UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Barbara Albuquerque Carpinter

INDUCAO DE IMUNIDADE COM EXTRATO PROTEICO DE
Plasmodium berghei NK65 CONTRA O DESENVOLVIMENTO DE
MALARIA CEREBRAL POR Plasmodium berghei ANKA EM
MODELO MURINO

Dissertacao

Juiz de Fora
2018



BARBARA ALBUQUERQUE CARPINTER

INDUCAO DE IMUNIDADE COM EXTRATO PROTEICO DE
Plasmodium berghei NK65 CONTRA O DESENVOLVIMENTO DE
MALARIA CEREBRAL POR Plasmodium berghei ANKA EM
MODELO MURINO

Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Curso de PoOs-Graduacdao em Ciéncias
Biolégicas: Area: Imunologia e Doencas
Infecto-Parasitarias, para obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas
na area de Imunologia e Doencas-infecto-
parasitarias.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Kézia Katiani Gorza Scopel

Juiz de Fora
2018






BARBARA ALBUQUERQUE CARPINTER

INDUCAO DE IMUNIDADE COM EXTRATO PROTEICO DE Plasmodium berghei
NK65 CONTRA O DESENVOLVIMENTO DE MALARIA CEREBRAL POR
Plasmodium berghei ANKA EM MODELO MURINO

Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Biologicas:
Area: Imunologia e DIP, para obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas:
Area: Imunologia e DIP.

Aprovada em: / /

Banca Examinadora:

Prof.2 Dr.2 Kézia Katiani Gorza Scopel
Orientadora
Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof.2 Dr.2 Letusa Albrecht
Instituto Carlos Chagas, Fundacédo Oswaldo Cruz

Prof.2 Dr.2 Jacy Gameiro
Universidade Federal de Juiz de Fora



Dedico este trabalho aos meus pais por
nunca medirem esforcos para o
desenvolvimento dos meus estudos e
minha felicidade. Muito obrigada por todo

incentivo, amor e dedicacéo.



AGRADECIMENTOS

Eu primeiramente agradeco a Deus pela sua graca e suas béncdos que
permitiram o desenvolver deste trabalho e a conclusdo de mais uma etapa tao
importante.

Agradeco a Universidade Federal de Juiz de Fora, ao Programa de POs-
graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Imunologia e Doencas infecto-parasitarias), ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), a
Fundacgdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e a Coordenacgao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) por todo suporte financeiro
para realizacao deste projeto.

A minha querida orientadora Dr.2 Kézia Scopel pelo acolhimento, apoio,
ensinamentos e confianga que recebi desde que entrei para seu grupo de pesquisa,
além da amizade construida por todos esses anos. Ainda agradeco ao Thomas, que
além de fazer parte do final dessa jornada, espera ansiosamente para nascer logo
apos a apresentacdo desta dissertacdo, assim como todos nds esperamos para
finalmente conhecé-lo.

Ao professor Dr. Leonardo Carvalho, da Fundacao Oswaldo Cruz, por auxiliar
na andlise das laminas analisadas durante este trabalho.

As professoras do Nucleo de Pesquisa em Parasitologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Dr.2 Florence Mara, Dr.2 Elaine Coimbra e Dr.2 Clarice
Abramo pela colaboragéo durante todos os anos de convivéncia.

Aos professores do Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora, Dr.2 Jacy Gameiro, e suas alunas Sara e Ana, e ao Dr. Gilson Macedo,
por toda ajuda em todos 0s momentos necessarios.

Aos amigos que o laboratério de Parasitologia me presenteou, Daniela,
Fernanda, Ayla, Juliana, Juliane, Stephane, Patricia, Ana Carolina, Luciana,
Roberta, Jéssica, Tamires e Vinicius, pois sem a alegria e nossas crises diarias de
riso/desespero durante toda a nossa rotina este trabalho nédo teria sido facil, vocés
tornaram essa jornada muito mais leve!

As alunas de iniciacdo cientifica que fizeram parte fundamental no auxilio dos
experimentos, Lais, Marina, Carol, Livia e Myllena.

Ao Sr. Jorge e a Lenir que sempre estiveram presentes, sempre prestativos e

dispostos para auxiliar da maneira que fosse preciso.



