in young Papua New Guinean children. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 7, n.
11, 2498, 2013.

STRUIK, S. S; RILEY, E. M. Does malaria suffer from lack of memory? Immunological Reviews, v.
201: 268-290, 2004.

TAYLOR, R. R.; EGAN, A.; MCGUINNESS, D.; JEPSON A.; ADAIR, R.; DRAKELY, C.; RILEY, E.
Selective recognition of malaria antigens by human serum antibodies is not genetically determined but
demonstrates some features of clonal imprinting. International Immunology, v. 8, n. 6, p. 905-915,
1996.

WEISS, G. E.; TRAORE, B.; KAYENTAO, K.; ONGOIBA, A.; DOUMBO, S.; DOUMTABE, D.; KONE,
Y.; DIA, S.; GUINDO, A.; TRAORE, A.; HUANG, C. Y.; MIURA, K.; MIRCETIC, M.; LI, S;
BAUGHMAN, A.; NARUM, D. L.; MILLER, L. H.; DOUMBO, O. K.; PIERCE, S. K.; CROMPTON, P. D.
The Plasmodium falciparum-specific human memory B cell compartment expands gradually with
repeated malaria infections. PLoS Pathogens, v. 6, n. 5, e1000912, 2010.

WIPASA, J.; SUPHAVILAI C.; OKELL, L. C.; COOK, J.; CORRAN, P. H.; THAIKLA, K.; LIEWSAREE,
W.; RILEY, E. M.; HAFALLA, J. C. Longlived antibody and B Cell memory responses to the human
malaria parasites, Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax. PLoS Pathogens, v. 6, n. 2,
€1000770, 2010.

WYKES, M. N.; ZHOU, Y. H.; LIU, X. Q.; GOOD, M. F. Plasmodium yoelii can ablate vaccine-induced
long-term protection in mice. The Journal of Immunology, v. 175, n. 4, p. 2510-2516, 2005.



113

WYKES, M.; GOOD, M. F. Memory B cell responses and malaria. Parasite Immunology, v. 28, n. (1-
2), p. 31-34, 2006.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), World Malaria Report 2015. Disponivel em:
http://www.rbm.who.int/. Acesso em: Maio/2016.

YILDIZ, Z. F.; PALACPAC, N.; YUKSEL, F.; YAGI, M.; HONJO, K.; FUJITA, Y.; ARISUE, N.; TAKEO,
S.; TANABE, K.; HORII, T.; TSUBOI, T.; ISHII, K. J.; COBAN, C. Serologic markers in relation to
parasite exposure history help to estimate transmission dynamics of Plasmodium vivax. PLoS One, v.
6,n. 11, e28126, 2011.



114

Parte 5.3 Perfil de células B de memoéria especificas para o Antigeno 1 de
Membrana Apical de Plasmodium vivax (PvAMA-1) e cinética de
subpopulagoes de células B em individuos da Amazénia Brasileira

naturalmente expostos a Plasmodium vivax

5.3.1 Introducéo

Imunidade adquirida naturalmente contra P. falciparum e Plasmodium vivax,
principais espeécies de plasmddios causadoras de malaria humana, tem sido
documentada em regides com diferentes perfis epidemiolégicos (RILEY et al., 1992;
BAIRD, 1995; SOARES et al., 1999; BRAGA et al., 2002; HVIID, 2005; FRANCA et
al., 2016). Esses estudos demonstram que individuos continuamente expostos a
doenga desenvolvem diferentes graus de protegao, variando, desde uma reduzida
morbidade, até a completa auséncia de sintomas (MARSH, 1992; MARSH e
KINYANJUI, 2006; LANGHORNE et al, 2008). Os mecanismos que mediam essa
protecdo ndo sao completamente compreendidos, mas a participagao de anticorpos,
atuando contra estagios eritrociticos dos parasitos, tem sido interpretada como
fundamental no estabelecimento do equilibrio parasito-hospedeiro (COHEN et al.,
1961; SABCHAREON, et al., 1991; AKPOGHENETA et al., 2008; FOWKES et al.,
2010). Assim, a maioria dos prototipos vacinais formulados nos ultimos anos possui,
como obijetivo, a indugado de imunidade humoral (revisto por RICHARDS e BEESON,
2009; ELLIS et al., 2010; OSIER et al., 2014).

Anticorpos comumente associados a imunidade antimalarica tém sido
gerados especialmente contra antigenos que se localizam na superficie de
merozoitos (Merozoite Surface Protein - MSPs) ou em organelas apicais. Nesse
ultimo caso encontra-se o Antigeno 1 de Membrana Apical (Apical Membrane
Antigen - AMA-1). Essa proteina parece possuir papel crucial nos processos de
ligacao e/ou reorientacao dos parasitos durante a invasao dos eritrocitos (MITCHELL
et al., 2004), sendo, por isso, considerada uma importante candidata a compor uma
vacina antimalarica de subunidades (HOLDER et al., 1994; GOOD, 2005;
REMARQUE et al., 2008). Estudos in vitro apontaram que anticorpos anti-PfAMA-1
foram capazes de inibir a interagdo dos merozoitos com as hemacias, sugerindo o
papel importante desta proteina nos processos de invasdo dos parasitos aos
eritrocitos (TRIGLIA et al., 2000; HODDER et al., 2001). In vivo, a relevancia de

AMA-1 na indugao de imunidade tem sido demonstrada em estudos realizados em



115

modelos experimentais (ANDERS et al., 1998; STOWERS et al., 2002), bem como a
partir de estudos focados em malaria humana (POLLEY et al.,, 2004). Em modelo
murino, observou-se que a vacinacdo com AMA-1 de P. chabaudi e P. yoelii yoelii
induziu a geracédo de anticorpos especificos capazes de conferir protecdo contra
desafios futuros com formas sanguineas dos parasitos. Da mesma forma, individuos
residentes em areas endémicas para a doenga apresentaram respostas
proliferativas de células T e geracdo de anticorpos especificos para AMA-1 de P.
vivax e P. falciparum, os quais foram associados a protecdo contra a doenga
(UDHAYAKUMAR et al., 2001; POLLEY et al., 2004; RODRIGUES et al., 2005;
MORAIS et al., 2006; WICKRAMARACHCHI et al., 2006; BARBEDO et al. 2007;
MUFALO et al., 2008; SETH et al., 2010; BUENO et al., 2011; DIAS et al., 2011;
ZAKERI et al., 2013; SANCHEZ-ARCILA et al., 2015).

Apesar dos anticorpos estarem frequentemente associados a protecao anti-
parasito ou anti-doenga, ainda € intrigante os motivos pelos quais a imunidade
induzida naturalmente nao é esterilizante (revisto por WIPASA et al.,, 2002). A
persisténcia dos parasitos, necessaria para manter a estabilidade dos niveis de
anticorpos especificos, tem sustentado a hipétese de que a infecgao malarica induz
a expansao defeituosa ou subotima de células B de memoaria (revisto por STRUIK e
RILEY, 2004; revisto por LANGHORNE et al, 2008). Realmente, estudos conduzidos
em pacientes infectados ou expostos a P. falciparum tém demonstrado perturbacgdes
no compartimento de células B, o que pode determinar efeitos negativos, sobretudo
na geragao/manutencao de MBCs (CROMPTON et al., 2009; TRAORE et al., 2009;
PORTUGAL, PIERCE e CROMPTON, 2013, PORTUGAL et al, 2013; SCHOLZEN e
SAUERWEIN, 2013; HVIID, BATFOD e FOWKES, 2015). Dentre estes efeitos estao,
por exemplo, as baixas prevaléncias e a hiporresponsividade de MBCs a antigenos
especificos (DORFMAN et al.,, 2005; WEISS et al., 2009; WIPASA et al., 2010;
NOGARO et al.,, 2011; NDUNGU et al., 2012) e a expansao ou contracdo de
determinados subtipos de células B implicadas as diferentes fungdes imunes (ASITO
et al., 2008; WEISS et al., 2009; PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016).

Dentre os subtipos de MBCs que se apresentam expandidos durante a
infeccdo malarica estdo os denominados MBCs “atipicas” (WEISS et al., 2009; 2010;
2011; NOGARO et al, 2011; CLARK et al.; 2012; AYIEKO et al., 2013;
ILLINGWORTH et al., 2013; NDUNGU et al.,, 2013; MUELLENBECK et al., 2013;
AMPOMAH et al.,, 2014; REQUENA et al., 2014; SCHOLZEN et al., 2014,
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PORTUGAL et al., 2015; SUBRAMANIAM et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016).
Essas células expressam receptores associados a redugao da sinalizagao via BCR
(particularmente FcRL5), comprometendo, desta maneira, suas fungdes efetoras tais
como proliferagao, producao citocinas e secrecdo de anticorpos, se comparadas as
MBCs classicas (HAGA et al., 2007; PORTUGAL et al., 2015, SULLIVAN et al.,
2015). No entanto, até os dias atuais, a relacédo entre expansdo de MBCs atipicas e
o desenvolvimento/manutencao imunidade antimalarica permanece pouco elucidada
(PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016). Infeccbes agudas induzidas por
P. falciparum estdo associadas a expansao de PCs, as quais sao caracterizadas
pela capacidade efetora de secretar prontamente anticorpos. O rapido retorno
destas aos niveis fisiologicos apds o tratamento da doenga (CLARK et al., 2012;
SULLIVAN et al., 2016), corrobora trabalhos conduzidos em modelos experimentais,
que demostraram que tais células circulam apenas durante curto periodo no sangue
periférico de animais infectados em resposta ao estimulo antigénico recente
(NDUATI et al., 2010). Por outro lado, declinio na frequéncia de MBCs classicas no
sangue periférico também foi observado em outros estudos (ASITO et al., 2008;
SULLIVAN et al., 2016), sugerindo, por exemplo, que durante o episédio agudo da
doenga, as mesmas possam estar retidas em tecidos linfoides (CALLARD et al.,
1982; DORFMAN et al., 2005) ou tenham se diferenciado em células secretoras de
anticorpos (Antibody Secreting Cells - ASCs), exercendo, desta maneira, protegéo
contra a doenga (CROMPTON et al., 2009).

Considerando-se que os estudos que avaliaram simultaneamente o perfil
funcional e fenotipico de células B durante e apds a malaria vivax sdo escassos (e
inexistentes no Brasil) e visto que PvAMA-1 é considerado um importante candidato
vacinal, neste estudo foram investigadas as respostas de anticorpos e de MBCs
especificas para PvAMA-1p, durante a fase aguda e convalescenga da malaria vivax
(30, 60 e 180 dias) em individuos residindo na Amazodnia Brasileira. Além disso, o
perfil fenotipico de diferentes subpopulagcées de MBCs também foi avaliado durante

0 seguimento dos individuos.

5.3.2 Resultados
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5.3.2.1 Perfil de anticorpos anti-PvAMA-1p, apds a infecgdo por P. vivax sugere
respostas de curta duragao

As respostas de anticorpos direcionados a proteina recombinante de estagio
sanguineo PVAMA-1p, foram investigadas nos mesmos grupos de individuos
avaliados no capitulo 5.2. Desta maneira, as caracteristicas demograficas e de
exposicao, bem como a densidade de parasitos circulantes (segundo relato de 0 e
=1 episdédios de malarias prévias), para esses individuos sdo as mesmas descritas
na Tabela 6 e Figura 17, respectivamente.

Como ilustrado na Figura 24A, a maior prevaléncia de respondedores para a
proteina recombinante PvAMA-1p,, foi observada no grupo dos convalescentes de 30
dias (63%). Os demais grupos, incluindo os CE, apresentaram frequéncias similares
de respondedores (prevaléncia média de 44%) (Teste do Qui-quadrado; p < 0,01).

Quanto a magnitude das respostas positivas especificas a PvAMA-1p (Figura
24B), foi observado niveis mais elevados de anticorpos circulantes (IR) em
pacientes durante a fase aguda de malaria vivax (IR = 3,9), sendo estes niveis
mantidos por até 60 dias (IR = 2,4), (Teste de Kruskal-Wallis; p >0,05).
Interessantemente, apesar dos niveis médios de anticorpos anti-PvAMA-1p, se
mostrarem significativamente reduzidos em convalescentes de 180 dias em
comparag¢ao em individuos avaliados na fase aguda e convalescentes de 30 dias, os
mesmos sao similares aos observados no grupo CE (IR = 14 e 1,5
respectivamente; Teste de Kruskal-Wallis; p > 0,05).

Quando o mesmo individuo teve sua amostra de soro avaliada na fase aguda
da malaria vivax e seis meses apos o diagnostico (conv 180d; n = 16) (Figura 24C),
foi observada uma tendéncia a redugcao da magnitude da resposta de anticorpos
especificos (agudo = 2,4 versus conv 180d = 0,9) (Teste pareado de Wilcoxon; p >
0,05). Somente 50% (4/8) dos individuos positivos na fase aguda permaneceram
positivos para anticorpos anti-PvAMA-1p, apés 180 dias decorridos da infeccao.
Porém, cerca de 38% (3/8) dos negativos na fase aguda foram positivos 180 dias

apos a infecgéao.
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Figura 24. Imunogenicidade de PvAMA-1p, durante o curso da infecgdo por P. vivax. Frequéncia
de respondedores. As barras indicam a propor¢do de amostras respondedoras positivas no
respectivo tempo avaliado (A). indice de reatividade de individuos respondedores positivos ao longo
da infecgdo ocasionada por P. vivax. Whiskers indicam os 10" ao 90" percentis e outliers sao
indicados pelos dots abaixo e acima dos boxes. A linha horizontal dentro dos boxes representam as
medianas (B). Cada amostra de plasma foi testada em duplicata pelo ELISA. A significancia
estatistica entre diferentes pontos foi avaliada pelo teste do Qui-quadrado (com teste de Fisher para
comparagdes multiplas) para (A) e teste de Kruskal-Wallis (com teste de Mann Whitney para
comparac¢des multiplas) para (B). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. CE (Controles expostos, n = 21),
pacientes com infecgdo aguda (agudos, n = 57), apds tratamento (convalescentes “conv 30d”, “conv
60d” e “conv 180d” apos o diagndstico, n = 41, 20 e 27, respectivamente). Mudancgas temporais no
indice de reatividade (IR) de IgGs especificas a PvAMA1p, no plasma dos individuos durante o
seguimento (agudos e conv 180d, n = 16) (C). Cada linha pontilhada conectando os diferentes pontos
representa um individuo. Cada amostra de plasma foi testada em duplicata por ELISA. A significancia
estatistica entre os varios grupos foi determinada pelo teste pareado de Wilcoxon (C).
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Durante o episédio agudo de malaria vivax, também foi investigada a
influéncia de infecgdes pregressas no perfil de respondedores e niveis de anticorpos
anti-PvAMA-1p,. Para tal, os individuos pertencentes a esse grupo foram divididos
em primoinfectados (n = 21) e individuos relatando uma ou mais malarias prévias (n
= 36) (Figura 25). Foi observado que a frequéncia de individuos agudos que
apresentaram anticorpos circulantes direcionados a PvAMA-1p, foi maior dentre os
pacientes relatando infecgao prévia, se comparado aos que relatam estar sofrendo o
primeiro episédio de malaria no momento deste estudo (56% versus 38%) (Teste de
Fisher; p < 0,05) (Figura 25A). No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de anticorpos PVAMA-1p, especificos quando individuos
primoinfectados e relatando episodios pregressos da doenga foram comparados (IR
= 2,5 e 4,5, respectivamente) (Teste de Mann-Whitney; p > 0,05) (Figura 25B).
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Figura 25. Associagao entre frequéncia de individuos respondedores e niveis de anticorpos
especificos a proteina recombinante PvAMA-1,;, e existéncia de episédios prévios de malaria.
Individuos durante a fase aguda de malaria vivax (n = 57) foram agrupados de acordo com a
ocorréncia de episédios pregressos de malaria. O nimero de individuos que compdem cada grupo
foram de 21 para primoinfectados e 36 para previamente infectados. Barras indicam a proporgao de
individuos respondedores positivos & proteina PvAMA-1p, (A). indice de reatividade dos individuos
respondedores positivos durante a infecgdo aguda de malaria vivax de acordo com a ocorréncia de
malaria prévia declarada (B). A significancia estatistica entre os diferentes grupos foram avaliados
pelo teste de Fisher para (A) e teste de Mann Whitney para (B).*p < 0,05.