Ao meu Trio da Fofoca, Dani e Alyssa. Eu nao tenho palavras para agradecer
a Daniela pela ajuda em absolutamente todos os momentos durante o desenvolver
desse trabalho, e também pelos ensinamentos durante todos o0s anos juntas; é
impossivel descrever tamanha a minha gratiddo por todo apoio durante a nossa
jornada na pés-graduacdo e também na superacdo de todos os obstaculos que a
vida nos impde. A Alyssa por todo apoio, ensinamentos e paciéncia (pois sei que é
algo que ela ndo possui), pelas nossas tardes de café e de aulas de natacédo e
também por me fazer sonhar em alcancar objetivos cada vez maiores.

A Leonara e a Diquinha, minhas amadas amigas que durante todos esses
anos me acolheram como irma/filha em sua casa e pelos nossos inimeros jantares
deliciosos.

Aos meus amigos Marcus, lIsabela, Sara, Diego, Jodo Victor, Mariana,
Helena, Laura, Julia, Thammi, Marcella e a familia de cada um deles, pois sao
reflgio sempre que preciso e preciosos para toda vida.

Por ultimo e mais importante, eu ndo tenho palavras pra escrever o quanto
sou grata a minha familia. Aos meus pais, Carlos Henrique e Eliana, pois sem o
amor, apoio, incentivo, empenho e dedicagcdo eu ndo teria concluido nenhuma etapa
desse trabalho. Ao Daniel pela paciéncia em diversos momentos em que estive
ausente e também por todo carinho e amor que possuimos por todos esses anos. A
minha irm&, Mariana, minhas tias, Vania, Diva, Quinha, a todos 0os meus tios, meus
primos, por vibrarem a cada conquista, por todo incentivo e amor que recebi.

Agradeco imensamente a todos, pois cada um teve seu papel fundamental no
desenvolvimento deste projeto, muito obrigada!



“A vida nao é facil para nenhum de nés. Temos que ter perseveranca e acima de
tudo confianga em nés mesmos. Devemos acreditar que n0s somos agraciados por
algo e que este algo deve ser alcangado”. (Marie Curie)



RESUMO

Devido a ampla distribuicdo da maléaria entre os continentes e ao elevado
namero de casos clinicos e Obitos registrados anualmente, o desenvolvimento de
uma vacina antimaldrica segura e eficaz contra a doenca ainda é de extrema
importancia. Dentre os varios modelos propostos até o momento, aquelas
compostas por parasitos vivos ou por extrato proteico tém sido as mais promissoras
no desenvolvimento de imunidade antimalarica. Entretanto, ainda ndo claro se
imunizagdes com cepas com baixo potencial de viruléncia seriam capazes de
prevenir ou amenizar 0s sintomas associados a malaria grave. Assim, 0 presente
estudo teve como objetivo investigar se camundongos imunizados com extrato
proteico de Plasmodium berghei NK65, cepa de baixa viruléncia e nao indutora de
malaria cerebral nesse modelo, sdo protegidos contra o desenvolvimento de maléaria
cerebral induzida pela cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA). Para isto, foram
realizados dois ciclos de imunizacdo utilizando extrato proteico de Plasmodium
berghei associado ao adjuvante CPG-ODN, com intervalo de 21 dias, em
camundongos fémeas C57BL/6, com idade entre 6 e 8 semanas. Apds 30 dias da
dltima imunizacao foi realizado o desafio experimental utilizando a cepa ANKA de P.
berghei e iniciado o acompanhamento diario dos animais para avaliacdo do seu
quadro clinico e da carga parasitaria. Diante da presenca de sinais neurolégicos
(escore clinico < 5), os animais foram pesados e eutanasiados para realizacdo da
coleta de sangue, baco e cérebro, enquanto animais sem esses sinais continuaram
por ser acompanhados diariamente e, entéo, sacrificados a partir do 13° dia. A partir
das amostras coletadas, foram determinados o0s niveis de anticorpos soroldgicos, a
frequéncia da populacdo celular esplénica (células T CD4" e CD8", e linfocitos B),
niveis de citocinas teciduais e analise histopatolégica do tecido nervoso. Observou-
se que 46% dos animais imunizados com extrato de PbN e 69% dos animais
imunizados com extrato de PbA foram protegidos do desenvolvimento de maléaria
cerebral e tiveram sua taxa de sobrevivéncia prolongada, entretanto, estes animais
desenvolveram hiperparasitemia sanguinea, com niveis de até 38% de parasitos
circulantes. Estes animais ndo apresentaram sinais clinicos neurolégicos, o que foi
confirmado macroscopicamente pela auséncia de hemorragia e reduzida inflamacgéo
no cérebro em relacdo aos animais que evoluiram para malaria cerebral.
Histopatologicamente, os animais com hiperparasitemia apresentaram poucos
leucocitos aderidos ao endotélio vascular e auséncia de vasos obstruidos. Em
relacdo aos niveis de citocinas (IL-10, TNF-a, IFN-y) e numero de linfécitos
esplénicos (T CD4" e CDS8", e linfécitos B), estes estiveram significativamente
reduzidos nos animais que desenvolveram hiperparasitemia em relagcdo aos que
desenvolveram maléria cerebral. Interessantemente, os animais imunizados foram
capazes de reconhecer tanto antigenos homologos quanto heterélogos ao utilizado
durante o processo de imunizacdo, porém, esses anticorpos pareceram nhao
influenciar o padréo clinico apresentado pelos animais. Portanto, nosso estudo
demonstra que imunizacbes com parasitos de baixa viruléncia podem induzir
imunidade capaz de proteger contra cepas altamente virulentas, mas os fatores que
medeiam essa protecdo ainda precisam ser melhor investigados.