5.3.2.2 Individuos expostos na Amazdnia Brasileira exibem MBCs especificas para

PvAMA-1py;, as quais persistem por longos periodos
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Em seguida, foi explorado se 7) foram geradas células B de memoéria (MBCs)
PvAMA-1p, especificas nos individuos avaliados; 2) se elas estiverem presentes,
como foi a magnitude de resposta de MBCs especificas em cada grupo e 3) como
estas células se comportaram ap6s a malaria aguda patente, durante o periodo de 6
meses de seguimento.

Considerando que o numero de ASCs detectadas na cultura in vitro seja um
reflexo da frequéncia precursora de MBCs circulantes, foi observado MBCs PvAMA-
1pn especificas em todos os grupos analisados (Figura 26). O percentual de
individuos que apresentaram MBCs anti-PvAMA-1p, especificas foram de 67%, 45%,
62% e 56% para os grupos CE, agudos, e convalescentes de 60 e de 180 dias,
respectivamente. As magnitudes das respostas ndo foram estatisticamente distintas
entre os grupos, independente se os resultados foram reportados como numero de
spots PVAMA-1p especificos por 106 PBMCs (variando de 1 a 82 ASC/10° células)
(Teste de Kruskal-Wallis; p > 0,05) (Figura 26A) ou proporgcao de ASCs secretoras
de IgG totais PvAMA-1p, especificas (% ASC especificas variando de 0,01 a 3,2)
(Teste de Kruskal-Wallis; p > 0,05) (Figura 26B).

No intuito de se avaliar se o tempo decorrido apds a infecgdo poderia ser um
fator determinante na frequéncia de MBCs PvAMA-1p, especificas, foram
selecionados para essa analise individuos cujas PBMCs foram coletadas durante a
malaria aguda e 180 dias apds o tratamento (n = 14) (Figura 26C). Nao foram
observadas alteragdes significativas na propor¢cao de individuos contendo MBCs
PvAMA-1p especificas durante a fase aguda de malaria vivax e apds 6 meses do
diagnéstico (43% e 50%, respectivamente) (Teste de Fisher; p > 0,05). Do mesmo
modo, ndo houve mudangas significativas na magnitude de resposta destas MBCs
entre estes pontos avaliados, embora tenha sido observada a tendéncia a
percentuais elevados destas células em convalescentes de 180d (% PvAMA-1p -
MBC: 0,05% vs. 0,13%, respectivamente) (Teste pareado de Wilcoxon; p > 0,05).

As alteracbes mais evidentes nestes resultados foram notadas quando os
participantes foram avaliados individualmente. Nesse sentido, foi observado que
63% (5/8) dos individuos que eram negativos para MBCs especificas durante a fase
aguda de malaria, tornaram-se positivos durante a fase de convalescenca. Por outro
lado, 67% (4/6) dos individuos que inicialmente eram positivos para MBCs-
especificas, tornaram-se negativos seis meses apos o diagnostico de malaria vivax

(Figura 26C). Imagens representativas de respostas inespecificas (meio + SFB
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10%), ASCs secretoras de IgG totais e ASCs secretoras de IgG AMA-1p, especificas

séo exibidas na Figura 26D.
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Figura 26. Resposta naturalmente adquirida de MBCs a proteina recombinante PvAMA-1p, ao
longo do curso da infec¢do por P. vivax. Resposta antigeno especifica dos individuos observada
pelo ELISpot expressas como ASCs antigeno especificas/1 0° PBMCs (A) e percentual (%) de ASCs
especificas secretoras de IgG (B). Cada ponto representa uma amostra de PBMCs que foi testada em
duplicata por ELISpot. A média de cada grupo foi indicada pela linha horizontal £ S.E.M. SignificAncia
estatistica entre diferentes pontos avaliados foi determinada para cada antigeno através do teste de
Kruskal-Wallis (com teste de Mann Whitney para comparagdes multiplas; p > 0,05). CE (Controles
expostos, n = 12), agudos (n = 20); pos-infecgao (convalescentes “60d” e “180d” apds o diagndstico,
n = 13 e 18, respectivamente). Mudangas temporais nas frequéncias de MBCs PvAMA-1p,
especificas (C) em PBMCs dos individuos durante o seguimento (agudos e conv 180d, n = 14). Cada
linha pontilhada conectando diferentes pontos representa um participante individual. Cada amostra de
PBMCs foi testada em duplicata por ELISpot. A significAncia estatistica entre os varios grupos foi
determinada pelo teste pareado de Wilcoxon. Imagens representativas dos experimentos (Meio +
FBS 10%); ASCs secretoras de IgG totais; ASCs secretoras de IgG PvAMA-1p, especificas (D).
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A heterogeneidade individual nos padrées das respostas de anticorpos e de
MBCs é representada na tabela disponivel no ANEXO F. Apesar de 85% dos
individuos apresentarem anticorpos e/ou MBCs PvAMA-1p, especificos, MBCs
estiveram ausentes (por exemplo, nos individuos 3, 4 e 22). Do mesmo modo, em
alguns individuos onde os anticorpos ndo foram detectaveis, MBCs especificas
foram observadas através do ELISpot (por exemplo, nos individuos 1, 8, 10, 11, 13,
15 e 17).

5.3.2.3 Perfil das subpopulagdes de células B em individuos da Amazénia Brasileira
naturalmente expostos a Plasmodium vivax

Diversos estudos tém relatado frequéncias aumentadas de MBCs atipicas em
individuos expostos a P. falciparum (WEISS et al., 2009; 2010; 2011; NOGARO et
al., 2011; CLARK et al., 2012; AYIEKO et al., 2013; ILLINGWORTH et al., 2013;
NDUNGU et al., 2013; MUELLENBECK et al.,, 2013; AMPOMAH et al., 2014;
REQUENA et al., 2014; SCHOLZEN et al., 2014; PORTUGAL et al.,, 2015;
SUBRAMANIAM et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016), assim como alteragdes em
outros subtipos de células B tais como imaturas, naives, MBCs classicas, ativadas e
PCs (ASITO et al., 2008; 2011; WEISS et al., 2009; 2011; CLARK et al., 2012;
AYIEKO et al.,, 2013; ILLINGWORTH et al.,, 2013; AMPOMAH et al., 2014;
SULLIVAN et al., 2016). Assim, sugere-se que tais alteragbes possam estar
relacionadas as disfungdes na aquisicdo e manutencdo de imunidade protetora a
malaria falciparum (WEISS et al., 2009; SCHOLZEN e SAUERWEIN, 2013;
PORTUGAL, PIERCE e CROMPTON, 2013; PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN et
al., 2016).

Nesse estudo, foi investigado se a exposicdo a malaria em areas de baixa
transmissao como verificada na Amazébnia Brasileira poderia estar associada as
alteracées no compartimento de linfécitos B também durante a malaria vivax. Foram
entdo determinadas as frequéncias de distintos subtipos de células CD19" em todos
os individuos dos quais tinhamos células disponiveis para esta analise fenotipica,
sendo: agudos: n = 19; convalescentes 30, 60 e 180 dias ap6s o diagndstico: n = 19,
14 e 16, respectivamente. Os resultados obtidos foram comparados com os dados
provenientes de individuos expostos, porém néo infectados (CE: n = 15). Também

foi avaliada a influéncia da exposicdo em areas endémicas de malaria no
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compartimento de células B (controles ndo expostos - CNE; n = 5). A estratégia de
analise utilizada foi exibida na Figura 9, disponivel em Material e métodos.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre as frequéncias de
células T (CD3"), B totais (CD19), B naives (CD19°CD10°CD21*'CD27") e MBCs
ativadas (CD19'CD10°CD21°CD27'CD20") entre os grupos estudados (Teste de
Kruskal-Wallis; p > 0,05) (Figuras 27A, B, D e G). No entanto, variacdes
significativas foram detectadas em outros subtipos de células B analisados.

Pacientes com malaria vivax patente apresentaram frequéncias elevadas de
linfocitos B imaturos (CD19°CD10") (4,6%) (Figura 27C). Porém, estas frequéncias
foram normalizadas gradualmente durante o periodo de convalescenga (3,1%, 2,6%
e 2,4%, para conv 30, 60 e 180d, respectivamente), retornando aos niveis
semelhantes aos exibidos pelos grupos controles (Teste de Kruskal-Wallis; p <
0,001).

Para MBCs classicas (CD19°CD10°CD21°CD27") (Figura 27E), foram
observadas frequéncias aumentadas deste subtipo de linfécitos B em controles
expostos (CE) (29,4%) em relagdo aos pacientes infectados por P. vivax (17,7%) e
convalescentes (16,2%, 18,3% e 19,1%, para conv 30, 60 e 180d, respectivamente)
(Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,05). Interessantemente, foi observado que CNE e CE
apresentaram proporgcbes similares deste subtipo celular (26% e 29,4%,
respectivamente).

Com relagdo as MBCs atipicas (CD19°CD10°CD21°CD27°) (Figura 27F), foi
observado que as mesmas encontram-se expandidas em individuos residentes em
regides endémicas da doenga (CE), se comparados aos individuos ndo expostos
(10,9% vs. 4,7%, respectivamente) (Teste de Mann-Whitney; p < 0,05). Esta
expansado esteve presente independentemente dos individuos estarem na fase
aguda da infecgao ou convalescencga (Teste de Kruskal-Wallis; p > 0,05).

Finalmente, foi observado um aumento significativo na frequéncia de PCs
(CD19"CD10°CD21°CD27°CD20°) em pacientes durante o episodio de malaria vivax,
se comparados aos demais percentuais exibidos por todos os demais grupos
estudados (Figura 27H). A expansao destas células, presente apenas durante a
fase aguda da infecgéo (3,9%), foi revertida na convalescéncia, onde foi observada a
contragao desta subpopulagéo de células B (1,3%, 1,3% e 1,2%, para conv 30, 60 e

180d, respectivamente) (Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,05).
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Figura 27. Distribuicdo dos subtipos de células B em individuos provenientes da Amazénia
Brasileira. Graficos de C-H sao diferentes subtipos de células B. Cada ponto representa uma
amostra que foi testada por citometria de fluxo. A mediana de cada grupo foi representada por
uma linha horizontal. Controles ndao expostos (CNE) (n = 5), controles expostos (CE) (n = 15),
agudos (n = 19); pés-infecgao (convalescentes 30, 60 e 180 dias apds o diagndstico, n=19, n =14 e
16, respectivamente). As significancias estatisticas entre diferentes pontos foram determinadas
utilizando o teste de Kruskal-Wallis (com teste de Mann Whitney para comparag¢des multiplas); *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

A Figura 28 representa o perfil geral dos subtipos de células B avaliados nos

grupos estudados.
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Figura 28. Perfil representativo dos subtipos de células B em individuos provenientes da
Amazoénia Brasileira. As frequéncias dos subtipos de células B foram determinadas por citometria de
fluxo, conforme previamente detalhado. Controles ndo expostos (CNE) (n = 5), controles expostos
(CE) (n = 15), agudos (n = 19); pés-infeccdo (convalescentes 30, 60 e 180 dias apds o diagndstico,
n= 19, n = 14 e 16, respectivamente). As proporgdes relativas das subpopulagdes de células B foram
analisadas em relagéo as células B totais (CD19") e exibidas nos quadrados empilhados.

Visto que células B atipicas estiveram expandidas na fase aguda e de
convalescencga da infecgao, foi investigada a influéncia de infecgbes prévias neste
cenario (Figura 29). Os resultados demonstraram que a frequéncia de células B
atipicas observada em individuos expostos com relato de episodios pregressos de

malaria foi significativamente superior a observada em individuos expostos, porém,
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sem relato de maléria (17,3% versus 9,4%, respectivamente; Teste de Mann
Whitney; p < 0,05).
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Figura 29. Individuos provenientes da Amazoénia Brasileira naturalmente expostos aos
parasitos também exibiram expansao de MBCs atipicas em seu sangue periférico. Influéncia da
exposicao e episodios pregressos de malaria na expansao de MBCs atipicas. Cada ponto representa
uma amostra testada por citometria de fluxo. A mediana referente a cada grupo foi indicada pela linha
horizontal. Controles ndo expostos (CNE) (n = 5) e controles expostos (CE) (n = 15). As significancias
estatisticas entre diferentes pontos foram determinadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis (com
teste de Mann Whitney para comparagdes multiplas); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

A seguir, também foi determinada a raz&o entre MBCs classicas e atipicas.
Interessantemente, para individuos ndo expostos, a razdo MBCs classicas/atipicas
foi cerca de 5; para controles expostos (CE) foi de 3 e para pacientes com infecgao
aguda por P. vivax e convalescentes esta razéo foi cerca de 1 (Teste de Kruskal-
Wallis; p < 0,05). Estes valores enfatizam a importancia de se investigar melhor o
impacto da expansao de MBCs atipicas na aquisi¢cdo de imunidade a P. vivax em

individuos provenientes da Amazonia Brasileira.

5.3.2.4 Analise longitudinal de subpopulacbes de B nos distintos pontos do
seguimento confirma a expansao de células B imaturas e PCs durante a fase aguda
de malaria vivax

Com a finalidade de verificar se as observagdes feitas para a populagédo geral

de individuos em relacédo as oscilagdes no perfil fenotipico de células B podem ser
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confirmadas em ambito individual, foi realizada a analise pareada de 9 individuos
cujas amostras de PBMCs estavam disponiveis para todos os pontos do seguimento
(Figura 30). Pelos graficos foi possivel confirmar a expansdo previamente
observada em células B imaturas (4,6% vs. 2,2%, 2,0% e 2,3%, para malaria vivax
aguda, conv 30, 60 e 180d, respectivamente) (Teste de Friedman; p < 0,01) (Figura
30A) e PCs (4,8% vs. 1,9%, 1,0% e 2,2%, para malaria vivax aguda, conv 30, 60 e
180d, respectivamente) (Teste de Friedman; p < 0,05) (Figura 30F) durante a
infecgao plasmodial. Durante a convalescenca, as frequéncias de ambos os subtipos
de células B retornaram aos niveis fisiolégicos. Para as células B naives, MBCs
classicas, atipicas e ativadas nao foram observadas diferengas entre os pontos

analisados (Teste de Friedman; p > 0,05) (Figuras 30B - E).
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Figura 30. Alteragdes induzidas pelo decorrer do tempo nos subtipos de linfécitos B durante
os seis meses de seguimento. Graficos de A-F representam distintos subtipos de células B
conforme determinados pela citometria de fluxo e as frequéncias relativas a cada subtipo sdo exibidas
nos graficos. Cada linha pontilhada conectando diferentes pontos representa um participante
individual (n = 9). A significancia estatistica entre os varios grupos foi determinada pelo teste de
Friedman (com teste de Wilcoxon para comparagdes multiplas); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

5.3.3 Discussao

Considerando a imunogenicidade de PvAMA-1 observada em diversos
trabalhos prévios (RODRIGUES et al., 2005; MORAIS et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2006; BARBEDO et al., 2007; REMARQUE et al., 2008; MUFALO et al., 2008;
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BUENO et al., 2011; SANCHEZ-ARCILA et al., 2015), nesse estudo foi avaliada a
relagao entre o perfil de resposta de anticorpos direcionados a essa proteina (Dll) e
a geracao e manutengdo de células B de memodria (MBCs) durante e apds o
tratamento de individuos residentes na Amazonia Brasileira relatando malaria vivax.

Os dados soroloégicos obtidos permitiram observar que todos os grupos
apresentaram consideravel prevaléncia de respondedores contra a proteina PvAMA-
1o, com destaque para convalescentes de 30d (63%) (Figura 24A). Dentre os
individuos que reportaram anticorpos anti-PvAMA-1p,, foi observado que aqueles
situados na convalescengca de 180 dias apresentaram niveis significativamente
reduzidos de IgG, se comparados a individuos agudos ou convalescentes de 30 dias
(Figura 24B). A tendéncia na reducdo dos niveis de IgG anti-PvAMA-1p; foi
observada ainda quando amostras de soro de um mesmo individuo foram avaliadas
durante o episédio agudo da doenga e 180 dias apds o tratamento (Figura 24C).
Esses dados sugerem que anticorpos anti-PvAMA-1p, podem ndo ser mantidos na
circulacdo em altos niveis seguindo-se o tratamento da doencga. Os resultados
exibidos sao distintos dos observados no capitulo 5.2 deste estudo, onde anticorpos
direcionados aos peptideos que representam PvAMA-1 e PvMSP-9 se mostraram
mais estaveis com o passar do tempo.

Na tentativa de avaliar a influéncia de infecgbes pregressas de malaria na
frequéncia de respondedores e niveis de anticorpos circulantes, individuos na fase
aguda de malaria vivax (relatando os maiores IR) foram estratificados em: zero
episodios pregressos de malaria e = 1 episoddios (Figura 25). Foi observada uma
maior prevaléncia de respondedores entre individuos que relataram ocorréncia de >
1 malarias prévias, porém, os niveis de anticorpos especificos nao foram
significativamente diferentes entre primoinfectados e aqueles que relataram > 1
malarias prévias. Quanto a relacido entre frequéncia de respondedores e episddios
pregressos de malaria, os resultados obtidos nesse estudo corroboram dados da
literatura que mostram que episodios pregressos de malaria estdo associados ao
aumento da prevaléncia de respondedores a PvAMA-1 (RODRIGUES et al., 2005;
BARBEDO et al., 2007). Por outro lado, Rodrigues e colaboradores (2005)
observaram niveis reduzidos destes anticorpos em primoinfectados, se comparados
aos de individuos que relataram episodios prévios de malaria (RODRIGUES et al.,

2005). Tendo em vista a nitida tendéncia de elevagdo nos niveis de anticorpos em
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individuos reportando malarias prévias, tornam-se necessarios outros estudos onde
maior numero de individuos possa ser avaliado.

ApOs a determinagdo da resposta de IgG total anti-PvAMA-1p, foram
avaliadas a prevaléncia, magnitude e persisténcia de MBCs especificas frente a
essa proteina. Dentre os grupos avaliados, os percentuais de individuos
apresentando MBCs especificas, bem como a magnitude de resposta para essas
células foram similares (Figura 26B). Além disso, a analise pareada de amostras de
PBMCs coletadas a partir de um mesmo individuo (fase aguda e convalescenga)
permitiu verificar que o percentual de individuos que apresentaram MBCs anti-
PvAMA-1p, se manteve estavel por até 6 meses apds o diagndstico/tratamento da
doenga (43% dos individuos apresentaram MBCs especificas na fase aguda e 50%
na fase de convalescengca de 180 dias). Apesar de variagbes individuais na
frequéncia de MBCs terem sido observadas (Figura 26C), dados oriundos da
analise de CE sugerem que, quando geradas, as MBCs e anticorpos antimalaricos
sao capazes de persistir durante longos periodos. Neste sentido, podemos citar, por
exemplo, dois individuos controles expostos (6CE e 10CE) que, mesmo tendo
sofrido o ultimo episdédio agudo da doenga ha mais de 10 anos apresentaram MBCs
capazes de responder a PvAMA-1p;;, bem como niveis positivos de anticorpos anti-
PVAMA-1p,.

Os dados exibidos neste estudo mostraram-se de acordo com os disponiveis
na literatura, que relatam que MBCs direcionadas aos antigenos de Plasmodium
falciparum, especialmente, podem ser geradas e ter longa vida em individuos
expostos. Nesses estudos, a prevaléncia de individuos apresentando MBCs
antigeno-especificas foi de 30 a 50%, mesmo apds décadas de exposi¢cdo a malaria
(WEISS et al., 2010; 2012; DORFMAN et al., 2005; NDUNGU et al., 2012; NOGARO
et al.,, 2011; WIPASA et al., 2010). Relativo a malaria vivax, ndo existe dados
disponiveis sobre a ocorréncia de MBCs especificas durante o episddio agudo da
doenga, o que torna nossos resultados de grande relevancia. O unico estudo
direcionado a P. vivax é de Wipasa e colaboradores (2010), que avaliaram
concomitantemente a resposta de anticorpos e MBCs especificas a PvAMA-1
(ectodominio completo), PvMSP-119 € PvDBP em individuos relatando episddios
pregressos de malaria falciparum e/ou vivax, porém, sem infecgédo ativa. Apesar dos
dados serem interessantes, visto que os autores demonstram que, em condi¢des de

transmissao esporadica da doenca, individuos adultos se apresentaram
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soropositivos para os antigenos de P. vivax no momento do recrutamento,
permanecendo positivos ao longo do estudo (12 meses), a auséncia de dados
originados a partir da fase aguda de malaria traz limitagbes a interpretagdo dos
resultados. Nesse estudo, mesmo sem qualquer evidéncia de resposta de anticorpo
e MBCs durante a fase aguda da doenca, os autores concluiram que os niveis de
anticorpos e magnitude de MBCs especificas aos antigenos plasmodiais sao
estaveis com o decorrer do tempo (WIPASA et al., 2010).

No que diz respeito as falhas na manutencao de imunidade induzida por meio
de imunizagdes, € hipotetizado que uma série de fatores, tal como, modulagdo no
compartimento de células B em decorréncia da exposicdo a distintos antigenos
plasmodiais (PORTUGAL, PIERCE e CROMPTON, 2013; PORTUGAL et al., 2013;
SCHOLZEN e SAUERWEIN, 2013; HVIID, BATFOD e FOWKES, 2015), podem
estar associados a esse processo. No presente estudo, foi observada expansao de
células B imaturas e PCs durante a malaria aguda, seguindo-se contragdo das
mesmas aos niveis fisioldogicos apdés o tratamento da infecgcdo plasmodial. No
entanto, trabalhos disponiveis na literatura apontam que a expansao de B imaturas
nao se estendeu aos adultos naturalmente infectados por P. falciparum, mas apenas
em criangas (ASITO et al.,, 2008; 2011; WEISS et al.,, 2009; PORTUGAL et al.,
2012). Os fatores que direcionam estes achados n&o sdo comprovados até o
momento e parecem ser ligados a idade (SCHOLZEN e SAUERWEIN, 2013). Dentre
os fatores associados a expansao de células B imaturas, sugere-se uma reagao
fisiolégica em resposta a linfopenia caracteristica da fase aguda da doenga (HVIID e
KEMP, 2000; MALASPINA et al., 2007) e a saida precoce destas células da medula
O0ssea, como previamente demonstrada em modelos experimentais (BOCKSTAL et
al., 2011). Em relagcdo a expansédo de PCs durante a malaria aguda, isso ja foi
observado em outros estudos (CLARK et al., 2012; SULLIVAN et al, 2016). Devido
ao fato de PCs responderem rapidamente aos estimulos antigénicos especificos,
Sullivan e colaboradores (2016) sugeriram que o momento em que o individuo
apresenta-se com os sintomas de malaria e ainda nao recebeu o tratamento
quimioterapico deva ser o0 momento ideal para caracterizar plasmablastos/PCs no
sangue periférico (SULLIVAN et al., 2016).

Neste estudo também foram observadas frequéncias aumentadas de MBCs
classicas em individuos expostos, porém nao infectados, se comparados aos

individuos durante a fase aguda de malaria vivax, bem como em convalescentes.
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Apesar disso, foi observada uma tendéncia a elevacdo das frequéncias de MBCs
classicas durante a convalescenga da doenga. Outros estudos disponiveis na
literatura também relataram ligeira queda em MBCs classicas durante episddios
agudos de malaria falciparum (revisto por AMEZCUA-VESELY et al., 2012; BORHIS
e RICHARDS, 2015), sendo observadas inclusive frequéncias estaveis das mesmas
em criangas de Uganda ao longo de um periodo de observacao de 28 dias apos o
inicio do tratamento de malaria falciparum (SULLIVAN et al., 2016). Na tentativa de
explicar tais observagdes, foi hipotetizado que infecgdes malaricas agudas ou
recentes podem ocasionar retencdo de MBCs classicas em tecidos linfoides
(CALLARD et al., 1982; DORFMAN et al., 2005). Além disso, € possivel que durante
a fase aguda, MBCs classicas se diferenciem em ASCs tendo, portanto, sua
frequéncia reduzida na periferia (CROMPTON et al., 2009).

Interessantemente, niveis de MBCs atipicas estiveram elevados em todos os
grupos de individuos avaliados. Do mesmo modo, lllingworth e colaboradores (2013)
também observaram que criancas africanas infectadas por P. falciparum em areas
de transmissao estavel para a doenga ou apenas expostas, mas nao infectadas,
apresentaram frequéncias elevadas e similares de MBCs atipicas (ILLINGWORTH et
al.; 2013), o que permite inferir que tal expanséo n&o vincula-se obrigatoriamente a
existéncia de parasitemia sanguinea ativa no momento da amostragem (REQUENA
et al.,, 2014). O perfil genético da populacdo exposta ou fatores ambientais
associados a transmissdo de malaria ndo avaliados neste estudo, tais como ma-
nutricdo e comorbidades, também poderiam estar envolvidos na expansdo de MBCs
atipicas nestes sujeitos expostos (WEISS et al., 2009). lllingworth e colaboradores
(2013) ainda demonstraram que somente apos 5 anos de auséncia de reexposi¢cao
aos parasitos os niveis de MBCs atipicas se contrairam aos niveis fisioldgicos, ou
seja, aos niveis semelhantes aos observados em individuos ndao expostos a malaria
(ILLINGWORTH et al.; 2013). Interessantemente, quando foram estratificados os
individuos expostos, porém nao infectados, segundo relato de ocorréncia de
episodios pregressos de malaria, foi possivel inferir que a expansao de tais células
parece ser influenciada pela existéncia de infecgdes sofridas pelo individuo ao longo
da vida. Estes achados corroboram os dados de Weiss e colaboradores (2011) que
observaram que adultos peruanos infectados previamente por P. falciparum exibiram
frequéncias elevadas de MBCs atipicas, se comparados aos individuos expostos

que nao relataram episddios prévios de infecgdes plasmodiais (WEISS et al., 2011).
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Se células B atipicas influenciam ou ndo na inducdo e manutencdo da
imunidade antimalarica, isso permanece por ser esclarecido. Apesar disso, foi
demonstrado recentemente que MBCs atipicas provenientes de individuos de Mali,
com malaria falciparum patente, superexpressam correceptores com fungao
inibitoria, particularmente FcRLS5 (Fc receptor-like-5). Este correceptor demonstrou
capacidade de modular a ativagado das células B mediada pelo BCR, o que acarreta
na redugdo da capacidade efetora de tais células (HAGA et al., 2007).
Especificamente, MBCs atipicas ndo se mostraram aptas a secretar anticorpos
ativamente ou se diferenciarem em ASCs in vitro (PORTUGAL et al., 2015). Estudos
sao fundamentais para esclarecer se a expansao de tais células é mediada
exclusivamente pelo parasito ou se fatores associados a malaria, tais como,
comorbidades e ma-nutricdo contribuem para essa observagdo (revisto por
SCHOLZEN e SAUERWEIN, 2013; HOWES et al., 2016).

Os resultados aqui apresentados confirmam que a exposicdo a P. vivax
determina a ocorréncia de alteracbes no compartimento de células B (WEISS et al.,
2009; 2011; CLARK et al., 2012; NDUNGU et al., 2013; ILLINGWORTH et al., 2013;
AMPOMAH et al., 2014; REQUENA et al., 2014; PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN
et al., 2016). No entanto, ainda precisa ser elucidado se a expansao de MBCs
atipicas € capaz de influenciar a eficacia de vacinas direcionadas a malaria em
areas endémicas. Em um estudo de imunizagcdo com antigenos recombinantes
provenientes de P. falciparum, foi observado que a vacinacdo em individuos
americanos foi mais eficientes em induzir MBCs e anticorpos PfAMA-1 e PfMSP-14,
especificos quando comparado ao observado em adultos provenientes de area
endémica do Mali (CROMPTON et al., 2009). Resultados semelhantes foram
observados no Sri Lanka, onde individuos que relataram prolongada exposi¢gao em
areas endémicas de malaria mostraram-se menos aptos a produzirem anticorpos
especificos em resposta ao estimulo com extrato soluvel de eritrocitos infectados por
P. vivax, se comparados aos individuos que relataram curta exposicdo areas
endémicas para a doengca (GOONEWARDENE et al.; 1990; revisto por LONGLEY et
al.; 2016). Estas observagdes implicam em um possivel impacto negativo de longas
exposicoes aos plasmodios em estratégias de imunizacdo (WEISS et al., 2009;
PORTUGAL et al., 2015).