Palavras-chave: Malaria cerebral. Hiperparasitemia. Imunizacdo. Extrato proteico.
Plasmodium berghei.



ABSTRACT

The broad distribution of malaria around of the globe and the large number of
clinical cases/deaths attributed to this disease turns the discovery of a safe and
effective malaria vaccine an essential tool to halt the spread of the disease. Vaccines
focused on the use of live parasites and crude parasites antigens have shown good
results on the induction of antimalarial immunity, although it is still not clear if
immunizations with low virulent strains are capable to prevent the development of
symptoms of cerebral malaria. This research aim to investigate if immunizations with
crude antigen of Plasmodium berghei NK65 (PbN), a low virulence strain non-
inductive of cerebral malaria in C57BL/6 mice, are able to protect the animals against
the development of cerebral malaria after challenge with Plasmodium berghei ANKA
(PbA). Mice were immunized twice with crude antigen associated to CPG-ODN
adjuvant. Thirty days after the second immunization animals were challenged with
10° red blood cells infected with P. berghei ANKA. Animals were daily monitored to
evaluate the clinical score and parasitaemia levels. If the presence of neurological
signs (score < 5) were detected, animals were euthanized and blood samples, spleen
and brain were collected; animals without neurological commitment were followed
daily until the 14 day post-infection. Antibodies and cytokines levels, splenic cellular
population (T CD4", T CD8" and B lymphocytes) and histopathological analysis were
performed. The results showed that 46% of the animals immunized with crude
antigen of PbN and 69% of the animals immunized with crude antigen of PbA were
protected from the development of cerebral malaria and had their survival rate
prolonged, however, these animals developed hyperparasitaemia, with levels up to
38% of circulating parasites. These animals did not present neurological signs which
were confirmed macroscopically by the absence of hemorrhage and reduce brain
inflammation in relation to the animals that evolved to cerebral malaria.
Histopathologically, the animals with hyperparasitaemia presented few adhered
leukocytes in the vascular endothelium and absence of obstructed vessels. In
relation to cytokine levels and number of splenic lymphocytes, these were
significantly reduced in animals that developed hyperparasitism in comparison with
those who developed cerebral malaria. Interestingly, the immunized animals were
able to recognize both homologous and heterologous antigens used during the
immunization process, however, these antibodies did not appear to influence at the
clinical condition presented by the animals. Therefore, our study demonstrates that
immunizations with low virulence parasites may induce immunity capable of
protecting against highly virulent strains, but the factors that mediate this protection
still need to be better investigated.