Em resumo, a exposicdo a P. vivax em regides de baixa endemicidade é

capaz de induzir a geragdo de MBCs anti-PvAMA-1p, persistentes, embora as
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respostas de anticorpos especificos contra esta proteina parecam ser de curta
duracao. Além disso, é notada a expansao de MBCs atipicas, se comparados aos
nao residentes em areas endémicas de malaria. Durante o episddio agudo de
malaria vivax foi observada alteracbes no compartimento de linfécitos B conforme
previamente observado para P. falciparum, com destaque para expansao de
imaturas e PCs, as quais retornaram aos niveis fisiologicos durante a
convalescenca. Estudos posteriores sdo de fundamental importancia para
determinar o impacto de tais alteragbes em estratégias de imunizag¢des voltadas ao

combate da malaria vivax em populacées expostas na Amazdnia Brasileira.
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6 DISCUSSAO GERAL

Embora os esforgos de controle tenham possibilitado a redugéo significativa
da morbidade e mortalidade dos individuos afetados, a malaria permanece até os
dias atuais como grave problema de saude publica mundial (WHO, 2015). Dentre as
medidas de controle contra o avango desta enfermidade esta o desenvolvimento de
uma vacina que confira protecdo de maneira eficaz e duradoura (GOOQOD et al., 2005;
DRUILHE e BARNWELL, 2007; ENGWERDA et al., 2012). Recentemente foi
licenciada a primeira vacina direcionada exclusivamente ao combate a malaria
falciparum, denominada RTS,S/AS01 (Mosquirix®, GlaxoSmithKline). No entanto,
apesar de grandes expectativas geradas pela comunidade cientifica, a mesma
demonstrou conferir reduzida protecdo as criangcas africanas contra o
desenvolvimento de malaria grave ocasionada por esta espécie de plasméddio
(AGNANDJI et al., 2011; AGNANDJI et al., 2012).

Pesquisas vacinais focadas na malaria vivax tém sido desenvolvidas de
maneira mais lenta, frequentemente orientadas por estudos focados em P.
falciparum. A negligéncia atribuida a malaria vivax ao longo dos anos pode ser
explicada, dentre outros fatores, pelo fato de P. vivax ter sido associado, até entéo, a
apenas casos néao letais da doencga, bem como a falta de metodologia de cultivo
continuo in vitro de longa duragao e a escassez de modelos animais para avaliagao
de candidatos vacinais in vivo. Atualmente, relatos crescentes de casos graves e
trabalhos comprovando que P. vivax seja refratario as medidas de controle adotadas
tradicionalmente, demonstram o quanto estudos direcionados a esta espécie sdo de
fundamental relevancia (MUELLER, SHAKRI e CHITNIS, 2015).

No Brasil, P. vivax é associado a cerca de 85% dos episddios de malaria
(WHO, 2015). Além disso, poucos estudos tém sido conduzidos com a finalidade de
entender os fatores geradores e reguladores de memdria imunolégica focados em
células B. A maior parte dos trabalhos realizados até o momento foram estudos
sorolégicos que correlacionaram niveis de anticorpos ou citocinas séricas com
presenca/auséncia de sintomas clinicos ou risco de infec¢gdo. Sabendo-se que a

memoria imunoldgica antigeno-especifica € a base para o desenvolvimento de



141

vacinas seguras e eficazes (SALLUSTO et al, 2010), este presente estudo foi
elaborado com a finalidade de conhecer, em ambito fenotipico e funcional,
caracteristicas imunolégicas associadas ao compartimento de células B em
individuos expostos na Amazdnia Brasileira durante o episédio agudo, bem como
em distintas fases da convalescenca de malaria vivax.

Embora o sistema imune humano seja, de maneira geral, capaz de detectar
rapidamente a presenga dos plasmaddios, “reagindo” a presenga dos mesmos
através da sintomatologia e promovendo alteragdes em parametros sanguineos
dentre outras modificagcdes, sabe-se que imunidade naturalmente adquirida se
desenvolve lentamente apds multiplas exposi¢cdes, podendo ser alcangcada a
imunidade clinica, porém, raramente é observada a protegéo estéril (BAIRD, 1998;
DOOLAN et al., 2009). Desta maneira, no que se refere ao controle dos plasmaodios
durante o estagio sanguineo da doencga, destacam-se os anticorpos (COHEN et al.,
1961, SABCHAREON et al., 1991). Os mecanismos efetores exercidos por estas
proteinas ndo sao totalmente esclarecidos e incluem inibicdo da invasdo dos
merozoitos aos eritrécitos, prevencdo da adesao dos eritrocitos parasitados aos
tecidos e opsonizagao dos merozoitos/eritrocitos parasitados para captagcao pelas
células fagociticas. Estudos apontam que o nivel de resposta e o numero de
antigenos reconhecidos sejam componentes criticos para ocorréncia de imunidade
humoral protetora (OSIER et al., 2008; CROMPTON et al., 2010; BARRY et al.,
2011; TRIEU et al., 2011). Neste estudo foi avaliada a geragdo e persisténcia de
anticorpos (IgG totais) e MBCs direcionados a dois importantes candidatos de
estagio sanguineo de P. vivax, representados por PvAMA-1 e PYMSP-9, a fim de se
confirmar o potencial imunogénico de tais antigenos sintéticos. Através da anélise da
resposta naturalmente adquirida aos peptideos PVAMA-1(s290.x307) € PVMSP-9g7gs.
Agog) Corroborou-se a imunogenicidade dos mesmos em amostras plasmaticas
obtidas de individuos naturalmente expostos a malaria em regides endémicas da
Amazébnia Brasileira (BUENO et al., 2011; RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2016). O
seguimento de tais individuos permitiu observar também que grande parte dos
soropositivos na fase aguda de malaria vivax persistram no periodo da
convalescenga. Pelo menos metade dos pacientes negativos durante o episédio
clinico soroconverteram-se ap6s 180 dias do tratamento/diagnostico de malaria.
Além disso, sugeriu-se também longa durag&o na produgao destas imunoglobulinas,

embora em niveis (IR) reduzidos em todos os pontos amostrados.
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Do mesmo modo, em investigagdo longitudinal conduzida na india, Biswas e
colaboradores (2008) observaram que criangas infectadas por P. falciparum exibiram
persisténcia de |gGs especificas a um peptideo sintético de fase sanguinea
elaborado a partir de MSP-1 (18 aa) por até 5 meses apds o tratamento da doenga
(BISWAS et al.,, 2008). Similarmente, Kaddumukasa e colaboradores (2015)
avaliaram a resposta naturalmente adquirida de individuos residentes em areas de
moderada transmissdo de malaria na Africa aos peptideos sintéticos elaborados a
partir de regides antigénicas das proteinas de P. falciparum denominadas proteina
rica em glutamato (Glutamate-rich protein - GLURP) (23 aa), MSP-3 (28 aa) e
proteina Il rica em histidina (Histidine-Rich Protein Il - HRP-II) (27 aa). Em seu
estudo, foi observada elevagcdo dos niveis de IgG especificas aos peptideos
sintéticos de fase sanguinea no periodo de 42 dias apds o diagnostico/tratamento de
malaria falciparum nao-complicada (KADDUMUKASA et al., 2015). E importante
destacar que nao foram encontrados na literatura estudos longitudinais que
avaliaram simultaneamente respostas naturalmente adquiridas de anticorpos
direcionadas aos peptideos sintéticos de P. vivax durante e apds o episodio agudo
de malaria.

No intuito de tracar um paralelo com perfil de imunogenicidade observados
aos peptideos sintéticos, foi avaliada também respostas de IgGs totais e MBCs a
proteina recombinante PvAMA-1p,. Observou-se magnitude de resposta (IR)
acentuada de IgGs totais durante a fase aguda de malaria vivax, seguida de redugao
progressiva dos IR com o a eliminagdo dos parasitos e decorrer da convalescenca.
Controles expostos, porém né&o infectados, exibiram IR semelhante aos
convalescentes em 180 dias ap6s o diagnostico/tratamento. Foi observada baixa
taxa soroconversdo no periodo de convalescenga, o0 que em conjunto, permitiu
sugerir a ocorréncia de respostas de curta duragdo apds a eliminagcao da infecgao
ocasionada por P. vivax. A persisténcia destas respostas depende de uma série de
fatores tais como a fase da coleta da amostra biolégica (malaria aguda vs.
convalescencga), idade (criangas vs. adultos), numero de episodios prévios, nivel de
exposicao, caracteristicas dos antigenos avaliados dentre outros fatores. Neste
sentido, Soares e colaboradores (1999) observaram rapido declinio de anticorpos
especificos para a proteina recombinante PvMSP-1 ao longo de 2-4 meses apds a
malaria vivax aguda em area endémica de malaria da Amazoénia Brasileira (SOARES

et al.,, 1999). Do mesmo modo, também foram observados anticorpos de curta
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duragédo contra as proteinas PvDBP-lIl e PvAMA-1 (ectodominio) apés a malaria
vivax em individuos apds breve surto de malaria em Minas Gerais (CERAVOLO et
al., 2009). Por outro lado, Wipasa et al. (2010) relataram respostas de longa duragao
na producao de anticorpos contra as proteinas PvAMA-1 (ectodominio), PvMSP-1g
e PvDBP-Il, em individuos nao infectados que relataram episodios prévios de
malaria ha, pelo menos, 6 anos antes da coleta da amostra biolégica em areas de
extrema baixa transmissao da Tailandia (WIPASA et al., 2010). Sabe-se que, apds o
estimulo antigénico, os titulos dos anticorpos especificos tendem a elevar-se
significativamente para, em seguida, entrar em fase de decaimento bifasico. Esta
fase é constituida de um rapido declinio em relagao ao pico inicial sendo, de acordo
com o antigeno avaliado, acompanhada de decaimento lento ao longo dos anos
subsequentes ou caracterizado por manutengdo de imunidade protetora de longa
duracdo (AMANNA e SLIFKA, 2010). Assim, estudos que estimaram a meia-vida de
anticorpos apdés o episodio clinico de malaria, ou seja, 1° fase de decaimento,
relataram curta duragcao da resposta para antigenos de merozoitos e gametacitos,
variando de 2 semanas (KINYANJUI et al., 2007; AKPOGHENETA et al., 2008) ha
aproximadamente 12 semanas (BOUSEMA et al., 2012). Por outro lado, estudos que
realizaram amostragem na 2° fase de decaimento, relatam meia vida de longa
duracao (WIPASA et al., 2010).

E importante enfatizar que, nesse estudo, os resultados provenientes do uso
de peptideos sintéticos sao bastante peculiares e destoam-se do perfil de
imunogenicidade observado para a proteina recombinante PvAMA-1p; no mesmo
conjunto de amostras plasmaticas avaliado. Dentre as principais diferencgas
destacam-se a magnitude de resposta de IgGs (especialmente durante a fase aguda
de malaria vivax), persisténcia dos anticorpos e perfil de soroconversdo na
convalescenca (ANEXO G). Deverao ser mais bem investigadas as vantagens e
desvantagens dos diferentes perfis sorolégicos conferidos pela natureza distinta
destes antigenos (peptideo/proteina recombinante), no intuito de se tragar com
maior eficacia estratégias vacinais direcionadas no combate a malaria.

E bem estabelecido que respostas humorais persistentes, fundamentais para
0 sucesso da aquisicdo e manutengao de imunidade, dependem da geragao tanto de
células B de memodria (MBCs), quanto de células plasmaticas de longa vida (LLPCs)
(GOOD-JACOBSON et al., 2010; AMANNA e SLIFKA, 2010). LLPCs residem na

medula 6ssea onde secretam constitutivamente anticorpos que auxiliam como
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primeira linha de defesa no caso de reinfecgdes. Ja as MBCs s&o descritas como
“quiescentes”, sendo caracterizadas pela capacidade de responder, proliferar e se
diferenciar mais rapidamente em células plasmaticas secretoras de anticorpos em
infeccbes subsequentes, se comparadas as células B naives (TANGYE e
TARLINGTON, 2009).

Para investigar a ocorréncia de MBCs malaria especificas em individuos
residentes em areas de transmisséo instavel da Amazénia Brasileira, utilizou-se um
protocolo otimizado, descrito por Jahnmatz e colaboradores (2013). Esta
metodologia permitiu 0 aumento da sensibilidade de detecgdo, bem como a redugao
do tempo de incubagdo empregado. Até entédo, os experimentos de investigagao da
memoria imunoldgica focada em células B eram baseados na pré-estimulagdo de
PBMCs por 5-6 dias, sendo utilizados CpG (agonista TLR-9), pokeweed mitégeno
(PWM) e Staphylococcus aureus Cowan (SAC), combinado com CD40L e/ou
citocinas tais como IL-2 e IL-10 (CROTTY et al., 2003; 2004, BUISMAN et al., 2009;
CAO et al., 2010). Neste presente estudo, a pré-estimulacao foi realizada em apenas
3 dias, com aplicacdo de dois estimulos: Resiquimod (R-848, agonista de TLR-7 e
TLR-8) (GORDEN et al., 2006) e IL-2. Em PBMCs totais, R-848 estimula diretamente
as MBCs, as quais, constitutivamente expressam TLR-7 (BERNASCONI et al.,
2003), bem como células mieldides, as quais, expressam TLR-8 e produzem
citocinas que auxiliardo na proliferagéo e diferenciagcao de células B. IL-2 é fator de
crescimento para células T, NK e B (MINGARI et al., 1984; BERNASCONI,
TRAGGIAlI e LANZAVECCHIA, 2002). Em seguida, prosseguiu-se as etapas do
ELISpot propriamente dito, caracterizadas por sensibilizagdo, incubagao e revelagao
(JAHNMATZ et al., 2013).

Os resultados aqui obtidos demonstraram que, embora o padrao de resposta
de anticorpos contra os peptideos sintéticos se divergirem do exibido pela proteina
recombinante nos ensaios de ELISA, quando avaliada a responsividade de MBCs
frente aos antigenos especificos (peptideos/proteina) através ferramenta do
ELISpot, foi notado que o nimero (/10° PBMCs) bem como os percentuais (%) de
MBCs especificas se mostraram bastante semelhantes para PVMSP-9E795-a808),
PVAMA-1(s290.k307) € PVAMAp. Em todos os casos, MBCs se fizeram presentes
persistentemente em todos os grupos compostos por individuos residentes em areas
endémicas, embora nado tenha se correlacionado aos IRs exibidos por seus

respectivos antigenos em todas as fases avaliadas neste estudo (agudos,
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convalescentes e expostos) (dados nao exibidos para PvAMAp;). Estudos que
investigaram a relagao entre niveis de IgGs e MBCs especificas aos antigenos de
Plasmodium também apontam resultados conflitantes (MIGOT et al., 1995;
DORFMAN et al., 2005; WIPASA et al., 2010; NOGARO et al.; 2011; NDUNGU et
al.,, 2012; AYIEKO et al., 2013; AMPOMAH et al.,, 2014). Os trabalhos que
corroboram a existéncia de correlacdo entre niveis de IgGs e MBCs especificas
sugerem que ceélulas plasmaticas secretoras de anticorpos sejam oriundas do
conjunto de MBCs em repouso, as quais originam imunoglobulinas de longa duragao
(DORFMAN et al., 2005; CROMPTON et al., 2009; NDUNGU et al., 2012). Por outro
lado, pesquisas que indicam auséncia desta correlacdo apontam que LLPCs na
medula 6ssea e MBCs sejam populagdes celulares reguladas de maneira
independente, desta maneira, a ativagdo de MBCs nao parece ser obrigatoria para
que se tenha a manutengao/persisténcia de anticorpos plasmaticos (WIPASA et al.,
2010; NOGARO et al.; 2011; AYIEKO et al., 2013; AMPOMAH et al., 2014). E
importante enfatizar que, até os dias atuais, a dindmica entre as distintas populag¢des
de células B no contexto da memoaria imunoldgica permanece pouco compreendida
(CROMPTON et al., 2009).

Comparar os resultados obtidos neste trabalho com o unico estudo disponivel
na literatura, o qual avaliou resposta de MBCs frente aos antigenos de P. vivax
(proteinas PVvAMA-1 ectodominio, PvMSP-149 e PvDBP-Il) € uma tarefa ardua, tendo
em vista que Wipasa e colaboradores (2010) utilizaram para realizagcdo de seus
experimentos de ELISpot, o protocolo tradicional de Crotty et al. (2003), o qual
esteve associado a respostas de MBCs especificas em menor magnitude. Além
disso, os autores ndo avaliaram a resposta destas MBCs durante a fase aguda de
malaria vivax, mas apenas em individuos nao infectados que relataram episddios
prévios de malaria ha, pelo menos, 6 anos anteriores a coleta da amostra biologica
em areas de extremamente baixa transmissdao de malaria (WIPASA et al., 2010).
Assim, esse trabalho é o primeiro a avaliar simultaneamente os padrdes de resposta
imune e indugdo de células B de memodria em individuos na fase aguda e
convalescenga da malaria vivax.

A principio, embora P. falciparum e P. vivax sejam espécies de plasmaodios
com caracteristicas biolégicas distintas, estas diferengcas impossibilitariam que
observagdes obtidas para uma espécie sejam extrapoladas para a outra. No entanto,

em um estudo conduzido por Ampomah e colaboradores (2014), quando avaliadas
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as respostas de MBCs de mulheres africanas gravidas em area de alta transmissao
de P. falciparum as proteinas elaboradas a partir de PfEMP-1 e ao antigeno nao
malarico representado pelo toxdide tetanico (TT), foi observado, através da
utilizagdo do protocolo otimizado de ELISpot (JAHNMATZ et al., 2013), numero de
MBCs especificas (/10° PBMCs) bastante similares aos obtidos neste presente
trabalho (AMPOMAMH et al., 2014). Com a intengdo de compreender estes achados,
Nogaro e colaboradores (2011) hipotetizaram que a similaridade da resposta de
MBCs observada entre diferentes autores poderia ser atribuida as limitacbes da
técnica de ELISpot, ao invés de refletir fendbmenos bioldgicos reais. Em seu estudo,
do mesmo modo, foram observados percentuais semelhantes de MBCs especificas
aos antigenos malaricos de P. falciparum e ao toxéide diftérico (TD), o que sugere
que montar uma resposta de células B aos antigenos malaricos ndo seja mais
complexo que para outros antigenos associados a memoaria imunoldgica de longa
duragcdo (NOGARO et al., 2011). Estas suposi¢oes talvez ajudem a justificar o fato
de que, neste trabalho, embora os peptideos avaliados sejam constituidos por
sequéncias curtas de aminoacidos e, provavelmente possuam menor numero de
epitopos disponiveis para reconhecimento imune se comparado as proteinas
recombinantes (14 aa para PvMSP-9g795.a808) Versus 244 aa para PvMSP9-RIRII72.
972 € 18aa para PVAMA-1(s290k307) vVersus 137 aa para PvAMA-1p;), tenham sido
observado respostas similares de MBCs especificas.

Levando em consideracédo a escassez de estudos direcionados a conhecer o
perfil do compartimento de células B, principalmente durante o episédio agudo de
malaria vivax, investigou-se neste trabalho, qual o impacto da exposicdo a malaria
em regides de baixa endemicidade da Amazbnia Brasileira, onde infecgbes
ocasionadas por P. vivax predominam. Para avaliacdo das flutuacbes neste
compartimento por citometria de fluxo foram utilizadas estratégias fenotipicas
semelhantes as empregadas por lllingworth e colaboradores (2013), onde a
combinagdao dos marcadores fenotipicos CD19, CD10, CD20, CD21 e CD27 tém
permitido a identificacdo de seis subtipos distintos de células B denominadas
imaturas, naives, MBCs classicas, MBCs atipicas, MBCs ativadas e PCs
(ILLINGWORTH et al., 2013). Dentre as principais flutuagdes fenotipicas observadas
neste trabalho destacaram-se propor¢des aumentadas de imaturas, PCs e MBCs
atipicas, sendo as duas primeiras, sobretudo, presentes durante a fase aguda de

malaria vivax. Considerando que trabalhos que avaliaram a cinética de células B
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durante a malaria falciparum e convalescengca sdo bastante escassos, sendo
realizados prioritariamente em criangas e em regides de alta endemicidade da
doenga (ASITO et al.,, 2008; ASITO et al.,, 2011; SULLIVAN et al., 2016) e
inexistentes na malaria vivax, reforca a importancia dos resultados inéditos aqui
exibidos, os quais, apresentaram similaridade aos exibidos em exposi¢des
associadas a P. falciparum.

Na tentativa de compreender o papel da expansao de imaturas na infecgao
plasmodial, Sullivan e colaboradores (2016) observaram que criangas africanas mais
susceptiveis a doenga exibiram, durante o episédio agudo de malaria, frequéncias
aumentadas de B imaturas (CD19°CD10"), se comparadas as consideradas com
maior imunidade a malaria falciparum (SULLIVAN et al., 2016). O papel das células
B imaturas durante a malaria necessita ser melhor investigado visto que aquelas que
apresentam fenétipo CD19*CD24"CD38" s3o descritas como capazes de exercer
fungdes reguladoras. Realmente Blair e colaboradores (2010) demonstraram que
tais células foram capazes de suprimir a diferenciacdo de linfocitos T através de
contato e via secrecdo de IL-10 (BLAIR et al., 2010). Estudos posteriores sao
necessarios para determinar se a expansao deste subtipo de B observada
pontualmente durante o episédio agudo de malaria vivax seria capaz de interferir
realmente com o estabelecimento da imunidade contra a doenga e como tais células
sao capazes de exibir propriedades imunomodulatorias importantes no contexto da
infeccao.

Em relacédo as PCs, observag¢des conduzidas neste trabalho estdo de acordo
com estudos prévios que apontam que tais células podem ser observadas
temporariamente expandidas no sangue periférico apés o estimulo antigénico,
representado pela infecgdo plasmodial patente (NDUATI et al., 2010; CLARK et al.,
2012; SULLIVAN et al., 2016). PCs observadas na periferia compreendem
majoritariamente células de vida-curta (SLPCs), as quais, sao geradas
imediatamente apds a infecgdo ou, em caso de reexposicdes, podem ser oriundas
da diferenciagdo de MBCs em ASCs/PCs (TARLINGTON et al., 2008; WRAMMERT
et al., 2008). Tais células sdo consideradas efetoras da imunidade humoral uma vez
que sao responsaveis diretamente pela produgao de anticorpos. Tendo em vista a
curta permanéncia de tais células no sangue de individuos infectados, nem sempre
os estudos focados na analise de tais flutuacbes sado capazes de detectar alteracdes
neste subtipo celular (WEISS et al., 2009; ILLINGWORTH et al., 2013).
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Os dados obtidos neste estudo apontam que a expansdo de MBCs atipicas
demonstrou ser influenciada pela exposicdo a malaria e ndo apenas restrita a
condigdo que o individuo se encontra, tal como fase aguda ou convalescenga. A
expansao de atipicas em individuos expostos a malaria falciparum foi
exaustivamente descrita (WEISS et al., 2009; 2010; 2011; NOGARO et al., 2011;
CLARK et al., 2012; AYIEKO et al., 2013; ILLINGWORTH et al., 2013; NDUNGU et
al., 2013; MUELLENBECK et al., 2013; AMPOMAH et al., 2014; REQUENA et al.,
2014; SCHOLZEN et al., 2014; PORTUGAL et al., 2015; SUBRAMANIAM et al.,
2015; SULLIVAN et al., 2016), além de parecer ser relacionada a ocorréncia de
episodios pregressos da doenga, o que corrobora com os achados de Weiss e
colaboradores (2011) em adultos peruanos expostos em regides de baixa
endemicidade de malaria falciparum (WEISS et al., 2011). Apenas um trabalho
disponivel na literatura foi direcionado a investigar tal expansdo em populagéo
exposta a P. vivax em area de alta endemicidade de Papua Nova Guiné (PNG), se
comparados a populagdo nao exposta residente na Espanha (REQUENA et al.,
2014). Embora nédo se saiba, até os dias atuais, quais fatores possam estar
associados a diferenciagao para MBCs atipicas em detrimento as MBCs classicas e
qual o papel especifico de MBCs atipicas na indugdo e manutencdo da memoria
imunoldgica focada em células B (revisto por KUROSAKI et al., 2015), estudos
apontam que tais células apresentam funcbes efetoras comprometidas, se
comparadas as MBCs classicas (HAGA et al.,, 2007; PORTUGAL et al.,, 2015,
SULLIVAN et al., 2015).

Embora outros trabalhos tenham descrito a expansido de MBCs ativadas e
classicas, bem como reducgao de B naives em individuos de Mali e Peru expostos a
P. falciparum, se comparados aos nao expostos residentes nos Estados Unidos
(WEISS et al., 2009; 2011), este fendbmeno foi atribuido ao acumulo de experiéncias
imunoldgicas em populagdes expostas a malaria (WEISS et al., 2011). Trabalhos
que realizaram o seguimento de populagdes africanas durante a fase aguda e
convalescenca de malaria falciparum apontaram resultados bastante controversos
no que diz respeito as oscilagdes ocorridas em naives, MBCs classicas e ativadas
(ASITO et al., 2008; WEISS et al., 2010; SULLIVAN et al., 2016), diferente das
observacgbes realizadas para de B imaturas, PCs e MBCs atipicas, as quais,
parecem ser mais consensuais. Apesar deste e outros estudos terem revelado uma

série de modificacbes em aspectos funcionais e composicdo do compartimento de
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linfocitos B em individuos expostos a malaria, pesquisas com maior profundidade no
assunto sao necessarias para explicar as causas de tais observagdes e clarificar
como estas alteragdes possam impedir (ou mesmo contribuir) para a geragao da
memoria imunologica humoral eficaz.

Embora este trabalho tenha apresentado limitagbes, os dados aqui exibidos
corroboram os trabalhos que indicaram que seja possivel o alcance e manutengao
da imunidade naturalmente adquirida a P. vivax em regides de baixa transmissao da
doenca. A imunogenicidade dos peptideos sintéticos PVAMA-1s290.k307) € PYMSP-
9(e795-a808) durante infecgbes naturais humanas foi confirmada, sendo associada as
respostas persistentes de anticorpos e MBCs especificas, embora variagcoes
individuais nas respostas acontegcam. A exposicdo a malaria vivax mostrou
associacao com distintas alteragées no compartimento de células B, com proporcdes
alteradas de alguns subtipos, tais como, imaturas e PCs durante a malaria aguda e
MBCs atipicas expandidas em individuos expostos nas areas endémicas brasileiras.
Estes resultados apontam que, embora P. vivax e P. falciparum sejam espécies que
apresentam comportamentos biologicos bastante distintos, destacando-se a
capacidade de P. vivax infectar reticulécitos, formar hipnozoitos, estar associado ao
aparecimento precoce de gametdcitos se comparado a P. falciparum (CARLTON et
al., 2008), ambas as espécies se mostraram aptas a induzirem flutuagdes
fenotipicas similares neste compartimento linfocitario.

Um pensamento interessante foi langado por Langhorne e colaboradores
(2008), os quais definiram a malaria como capaz de gerar mais perguntas que
respostas. Neste sentido, algumas questbes importantes permanecem por ser
elucidadas, por exemplo:

e O que se deseja de uma vacina antimalarica? Que a mesma induza uma
resposta que mimifique a imunidade naturalmente adquirida, protegendo
contra elevagdo da parasitemia sanguinea e agravamento dos sintomas
clinicos ou que a mesma promova imunidade estéril?

¢ Quais sao as caracteristicas criticas para desenvolvimento de uma resposta
imune protetora (numero de antigenos reconhecidos, nivel de resposta e
populagdes celulares moduladas)?

¢ Qual é o impacto da responsividade potencialmente alterada dos subtipos de
células B induzida pela exposi¢cdo aos parasitos na iniciacdo e recall de

respostas humorais em campanhas de vacinagao?
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e Qual a duracao destas alteracbes no compartimento de B na auséncia de
exposigcao aos plasmaodios?