Keywords: cerebral malaria, hyperparasitaemia, immunizations, crude antigen,

Plasmodium berghei.
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Figura 11: Fotografias macroscopicas do cérebro dos animais que desenvolveram
quadro de maléaria cerebral e hiperparasitemia. A, D e G: foto da calota craniana dos
animais controle, animais com malaria cerebral e hiperparasitemia respectivamente.
As fotos B, E e H demonstram a calota craniana ap0s o processo de marcacdo com
azul de Evans dos animais controle, animais com malaria cerebral e
hiperparasitemia respectivamente. C, J, |: cérebro dos animais controle, com malaria

cerebral e hiperparasitemia ap0s remocao da calota craniana. ..............cceeeevvvvvvnnnnn. 67

Figura 12: Histopatologia do cérebro de animais controle (A e B), animais que
desenvolveram quadro de maléaria cerebral (C e D) e de animais que desenvolveram
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1 INTRODUCAO

1.1 A malaria

Malaria, paludismo e doenca dos pantanos sdo algumas das diversas
denominacdes atribuidas & doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium, a qual ainda hoje assume grande importancia na saude publica
mundial (WHO, 2016).

A existéncia da malaria ameacando populacdes humanas € muito antiga.
Mencéo a doenca € encontrada desde em tabuas originadas da Mesopotamia até
papiros egipcios e documentos chineses que datam de até 2700 a.C.; estes
descrevem sintomas classicos que ocorrem durante a doenca (COX, 2010). No ano
de 2010, um estudo publicado na revista Journal of the American Association
sugere, baseado em evidéncias moleculares, que a morte do faraé Tutancamon teria
ocorrido gracgas a infeccdo malérica jA que o DNA do parasito pode ser detectado no
material mumificado (HAWASS, 2010).

Historicamente, a maléaria foi inicialmente descrita como miasmas que
afetavam habitantes de é&reas pantanosas. Entretanto, as descobertas
microbiolégicas realizadas por Pasteur e Koch no final do século XIX permitiram o
inicio da busca pelo agente causador da malaria. Alphonse Laveran, analisando o
sangue fresco de pacientes sintomaticos, péde observar “pigmentos” presentes em
leucécitos e em eritrécitos, que ndo estavam presentes no sangue de pacientes
saudaveis. Assim, Laveran conseguiu descrever que a doenca que afligia a
populacdo era causada por um protozodario e ndo por bactérias como se acreditava
até entdo. Além disso, Laveran também descreveu as formas eritrociticas do
parasito. Essas descobertas permitiram a Laveran ser laureado com o Prémio Nobel
de Medicina em 1907 (COX, 2010).

Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a malaria € a
doenca parasitaria de maior incidéncia mundial (WHO, 2016). Altamente debilitante,
especialmente para criangas com menos de 5 anos e gestantes. A malaria esta
presente nas regides tropicais e subtropicais do globo, onde as condi¢cbes

ambientais e de moradia favorecem sua propagacdo. Atualmente a doenca é
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endémica em 93 paises, sendo os mais elevados indices de mortalidade e
morbidade notificados nos paises localizados nos continentes africano e asiatico
(Figura 1) (GUERRA; SNOW; HAY, 2006). Em 2016 foram relatados
aproximadamente 216 milhfes de casos clinicos de malaria no mundo e cerca de
400 mil ébitos; 90% desses obitos foram atribuidos a P. falciparum e ocorreram nos
paises endémicos da Africa subsaariana (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

Cinco espécies de Plasmodium sdo capazes de causar maléria em
humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. knowlesi, P. ovale e P. malariae. As
infeccbes por P. vivax ocorrem principalmente no sudeste do continente Asiatico e
nas Ameéricas. Por outro lado, P. falciparum predomina no continente africano
estando ainda associado ao maior indice de casos graves associados a doenca
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

R

Paises endémicos para malaria, 2016 I8 Paises endémicos para malaria em 2000, e ndo mais endémico em 2016
Paises ndo endémicos para malaria, 2000 Né&o aplicavel