A elucidacdo destas, dentre outras questdes, podera fornecer pistas

importantes para o desenvolvimento de estratégias vacinais seguras e eficazes,

fundamentais ao combate a este flagelo histérico da humanidade.
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7 CONCLUSOES

e Em éareas de baixa endemicidade individuos relatando = 1 episddio pregresso
de malaria, quando comparados a sujeitos primoinfectados, tendem a
demonstrar taxas reduzidas de parasitos circulantes, o que sugere o
estabelecimento de fatores relacionados a imunidade, capazes de controlar o

desenvolvimento do parasito;

e Visto que a busca pelo diagndstico e tratamento da infeccdo malarica pelos
individuos envolvidos nesse estudo ocorreu dentro de 2-3 dias do inicio dos
sintomas, pode-se sugerir que infec¢do malarica causada por P. vivax é
capaz de rapidamente induzir plaquetopenia, linfopenia e leucopenia, as quais

sao normalizadas rapidamente apds o tratamento da doenca;

e A plaquetopenia parece ser fortemente dependente das taxas de parasitos

circulantes;

e Individuos com malaria vivax aguda apresentaram MBCs e anticorpos
circulantes especificos para os peptideos sintéticos PVAMA-1(s290-k307) €
PVMSP-9&795.a808), bem como para a proteina recombinante PVAMA-1p;. No
entanto, enquanto os niveis de anticorpos reconhecendo peptideos
especificos mostraram-se inferiores ao observados para a proteina
recombinante PvAMA-1p,, eles tenderam a ser mais estaveis apds o

tratamento da infecgao;

e Para os antigenos plasmodiais avaliados neste trabalho, ndo foram
encontradas associagdes entre niveis de anticorpos (IgG totais) e percentuais

de MBCs especificas com o decorrer do tempo;

e A deteccdo de anticorpos malaria especificos na auséncia de MBCs, e vice-

versa, observada em nosso e em outros estudos, nos levam a questionar,
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dentre outros fatores, as estratégias preconizadas para avaliacdo dessas

respostas;

Assim como observado durante a malaria falciparum, individuos durante o
episddio agudo de malaria vivax apresentam alteragdes no compartimento de
linfocitos B, com destaque para expansao de imaturas e PCs, as quais
retornaram aos niveis fisioldégicos durante a convalescencga. Isso sugere que
parasitos com comportamentos biologicos distintos podem induzir respostas

imunes semelhantes;

A expansdo de MBCs atipicas foi observada em todos os grupos avaliados,
incluindo CE. Aparentemente, essa expansao nao € dependente somente do
fator exposi¢cdo, mas parece ter associagdo com a ocorréncia de infec¢des

malaricas pregressas;

Outros estudos sao necessarios para determinar os impactos das variagdes
das subpopulacdes de células B possivelmente decorrentes de esquemas de

vacinagao.
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Anexos

ANEXO A - Cluster of differentiation (CDs)

CD Nomes Estrutura molecular Fungodes conhecidas ou propostas
alternativos
CD3 Leud Composto por cadeias | Co-receptor de células T. Suas cadeias se associam
CD3y, CD36 e CD3¢ ao receptor de células T (TCR) e a cadeia zeta a fim
relacionadas a de gerar sinais de ativagéo para linfocitos T.
superfamilia das Igs;
20 a 30kD
CD10 CALLA 100kD; proteina da Envolvida no desenvolvimento das células B.
membrana tipo Il Expresso em células B imaturas sendo perdida
expressdo em seguida. E expresso novamente em
células B em proliferagao no CG.
CD19 B4 95kD; superfamilia Expresso na maioria das células B. Envolvida no
das Igs desenvolvimento, ativagao e diferenciagao de células
B; forma um complexo correceptor com CD21 e
CD81 (TAPA-1) que enviam sinais que atuam em
sinergia com os sinais do BCR.
CD20 B1; Bp35 35-37kD; familia Expresso na maioria das células B (n&do em células
tetraspan (TM4SF); plasmaticas). Participa da ativagao ou regulagéo das
proteina células B; formacéao de canal de calcio na membrana
transmembrana tipo 11l | de células B permitindo o influxo de calcio necessario
para sua ativagao.
CD21 CR2; 145kD; regulador da Expresso na superficie de B maduras. Receptor do
receptor ativagdo do fragmento C3d; forma complexo com CD19 e CD81
C3d; B2 complemento; que envia sinais ativadores para células B; receptor
proteina para virus Epstein-Barr.
transmembrana tipo |
CD27 | S152;T14 50-55kD; proteina de Presente na superficie de células B de memoria

membrana tipo |;
pertence a
superfamilia de

receptores de TNF

classicas e plasméticas. Liga-se a CD70.
Desempenha papel na coestimulagéo da ativagédo de
células T e regulacéo e proliferagdo de B. O dominio
citoplasmatico de CD27 interage com TRAF2 e
TRAF5 e induz a ativagdo de NF-kB e SAPK/JNK.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Perfil de células B de memoria e de células B reguladoras (Breg) observadas

durante e apos a infeccio malarica humana por P. falciparum: implicacoes no desenvolvimento de

imunidade™

Eu, . com anos
de idade. fui contatado por um membro ou representante da equipe de pesquisa coordenada pela professora Dra.
Kézia K. G. Scopel. do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Juiz de Fora.e solicitado a doar uma
pequena quantidade do meu sangue para utilizacdo no projeto de pesquisa sobre os parasitas da malaria citado
acima. Fui informado que este projeto pretende investigar como o organismo se defende dos parasitas da
malaria ¢ como o parasita pode alterar os mecanismos naturais de defesa do organismo. Para isso. os
pesquisadores necessitam de 40 ml de sangue venoso de pacientes com malaria e em alguns momentos depois
do tratamento. O sangue sera colhido através de puncdo venosa asséptica com material limpo e descartavel. Fui
esclarecido que sentirei o equivalente a uma “picada de injecdo na veia”. e que os riscos deste procedimento sio
minimos. em nada alterando o meu tratamento para maldria. Fui esclarecido também que a minha participacio
voluntiria ¢ muito importante para o estudo desenvolvido pelos pesquisadores. Finalmente, fui informado que
as informagdes sobre a minha pessoa e a minha participagio no estudo serdio mantidas em sigilo.

Considero-me satisfeito com as explicagdes fornecidas e concordo em participar como voluntario (a) deste
estudo.

Acrelandia. de de 200 .

Nome:

Assinatura :

Kézia K. G. Scopel. Roberta Reis Soares ou membro da equipe
(Documento em duas vias, 01 para o voluntario. 01 para o pesquisador)
Enderego para contato:

Depto de Parasitologia. Microbiologia e Imunologia. Av. Dr. Lourenco Kelmer S/no. Bairro Martelos, Juiz de
Fora-MG. CEP:36036-900. Tel: (32)-8801-2878.




ANEXO C - Questionarios clinicos-epidemiolégicos

PROJETO: “PERFIL DE CELPLAS B DE I'u:IvElelRIA’ E DE CELULAS B REGULADORAS (BREG)
OBSERVADAS DURANTE E APOS A INFECCAQ MALARICA HUMANA POR P. faiciparum e P. vivax:
IMPLICACOES NO DESENVOLVIMENTO DE IMUNIDADE"

FICHA INDIVIDUAL DE ACOMPANHAMENTO (visita dia 0)

DATA: _/ [

A.  DADOS PESSOAIS:
ID:____ NOME: APELIDO:
RAMAL: LOCALIDADE:
Data de nascimento: Idade:
Local de nascimento:
SEx0: ENTREVISTADOR:
Tempo gue mora na Amazénia: ____anos____meses
Tempo que mora na localidade: ____anos____meses
Tempo que mora nesta casa: ____ anos___ meses

B. HISTORICO DE MIGRACAD
Antes de vir para esta localidade, onde o 5r. (a) morava?

D. MALARIA PREVIA
SINTOMAS NO ULTIMO MES:

Vocé ja teve maldria (diagnosticada pela FUNASA)? ( )Sim { JQuantas? ( JNEo | )N&o se
lembra/néo sabe

Ja teve maldria vivax? | )Sim { JN&o { JN&o se lembra/ndo sabe

J4 teve malaria falciparum? { )Sim { JM&o | JNao se lembra/ndo sabe

Ultima maléria ha: Espécie;

E. DADOSCLINICOS
Peso: kg
Sintomas no ultimo més:
Teve sintomas nos dltimos 30 dias? ( }Sim [ JNao
Teve sintomas nos dltimos 30 dias? ( }Sim [ JNao
Inicio dos sil Parou hd g dias?

Intensidade deve ser dassificada pelo proprio paciente em fraca {leve), mais ou menos
(moderada) ou forte {intensa)

(Informagdes sobre até 4 localidades de residéncia antes de sair) apresentados nos itimos 30d nos ditimos 7d
Fabre [ |leve | moderado [ Jintenso Febre | jleve [ moderado | jintenso
calafrios | leve [ Jmoderadeo [ jintenso Calafrios | Jleve | | Jintenso
1 2 3 4 - - - - -
m 3 d | Jleve | derado | Jintenso Sudorese | Jleve | Jmoderado | Jintenso
| OT: dﬂ Fraqueza [ Jleve ( |moderado | Jintenso Fraquess | Jleve ( Jmodsrads | Jintense
ocalidade Cefaleia | Jleve | Jmoderado | Jintensa Cefaleia | Jleve | jmoderado | Jintenso
Municipio da Perda apetite | Jleve | jmoderada | Jintense Pperda apetite | Jleve | [ Jintenso
localidade Dor shdominal | Jleve [ moderads { Jintenso Dor abdominal | Jleve | )moderado | Jintenso
Estado Dor hipocéndrios | Jleve [ Jmederada | Jintenso Dor hipocdndrios | Jleve | [ Jintenso
Ano em gue saiu Nauseas | Jleve | | Jintenso nEuseas | Jleve [ )moderado | Jintenso
da localidad vimitos | Jleve | jmoderado | Jintenso vémitos [ Jleve | jmoderado | Jintenso
Localidade era Mizlgia | Jleve | )moderade | Jintenso Mialgia | Jleve | | Jintenso
campo ou Artralgia | Jleve | Jmoderado | intenso Artralgia | Jleve [ Jmoderado | Jintenso
residéncia Lombalgia | Jleve [ Jmoderade | Jintenso Lombalgia [ Jeve | | Jintenso
Tempo de Diarreia | Jleve | jmoderado | |intenso Diarreia | Jleve | Jmoderado | jintenso
idénci Tontura | Jleve | | Jintenso Tontura [ Jleve | Jmoderado [ Jintenso
residencia na Outro sintoma | Jleve | | Jintenso Outro sintoma | Jleve | Jmoderado | jintenso
localidade Qual? qual?

C. HABITOS)’A'I'IVIDADES

Pesca/caga na beira do rio? ( ) sim  Jndo Dorme na beira do rio? ( ) sim [ Jndo
Atividade na mata entre 18 e 6h? () sim { Jn3o { }de vez em guando { ) todos os dias
Qual atividade?

Dias de permanéncia na ¢
Deslocamentos:

Nos tltimos 15 dias:

Nos dltimos 30 dias:

Em gue ordem os sintomas apareceram primeiro?
Usou antimaldrico nos dltimos 30d? | )5im | JN3o. Se sim, qual?

EXAME LABORATORIAL
MATERIAL COLETADO:
GOTA ESPESSA: { )Sim ( JNo Data: Resultad
PCR: [ )5im [ JN&o Data: Resultad
Hb: { }5im { JN&o Data: Resultad
Outros:
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PROJETO: “PERFIL DE CE LULAS B DE MEML"RIA E DE CELULAS B REGULADORAS (BREG)
OBSERVADAS DURANTE E APOS A INFECCAQ MALARICA HUMAMNA POR P. faiciparum e P. vivax:
IMPLICACOES NO DESENVOLVIMENTO DE IMUNIDADE™

FICHA INDIVIDUAL DE ACOMPANHAMENTO

DATA: [ [
DADOS PESSOAIS:

ID: NOME: APELIDO:;

RAMAL: LOCALIDADE:

ENTREVISTADOR:

WVISITA: | )30D ( )60D{ 240D

DESLOCAMENTOS DESDE A ULTIMA VISITA {__/__/_):

MES DIAS FORA DA LOCALIDADE HOTA
AREA

MALARIA DESDE A ULTIMA VISITA:

DIA/MES ESPECIE PARASITEMIA TRATAMENTO

DADOS CLINICOS:
SINTOMAS NO ULTIMO MES:
TEVE SINTOMAS NOS ULTIMOS 30D? | )5im ( JN3o

TEVE SINTOMAS NOS ULTIMOS 7D? { JSim { N30

Inicio dos sintomas:

Parou ha qtos dias?

dos nos dltimos 7d

Sintomas ap nos lltimos 30d

Febre [ |leve [ jmoderado | Jintenso
calafrios | )leve [ moderado | Jintenso

Febre | jleve [ jmoderado | jintenso

Calafrios | )leve | Jmoderado | Jintenso

d | Jleve | | Jintenso

Sudorese | Jleve | Jmoderado | Jintenso

Fragueza [ Jleve | jmoderado [ Jintenso

Fragueza | Jleve [ Jmoderado | Jintenso

cefaleia | Jleve | Jmoderado | Jintenso Cefaleia [ Jleve [ Jmoderado [ lintenso
Perda apetite | Jleve [ Jmoderado | Jintenso Perda apetite | Jleve | [ Jintensa
Dor abdominal | Jleve | jmoderado | Jintenso Dor abdominal [ Jleve | | Jintenso

Dor hipocdndrios | Jleve [ jmoderada | Jintenso

Nauseas | Jleve | Jmoderado | Jintenso

Dor hipocdndrios | Jleve | jmoderada [ Jintenso

Nauseas [ Jleve [ Jmoderado | Jintenso

vémitos | Jleve | Jmoderado | Jintenso

wamitos | Jleve | | Jintenso

Mialgia | leve [ Jmoderada | Jintenso

Artralgia [ Jleve | Jmoderado [ Jintenso

Mialgia [ Jleve | jmoderado | Jintensa

artralgia | )leve [ Jmoderado | Jintenso

L ia [ Jleve [ Jmederade | Jintense

Lombalgia [ Jleve | Jmoderado [ Jintenso

Diarreia | Jleve | jmoderado | Jintenso

Diarreia | Jleve [ Jmoderado | intenso

Tontura | Jleve | Jmoderado | Jintenso

Tontura | Jleve [ Jmoderado [ Jintenso

Qutre sintoma | Jleve | Jmoderado | Jintenso

Outro sintoma [ Jleve [ Jmoderado [ Jintenso

Qual?

Qual?

Em que ordem os sintomas apareceram primeiro?

Usou antimalarico nos tltimos 3047 | )Sim | JN&o Se sim, qual?

EXAME LABORATORIAL
MATERIAL COLETADO:
GOTA ESPESSA: ( )Sim { JN&o Data: Resultado:
PCR: { )Sim { JNao Data: Resultad
Hb: { )5im ( JN&o Data: Resultado:
Outros:
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ANEXO D - Delineamento experimental

AGUDOS

| CONVALESCENTES

180 dias
=8 CONTROLE
EXPOSTD
n=28

| CONTROLE NAO EXPOSTO |

n=10

AGUDOS + CONVALESCENTES }—‘ CONTROLE EXPOSTO H CONTROLE NAQ EXPOSTO |

Diagnostico

Coleta

sangue

[pavc ]

| Fenotipagem |

| ELISpot |

Plasma

ELISA
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ANEXO E - Parecer do Comité de Etica em Pesquisas (CEP/UFJF)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
JUIZ DE FORA/MG

' PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Madulaggo da memaria imunolégica na infecgéo maldrica: estudo fenotipico e funcionat
de distintas populagdes de células B em individuos expostos na Amazonia Brasileira

Pesquisador: Kezia Katiani Gorza Scopel

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 12649213.3.0000.5147

Instituigéo Proponente: Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia/UFJF
Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADC DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer; 362.875
Data da Relatoria; 08/08/2013

Apresentacio do Projeto:
Apresentagdio do projeto esla clara e detalhada de forma objetiva. Descreve as bases cientificas que

justificam o estudo,

Objetivo da Pesquisa:

Apresenta clareza e compatibilidade com a proposla de estudo.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O risco que o projeto apresenta é caracterizado como risco minimo, considerando que os individuos ndo
sofreréio qualquer dano ou sofrerdo prejuizo pela participagéo ou pela negagio de participagéo na pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projetc estd bem eslruturado, delineado e fundamentado, sustenta os ohjetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonéncia com os principios éticos noreadores
da ética na pesquisa cisnlifica envolvendo seres humanos elencados na resolugdo 466/12 do CNS.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
O projelo esta em configuragéo adequada ¢ ha apresentagao de declaragio de infraestrutura e de

i Enderego: JOSE LOURENCO KELMER SIN >

i Balrroz SAO PEDRO CEP: 3p.038-900
{UF: MG Municiplo: JUIZ DE FORA :
? Tolefono!  (32)2102-3788 Fax: (32)1102-3788 E-mail:  cep.propesq@uif.edu.or §
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
JUIZ DE FORAIMG

GEeT

Continuagao do Parecer: 362.875

concordancia com a realiza¢ao da pesquisa, assinada pelo responséavel da instituicéo onde sera realizada a
pesquisa. Apresentou de forma adequada o lermo de Consentimento Livre e Esclarecido, O Pesquisador
apresenta titulag8o e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto, o projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios éticos norteadores da
ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS, segundo esle relator, aguardando a analise do
Colegiado. Data prevista para o términc da pesquisa: 31/12/2016

Situagio do Paracer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Néc

Consideragées Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Elica em Pesquisa CEP/UFJF, de acardo com as atribuigdes definidas na
Res. CNS 466/12, manifesta-se pela APROVAGAO do protocolo de pesquisa proposto. Vale lembrar ac
pesquisador responsave! pelo projeto, ¢ compromisso de envio ao CEP de relatarios parciais e/ou total de
sua pesquisa informando o andamento da mesma, comunicando também eventos adversos e eventuais

modilica¢des no protocolo.

JUIZ DE FORA, 16 de Agosto de 2013

Ato Qo o=

Assinador por: d 0
Paulo Cortes Gago
(Coordenador)
{ Enderego: JOSE LOURENGO KELMER S/N ‘
| Bairro; SAO PEDRO CEP: 36.036-900 )
| UF: MG Municipie: JUIZ DE FORA |
{ Tolefone: (32)2102-3788 Fax: (32)1102-3788 E-mail: cep.propasq@ufif.edu.br !
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ANEXO F - Perfil das respostas de anticorpos de MBCs aos antigenos de P.
vivax em amostras de fase aguda, convalescentes de 60 (“conv 60d”), 180 dias
(“conv 180d”) e controles expostos (CE).

ID* Tipo FAnos de | “Numero de FEpisodios “Tempo AMA-1 AMA-1
exposicao malarias pregressos de | decorrido desde Ac (ELISA) MBC
a malaria prévias malaria ultima malaria (ELISpot)
(espécies) {anos)
1 conv 60d 26 15 P.v,Pf. 2 X
conv 180d X
2 agudo 33 3 P.v. 12 X
conv 180d X X
3 conv 60d 30 1 P.v. 27
conv 180d ND
4 agudo 12 2 Pv 2
conv 60d X
5 agudo 64 Pv,Pf 17 X
conv 180d X
6 conv 60d 20 3 P.v. 17 X
conv 180d X X
7 agudo 18 4 Py 2 X
conv 60d X X
conv 180d X X
8 agudo 50 3 P.v. 28 X
conv 60d X
9 agudo 12 0 NA NA X X
conv 180d ND
10 agudo 29 3 Pv 16 X
conv 60d
11 agudo 22 0 NA NA X
conv 60d X
conv 180d
12 agudo 25 § P.v. Pf § X
conv 60d X X
13 conv 60d 24 0 NA NA
conv 180d X
14 agudo 7 ND ND 4 X
conv 60d X X
conv 180d X
15 agudo 29 0 NA NA
conv 60d X
conv 180d
16 agudo 54 3 P.v. §
conv 60d X
conv 180d X X
17 agudo 22 0 NA NA
conv 180d X
18 agudo 40 4 P.v,Pf. 4 X
conv 180d X
19 agudo 22 2 P.v. ND X X
conv 180d X
20 agudo 43 2 P.v. 20 X
conv 180d X
21 agudo 13 0 NA NA X X
conv 180d X
22 agudo 17 0 NA NA
conv 180d ND
1 CE 8 0 NA NA X X
2 CE 44 0 NA NA X X
3 CE 27 0 NA NA X X
4 CE 34 0 NA NA X X
5 CE 40 5 P.v Pf 9 X X
6 CE 34 5a10 P.v Pf 13 X X
7 CE 37 >20 Pv,Pf 20
8 CE 30 1 P.v. 4
9 CE 33 10 P.v,Pf 5 X X
10 CE 60 i Pv. 17 X X
11 CE 44 5 P.v Pf 20 ND
12 CE 21 2 P.v Pf 9 X X

a)Im‘ormac;ées auto declaradas; X indica resposta positiva ao respectivo antigeno; ND = n&o
determinado, dado nao disponivel; NA = Nao se aplica.
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ANEXO G - Mudancgas temporais no indice de reatividade (IR) de IgGs
especificas para PvAMA-1 DII, PVAMA-1(3290-K307) e PVMSP-Q(E795-A803)

indice de reatividade (IR)

PvAMA-1 DIl

indice de reatividade (IR)

indice de reatividade (IR)

PVAMA-1 s5290.k307) PVMSP-9 (£795.a508)

Mudancgas temporais no indice de reatividade (IR) de IgGs especificas para PvAMA-1p,
(A)‘ PVAMA'1(3290_K307) (B) e PVMSP'Q(E795_A808) (C) no plasma dos individuos durante o
seguimento (agudo, conv30, conv60 e conv 180d, n = 10 para PvAMA-1p, € n = 11 para
PVAMA-1 s290-k307) € PVMSP-9g795.a808). Cada linha pontilhada conectando distintos pontos
representa um individuo. Cada amostra plasmatica foi testada em duplicata pelo ELISA.
Diferencgas significativas entre os grupos foram avaliadas pelo teste pareado de Friedman.
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ABSTRACT

Parasitic diseases, such as malaria and leishmaniasis, are relevant public health problems
worldwide. For both diseases, the alarming number of clinical cases and deaths reported
annually has justified the incentives directed to better understanding of host’s factors associated
with susceptibility to infection or protection. In this context, over recent years, some studies
have given special attention to B lymphocytes with a regulator phenotype, known as Breg cells.
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Essentially important in the maintenance of immunological tolerance, especially in autoimmune
disease models such as rheumatoid arthritis and experimentally induced autocimmune
encephalomyelitis, the function of these lymphocytes has so far been poorly explored during
the course of diseases caused by parasites. As the activation of Breg cells has been proposed
as a possible therapeutic or vaccine strategy against several diseases, here we reviewed studies
focused on understanding the relation of parasite and Breg cells in malaria and leishmaniasis,
and the possible implications of these strategies in the course of both infections.

Introduction

B cells, phenctypically characterized by CD19 expression,
are divided into B1 and B2. Subsequently, B1 cells are
subdivided into B1a (expressing CD5 on surface) and B1b
(not expressing CD5), and B2 cells are subdivided into
immature transitional cells (T1, T2, and T3), follicular B
cells (FQ), and marginal zone (MZ) B cells. While B1 cells
originate from fetal liver precursors and are enriched in
mucosal tissues and pleural and peritoneal cavities, B2
cells originate from bone marrow-derived precursors
and are enriched in secondary lymphoid organs [1,2].
B1 and MZ B are considered important components
of innate immunity because of their ability to respond
rapidly to inflammatory and non-proteic antigenic stim-
ulus besides differentiating into short-lived extra folli-
cular plasma cells. FO B cells are a major component of
adaptive immune response and exhibit the ability to
differentiate into short-lived plasma cells or enter into
the germinal center where it may undergo class switch
and affinity maturation. FO B cells that exit the germinal
center are named long-lived or memory B cells [1,3].

In addition to their function as antibody producing
and antigen presenting cells [4-8], B cells have been
described as being able to perform other immune
functions such as modulation of cytokine production
and maintenance of immunological tolerance [9,10].

Specifically, the maintenance of immunological toler-
ance has been attributed to a heterogeneous B cells
subset termed regulatory B cells (Breg), which were orig-
inally characterized in autoimmunity and inflammation
models [11-16]. Thus far, B cells subsets identified into
the Bla (B10 cells-CD19+*CD5*CD1d"™) [14,17,18], MZ
(CD19*CD21MCD23CD24MIgDIgMPCD1d™)  [19-21],
and MZP B (T2-MZP-CD19+CD21"CD23MCD24M gD IgM
MCD1dM) [22-24] lineages have been described in mice
as being able to exert regulator/suppressive functions. In
humans, Breg cells have been characterized into mem-
ory B subsets that exhibit CD19+CD24"CD27+ (B10 cells
related) and CD19*IgM*CD27+ phenotypes [25,26] and
into immature transitional B cells (CD19+CD24MCD38")
[27,28]. In addition, plasma cells (CD138*MHCII"B220%)
and Tim1* B cells (Tim1*CD19*) isolated from mice and
plasmablasts (CD138*CD44* and CD19*CD24*CD277)
isolated from both mice and humans are still described
as being able to exercise immunoregulatory functions
[29-31]. Thus, it is probable that many B cell types can
differentiate into a Breg cell through mechanisms such
as inflammatory signals and receptor-antigen binding
interaction [16]. Although Breg cells express several sur-
face markers, which can be commonly shared by distinct
cell subpopulations during the course of various diseases
(Figure 1), [6,21,22,25] a precise transcription factor able
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Figure 1. Phenotypic profile of Breg cells described in autoimmune, viral/bacterial, parasitic diseases and cancer.
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to define this B cells subset remains unknown. Several
studies conducted in mice and humans have, therefore,
attributed their suppressive role to the capacity to pro-
ducell-10[6,22,32-36], but there is evidence that TGF-p
and IL-35-producing murine B cells also exercise requla-
tory functions [6,31,37—40].

The factors/mediators driving the induction of Breg
cells remain to be completely clarified. However, in
murine model, B10 cells appear to be induced in vivo and
in vitro by B cell-activating factor (BAFF), an important
member of tumor necrosis factor (TNF) family cytokines
and a regulator for B cell maturation and survival [41].In
fact, paradoxical effects have been attributed to BAFF
on mouse B cells: expanding Breg but also sustaining
the production of antibodies able to exercise pathogenic
function. During multiple sclerosis (MS), BAFF exprassion
is strongly upregulated in the brain where enrichment of
B cells subsets and/or follicles have been noted [42,43],
which possibly support the production of pathogenic
antibodies [44]. However, clinical trials have shown that
BAFF blocking worsens the disease prognosis possibly
due to inhibition of Breg induction [45]. In a similar
manner, during collagen-induced arthritis (CIA), BAFF-
induced Breg cells seem to be essential to avoid disease
development and progression by I1L-10 production [41].
On the other hand, the blocking of BAFF appeared to
ameliorate disease symptoms in some cases of systemic
lupus erythematosus (SLE) [46] and rheumatoid arthritis
(RA) [47 48].

The mechanisms by which B cells are activated to
exercise their regulatory effects may occur through dis-
tinct stimulus and mediators, some of them perhaps still
unknown [49]. In mice and humans, the efficient func-
tion of Breg cells appears to be significantly influenced
by B cell receptor (BCR), CD40-CD40L interaction, and

TLR (Toll Like Receptors) activation besides interaction
between others costimulatory molecules such as CD80/
CD86-CD152[21,22,50]. In this context, the production
of IL-10, reflecting the activation of human B10 cells,
substantially increases following CD40-CD40L inter-
action and activation of TLR by microbial components
[51], whereas the binding of antigens to BCR reduces
the production of this cytokine [49]. In mice, the activa-
tion of TLR4 and TLR9 is described as an important event
able to efficiently suppress the progression of diabetes,
EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis), and
arthritis [22]. However, this effect appears to require still a
coordinate interaction among others costimulatory mol-
ecules because B cells restrict CD40 deficiency are asso-
ciated with development of EAE [13,52]. Interestingly,
in this same autoimmune disease model, the Breg cell
activation still requires signalization through BCR since
in the absence of CD19 (co-receptor that optimizes BCR
signal) the animals develop severe clinical condition
[17,53]. Since Breg cells are activated for distinct signals
including TLR, it is important to consider that distinct
compounds/products may trigger different B cell tar-
gets [54] and, thus, differently modulate their immune
regulatory capacity; for example, while TLR4 (expressed
on murine B1, MZ, and memory B cells but absent on
majority of human B cells) is triggered by lipopolysac-
charides (LPS) [54, 55], TLR1/6, TLR2, TLR7, and TLR9,
present in murine and humans B cells, are activated by
bacterial lipopeptides, peptidoglycans, CpG DNA motifs,
and single-stranded RNA, respectively [56]. Furthermore,
is notable that sensitivity to TLR activation and expres-
sion levels of TLR 6, 7, and 9 is more elevated in memory
B cells in comparison with circulating naive B cells [55].
Since Breg cells have been associated with prevention
or increased disposition to immune system-related
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diseases, infectious and/or cancerous, they have become
appealing targets for therapeutic intervention. Despite
the fact that in recent years many compounds have
been developed to target TLRs for either stimulating or
antagonizing their activity [57], questions like the con-
sequences of induction of Breg cells by TLR agonists or
antagonists in the host cells with respect to development
of diseases like cancer and bacterial or viral infection first
need to be addressed. Furthermore, it remains to be elu-
cidated whether blocking or activation of TLR as a ther-
apy negatively or positively affects essential functions
performed by other cells amongst many other issues.