Figura 1: Areas endémicas para malaria no mundo. Adaptado de World Malaria Report, 2016.
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No Brasil, desde o século XX, a maldria constitui um preocupante
problema de saude publica. Dentre 0os mais marcantes episodios na histéria da
malaria no pais esta a introducdo do mosquito Anopheles arabiensis (inicialmente
identificado como Anopheles gambiae), trazido por navios do Senegal, na regiao
nordeste do Brasil em 1930. Essa espécie foi responsavel por um dos maiores
surtos da doenca ja registrados no pais: em somente 8 meses foram registrados 150
mil casos clinicos e cerca de 14 mil mortes atribuidos a malaria (FERREIRA,
CASTRO, 2016). Ja na regidao amazobnica, as ondas migratdrias proporcionaram a
ocorréncia de milhares de novos casos da doenca. Uma dessas ondas migratorias
foi ocasionada pela construcdo da Estrada de Ferro Madeira Mamoré, que tinha o
intuito de ligar a Bolivia a Porto Velho com o objetivo de escoar a borracha
produzida na regido. Durante o periodo de construcdo dessa estrada, milhares de
trabalhadores sucumbiram ao Obito gracas as méas condi¢cdes de moradia, invaséo
descontrolada da floresta, falta de infraestrutura para a organizacdo da populacao
(KATSURAGAWA et al., 2008).

Aqui, a doenca é causada por trés espécies plasmadios: P. falciparum, P.
vivax e P. malariae. A transmissdo de P. vivax € a mais predominante estando
associada a 88% dos casos registrados anualmente na regidao da Amazoénia Legal. A
Amazobnia Legal € uma divisao politica formada pelos estados do Amazonas, Para,
Acre, Rondbnia, Amapd4, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhdo. Juntas,
estes estados sao responsaveis por 99% dos casos de malaria registrados no Brasil
(Figura 2). Fora da regido Amazobnica a maioria dos casos de malaria ndo é
autoctone sendo, portanto, importados de areas endémicas. Contudo,
esporadicamente, casos autéctones tém sido registrados em regides de Mata
Atlantica no estado do Rio de Janeiro e Espirito Santo (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2016; SVS/MS, 2015).

Sobre a situagcdo epidemioldgica da malaria no Brasil, em 2015 foram
registrados 131.749 casos clinicos da doenca, sendo a maior parte deles oriundos
dos estados do Amazonas e do Acre. Em contraste ao alto niumero de casos
ocorridos em 2015, apenas 35 Obitos foram registrados, 31% deles fora da regiao
amazonica (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2016; SVS/MS, 2015). Apesar da
existéncia de campanhas de controle da doengca baseadas no diagnéstico e

tratamento rapido dos casos e no combate ao inseto vetor, no ano de 2017 foi
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registrado um aumento do numero de casos em 25% (175.855) comparados aos
dados de 2015.

/ 4
) ?
~ {
" y ‘—\, J‘ [] sem transmisszo
NO NE 4 & o =
3 7 [ Baixo risco
° L B 0 e
. -y [ médio risco
e N X
A S/ M Aito risco

Figura 2: Regides endémicas para malaria no Brasil. Areas em verde escuro representam
maior risco de infeccdo. Destacam-se as areas no sudeste do pais onde existe baixo risco de
transmissao da doencga. Fonte: Sistema de Vigilancia em Saude, 2015.
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1.2 Ciclo biologico dos plasmodios humanos

A malaria é uma doenca parasitaria ocasionada por protozoarios
unicelulares pertencentes ao género Plasmodium. O género é pertencente ao filo de
protozoarios Apicomplexa, no qual todos os seus representantes sdo parasitos
intracelulares obrigatorios.

Os plasmodios sdo parasitos heteroxénicos, necessitando de dois
hospedeiros para completar seu ciclo biolégico (Figura 3). O hospedeiro
invertebrado, mosquitos fémea do género Anopheles, carregam as formas
esporozoitas do parasito atuando, portanto, como vetor da doenca. Durante a
realizacdo do repasto sanguineo os esporozoitos sdo injetados pelos mosquitos na
derme do hospedeiro vertebrado, juntamente com substancias vasodilatadoras e
anticoagulantes presentes na saliva do mosquito anofelino. Essas substéancias
presentes na saliva do inseto facilitam tanto a ingestdo de sangue e como a
passagem dos esporozoitos para os capilares sanguineos, dando continuidade ao
ciclo do parasito (RIBEIRO, 1987).