Insights about the role of Breg cells in the course of
infectious and non-infectious diseases

Breg cells play a protective role in autoimmune settings
such as allergy, RA, SLE, MS, and EAE, where the strong
proinflammatory Th1 and/or Th17 profile displays seri-
ous deleterious effects in affected individuals [58,59].
However, therapeutic inhibition of Breg cells can have
beneficial effects in the control of others diseases such
as cancer and viral and bacterial infections. In breast,
cervical, and ovarian human carcinoma, Breg cells, phe-
notypically described as CD19*CD38*CD1d*IgM*CD147*
(or GrB* Bregs), have been observed within the tumor
microenvironment possibly contributing to increase in
relative tumor volume [60]. In human chronic lympho-
cytic leukemia (CLL) CD24MCD27+ cells appear to contrib-
ute to general immune suppression of patients through
IL-10 secretion and thereby toward disease progression
[8,60—63]. Really, Inoue and collaborators (2006) showed
that B—cell-deficient mice are able to control or eliminate
the tumor growth through IFN-y, whereas the cancer
evolution may be observed in wild type animals [64].
Deleterious effects of Breg cells are also observed in
patients infected with human immunodeficiency virus
(HIV) and hepatitis B virus (HBV), where T cell responses
are essential for antiviral defense [65—67]. Studies, con-
ducted in vitro and/or in vivo, have demonstrated that
IL-10 produced by Breg cells act to promote dysfunc-
tion of disease-specific CD8* T cells that favor a higher
viral load [66, 67] and inflammation [65]. In fact, Breg
cells depletion in vitro restores HBV-specific CD8 T cells
responses, suggesting the important role of Bregs to the
development of viral load during infections [65]. Relative
to bacterial infections, B cells are activated to produce
immunoregulatory cytokines following engagement of
bacterial LPS with TLR (TLR2, 4, 5, 7/8, and 9) expressed
on cellular surface [68]. In a salmonellosis murine model,
deletion of the TLR adaptor molecule myeloid differen-
tiation primary response protein 88 (Myd88), or TLR2
and TLR4 exclusively in B cells leads to decreased secre-
tion of IL-10 by B cells making the mice more resistant
to Salmonella typhimurium infection [68,69]. In a similar
fashion, reduction in the levels of IL-10in B cell-deficient
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mice were associated to an efficient control of infection
caused by Brucella abortus [70].

While studies investigating the relation among Breg
cells and occurrence of autoimmune and viral diseases
are in constant development, the phenotypic description
and immunomodulatory/immunoregulatory function of
these cells remains poorly investigated during parasitic
infections [68]. In helminth infections, the role of Breg
cells has been investigated particularly during shistoso-
miasis [71-76]. CD5* B1 cells seem to be elevated in the
peritoneal cavity during the first 5 weeks of experimental
infection with Schistosoma mansoni and are associated
with lacto-N-fucopentaocse I, a component of shisto-
soma egg antigen [71, 77]. These cells appear to limit
pathological infection as B1 cell-deficient animals clearly
display a higher susceptibility to 5. mansoni infection,
as evidenced through increase in the tissue egg load,
granuloma density, and elevated mortality [72]. The ele-
vation of CD24™"CD27* and CD1d"CD5* Breg cells follow-
ing murine and human schistosomiasis have also been
observed, but the consequences of this observation in
terms of immunomodulation were measured particularly
in allergic disorders. During 5. mansoni infection, IL-10
produced by B cells suppressed Th2-mediated severe
allergic reactions, namely, anaphylaxis and allergic air-
way inflammation [73, 74, 76].

Relative to protozoan parasites, still are rare the stud-
ies that investigate the role of Breg during the course of
infection, but there is evidences that this B cell subtype
is critically important in immune homeaostasis [78—84]. In
this context, Jeong and collaborators demonstrated that
IL-10-producing CD1d™CD5* Breg cells are induced by
products that are secreted by fully replicated tachyzoites
and are essential to the chronicity of infection in
Toxoplasma gondii murine model [83]. Considering that
malaria and leishmaniasis, secular diseases caused by
protozoans, remain two important causes of morbidity
and/or mortality worldwide, insights into the role of Breg
cells could provide the development of new therapeutic
and vaccine strategies. Therefore, we reviewed and inves-
tigated major advances relative to understanding the
role of this subset of B cells in the regulation of immune
responses and immunopathology during both malaria
and leishmaniasis [85].

Occurrence of Breg cells during malaria

Malaria, a parasitic disease caused by protozoa of the
Plasmodium genus, is a public health concern world-
wide. In the last year, around 214 million clinical cases
and 438,000 deaths occurred in tropical and subtropical
regions of the globe, with children under five years old
and pregnant women being the main target of infec-
tion [86]. In general, deaths are primarily due to impor-
tant clinical syndromes, including neuronal disorders
caused as a result of sequestration of infected red blood
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cells in brain microvessels induced by parasites [87,88].
However, proinflammatory cytokines and other medi-
ators produced during malaria seem to be critical in its
pathology, activating and recruiting cytotoxic cells for
the infection site [89, 90]. During these pathologic pro-
cesses, regulatory cells and antiinflammatory cytokines
(such as IL-10) are suggested to be important for prevent-
ing clinical evolution of malarial neuropathology [80, 81].

Despite the absence of studies directly investigating
the regulatory effects of B cells during human malaria,
increased BAFF levels and an increase in circulating
CD10* B cells have been observed in subjects reporting
uncomplicated malaria [91-93]. As CD10* B cells may
indirectly include BAFF-induced CD10* Breg cells, it is
possible to suggest that Breg cells may be responsible for
establishment of parasite-host equilibrium [41, 94, 95].

Specifically, the relationship between IL-10-produc-
ing Breg cells and malarial infection has been investi-
gated only inthe experimental model of cerebral malaria
(ECM) caused by P. berghei ANKA (PbA) [80, 81].ECM asso-
ciated with PbA infection involves similar mechanisms to
those observed during human cerebral malaria, which
is characterized by massive destruction of erythrocytes
and release of proinflammatory cytokines and media-
tors such as TNF-a, lymphotoxin, IL-1, and IL-6, inducing
activation and recruitment of natural killer cells (NK) and
cytotoxic CD&* cells in brain blood vessels and upregula-
tion of adhesion molecules in the vascular endothelium.
Together, these factors determine leukocyte and infected
red blood cell (pREC) accumulation in microvessels of
the brain and lungs, resulting in the death of mice [87,
96—98]. Recently, Liu and colleagues [81] showed that
the adoptive transfer of IL-10* Breg cells, but not Treg
cells (CD4*CD25*Foxp3*), to PbA-infected mice was
associated with reduced accumulation of NK and CD8*
T cells and hemorrhage in brain tissue, improving the
survival rate of the animal. However, parasitemia levels
were not altered by the presence or absence of these
cells. In addition, the study showed that treatment of
Breg cell-recipient mice with anti-IL.-10 monoclonal
antibodies blocked the protective effect of Breg cells.
In summary, Breg cells may selectively exert regulatory
effects on the immuncpathology of malaria by IL-10 pro-
duction but appear to have little impact against blood
parasitemia development [81]. Using the same model
of cerebral malaria, Bao and collaborators [80] showed
that Breg cells, characterized by simultaneous expres-
sion of CD19+*CD5-IL10* markers, appear to be the main
source of plasma IL-10 production and are able to pro-
tect the animals from mortality when they are adoptively
transferred to naive mice. Thereby, this study diverges
of others, which appoint B1a cells as major sources of
IL-10 [14, 15, 17, 18, 99, 100]. Of interest, CD5 is a pan
T cell marker being few expressed on B cells. While in
mice CD5 expression characterizes Bla lineage [101] into
human B cells this marker does not define a specific B

cell subset being expressed on B1-like cells, immature B
cells, transitional B cells, and pre—naive B cells [102-104].
Impaortantly, Breg cells have described within both B cell
lineages, denoting the importance of CD5 as a possible
‘indicator’ of regulatory activity. The role of CD5 as an
immunoregulatory molecule appears to be mediated by
its inhibiting capacity of both BCR and TCR activation
after binding with these receptors. This bond increases
the threshold required to activate aB cell oraT cell and
renders it tolerant to its cognate antigens [105]. CD5 may
also act by enhancing the production of IL-10 through
stimulation of the cytokine gene promoter as demon-
strated by Gary-Gouy and colleagues [106]. In this study,
the author demonstrated that CD5 transfection for Daudi
B cells (CD57) upregulated several genes, including those
belonging to the IL-10 family. However, the ability to pro-
duce IL-10 and/or mediate immunoregulatory functions
is not restricted to CD5* cells as noted in previous studies
[63, 107].

While the expansion/activation of Breg cells resulting
inthe production of higherIL-10 levels seems to be essen-
tial for preventing cerebral malaria in mice infected with
PBA, in the murine infection caused by Babesia microti, a
Plasmodium-related apicomplexan parasite, such factors
appear to contribute toward enhanced growth and sur-
vival of the parasite [80, 81, 108]. In fact, the transfer of
IL-10-producing CD1dMCD5* Breg cells isolated from B.
microti-infected mice allowed the development of high
levels of circulating parasitemia on infected recipient
mice, whereas B cell-deficient mice were able to control
the infection [108]. Thus, it is evident that immune fac-
tor-pathogen interactions observed between parasite
and host are not easily extrapolated to related species.

Despite two studies highlighting the beneficial role of
Breg cells during severe malaria through the inhibition of
exacerbated inflammatory responses, it is important to
investigate the occurrence and implications of Breg cells
during uncomplicated and complicated human malaria
and related diseases.

Breg cells and leishmaniasis infection

Human leishmaniasis, usually classified as cutaneous (CL),
mucocutaneous (MCL), and visceral leishmaniasis (VL), is
caused by over 20 species of the genus Leishmania [109].
Recent estimates indicate that around 14 million people
are infected worldwide, with an annual incidence of 1.3
million new cases and 20,000 deaths per year related to
VL [110], a systemic disease characterized by parasitism
of the spleen, liver, and bone marrow [111, 112]. CLis the
most prevalent form, characterized by the development
of an ulcerative self-healing skin lesion; MCL is a severe
and chronic infection causing diffuse lesions that may
even spread to mucosal tissues [113, 114]. These clini-
cal manifestations are, generally, not lethal but result in
disfiguration and disability, resulting in societal stigma
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and marginalization, particularly for women. VL or kala-
azar is the most severe leishmaniasis form, characterized
by systemic parasitism, and may be fatal if not treated
[111,112].

The contribution of B cells in human leishmaniasis
pathogenesis is controversial [115, 116). Various studies
have demonstrated that B cells play a negative role in
experimental models of leishmaniasis by contributing
toward increased susceptibility of infection by produc-
ing polyclonal antibodies [117-120] and/or immunosup-
pressive cytokines such as IL-10 secreted by regulatory
or non-regulatory B cells [78, 119-121]. In human infec-
tions, a high titer of Leishmania-specific antibodies are
observed in patients with a more severe clinical form of
the cutaneous disease, diffuse cutaneous leishmaniasis
[122,123], and in patients with VL [117, 124], whereas
patients with self-healing localized cutaneous leishma-
niasis lack Leishmania-specific antibodies or elicit a very
weak response [116]. On the other hand, B cells appear
to play a protective role in disease pathogenesis, as
observed in high prevalence of seropositive healthy
individuals in areas endemic forVL[116, 125] and longer
persistence of antibodies against Leishmania (=15 years)
after the infection has been cured [116, 126, 127].

The immunosuppressive role of B cells observed dur-
ing leishmaniasis appears to be conditioned, at least in
part, to generation of Breg cells [78, 79, 82, 84]. In the
context of CL, a single study using murine models has
demonstrated that Breg cells are required for enhanced
susceptibility to infection in several Leishmania species
[78]. In a similar manner, Ronet and collaborators [78]
reported that IL-10 secreted by CD1d*CD5* Breg cells is
associated with a more severe disease in L. major BALB/c
mice as a result of an immune response polarized forTh2
profile. Regarding VL, a recent in vitro study showed that
human B cells exposed to L infantum amastigotes exhib-
ited a regulator phenotype (CD19*CD24*CD27-) and
higher capacity to produce IL-10. In addition, the acti-
vation, function, and proliferation of CD4* T cells were
inhibited after contact with conditioned media from B
cells incubated with L. infantum amastigotes, suggesting
regulatory activity of B cells mediated by IL-10 [82]. In
mice, using a similar methodology, Bankoti and collab-
orators [79] identified CD19+CD21+CD5*CD1d*CD23" B
cells, a phenotype that has been associated with Breg
cells in hypersensitivity models [17]. These cells were
activated to produce high IL-10 levels after stimulation
of B cells with L. donovani amastigotes and CpG in a
MyD88-dependent manner. Another study conducted
in canines infected with VL pointed, recently, to a new
Breg cells subset with a regulatory function through IL-10
production. This new Breg cells subset was phenotypi-
cally described as CD19*IgM-IgD*" ar CD19*IgM*IgD~"™,
and levels of these Breg cells increased at least threefold
during progressive VL and were critical for suppressing
Th1 cell effector function through interaction of B cells
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and PDL1(programmed death-ligand 1/receptor) [84].
Similar data were obtained in a RA model where patho-
genic B cells were observed only when they expressed
IgM together with IgD but not when IgM was expressed
alone [128]. Since IgM*lgD* and IgM only, together to
the others distinctive marker, represent different sub-
sets (naive vs. non-switch memory B-cells), they might
produce different cytokines and exert distinct regula-
tory functions. Even expressed simultaneously, IgM and
IgD are involved in different surface clusters and signal
independently [129]. Of interest, during development in
the bone marrow, mlg (membrane immunoglobulin) is
restricted to the IgM isotype; however, as soon as the B
cell exits the bone marrow to populate peripheral lym-
phoid organs, it starts to express surface IgD. This event
can occur primarily by two distinct mechanisms, alterna-
tive splicing and C5R (class switch recombination), but
intriguingly, BCR-dependent functions such as activa-
tion, receptor desensitization, apoptosis induction, and
immunological tolerance are induced by either of the
two isotypes or by both isotypes in combination what
makes its function still more enigmatic (for more infor-
mation about B cell class switch we recommended the
paper by Geisberger and colleagues) [130].

IL-10 can be produced by innate cells such as mac-
rophages, NK cells, dendritic cells (DCs), and multiple
adaptive T and B cells [117, 120]. Importantly, the evi-
dence shown above suggests that this cytokine secreted
by B cells, particularly by Breg cells, can play a decisive
role in progressive decline of the immune system of
human patients with VL and lead to a fatal outcome in
untreated cases [82, 131, 132]. Accordingly, the inhibi-
tion or neutralization of IL-10 by blocking IL-10 receptor
or using anti-IL-10 monoclonal antibodies that allow
improved immune response and parasite killing both in
mouse and humanVL infections may be a good strategy
to control infection [117, 133-136].

Since the effects of Breg cells have not been studied
in the context of human infection, urgent studies are
warranted to determine the clinical relevance of Breg
induction by Leishmania parasites [82]. Understanding
the role of Breg cells in leishmaniasis may contribute to
development of future vaccines or immunotherapies,
and new strategies should be developed to manipulate
these cells to benefit the host [116, 131, 137].

Concluding remarks

Breg cell depletion therapy or the development of vac-
cines directed to their generation must be carefully
evaluated. The expansion of these lymphocytes in the
context of autoimmune and inflammatory diseases and
ECM demonstrates a protective role, but in HIV, cancer
and leishmaniasis the presence of these cells is associ-
ated with increased disease severity. As yet there are few
studies focused on Breg cells, especially from human
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samples; further studies are needed in order to elucidate
their role, in the context of different parasitic diseases
that can occur simultaneously in a specific area. Future
research will help the development of new strategies to
combat leishmaniasis and malaria characterized by high
rates of morbidity and mortality worldwide.
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