Uma vez injetados na derme do hospedeiro, 0s esporozoitos podem
seguir pelo menos trés destinos: 1) podem ficar retidos na derme ap6s exaustao
celular e serem posteriormente degradados; 2) podem adentrar os vasos do sistema
linfatico, onde estas formas do parasito serdo drenadas até o linfonodo mais proximo
onde serdo degradados (AMINO et al., 2006); 3) podem alcancar a corrente
sanguinea por meio de movimentos tipo “gliding” proporcionada principalmente pela
proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) (TROTTEIN; TRIGLIA;
COWMAN, 1995) presente na superficie celular dos parasitos, juntamente com a
proteina circusporozoita (CS), que permite a movimentacdo dos mesmos até a
entrada nos capilares locais (COWMAN et al., 2016; SOLDATI; FOTH; COWMAN,
2004).

Quando os esporozoitos alcancam a corrente sanguinea, chegam
rapidamente aos capilares dos sinusoides do figado, onde invadirdo os hepatdcitos.
O processo migratério entre a derme e a chegada aos sinusoides hepaticos ocorre
entre uma e trés horas apos a inoculacdo dos esporozoitos (YAMAUCHI et al.,
2007). Devido ao curto tempo entre a entrada no hospedeiro e a invaséo celular, os

esporozoitos conseguem evadir o sistema imunoldgico do hospedeiro. Entretanto,
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em individuos imunes, os anticorpos parecem ser capazes de opsonizar 0S
esporozoitos impedindo sua invaséo celular (EPSTEIN et al., 2017; MORDMULLER
et al., 2016).

Os esporozoitos de Plasmodium sdo capazes de migrar por entre
diversos tipos celulares, entretanto, a infecgdo e desenvolvimento inicial no
hospedeiro vertebrado ocorrerdo a partir da invasdo de hepatdcitos, os quais
expressam altos niveis de moléculas de heparan-sulfato (COPPI et al., 2007;
COWMAN et al., 2016). Ao alcancar o figado, os esporozoitos entram ativamente
nos hepatdcitos sendo essa passagem proporcionada pela interacao entre proteinas
adesivas de membrana celular e receptores especificos expressos pelas células
hepéaticas (PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006). Durante o processo de
reconhecimento e invasao celular, os parasitos utilizam distintas proteinas presentes
nas organelas do complexo apical, tais como roptrias, micronemas, e anel polar
apical (MORRISSETTE; SIBLEY, 2002).

Uma vez dentro dos hepatocitos, inicia-se 0 processo de reproducéo
assexuada dos parasitos denominada esquizogonia tecidual. Por meio desse
processo, serdo originados milhares de merozoitos hepaticos, os quais seréo
liberados na corrente sanguinea envoltos em vesiculas denominadas merossomas.
Na corrente sanguinea, os merossomas liberam, por meio de mecanismos ainda ndo
elucidados, milhares de merozoitos permitindo o inicio do ciclo eritrocitico do
parasito (STURM et al., 2006).

A invasao eritrocitica ocorre rapidamente, impedindo que o sistema
imunoldgico seja capaz de impedir completamente a interacdo entre receptores
celulares e ligantes expressos na superficie celular dos parasitos (COWMAN;
CRABB, 2006). Proteinas como a Proteina 1 de Superficie de Merozoitos (MSP-1),
proteinas homoélogas ligantes de reticulécitos (RHs), assim como as proteinas
derivadas do complexo apical (AMAl- Antigeno 1 de Membrana Apical), sao
essenciais no processo de reconhecimento e invasdo celular dos eritrocitos
(COWMAN; CRABB, 2006). Apoés invadirem as hemacias, 0s parasitos iniciam um
novo ciclo de reproducao assexuada, passando pelos estagios de trofozoitos jovens,
trofozoitos maduros e posteriormente esquizontes multinucleados. Cada esquizonte
é responsavel pela formacao de milhares de merozoitos sanguineos que romperao a

membrana celular e dardo inicio a um novo ciclo de invaséo eritrocitica.
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Durante o ciclo eritrocitico pode haver a formacado de gametdcitos, que
sao as formas evolutivas do parasito capazes de continuar seu desenvolvimento em
mosquitos anofelinos, por meio de reproducdo sexuada, dando origem a oocistos e
posteriormente a esporozoitos.

Nas infeccbes por P. vivax e P. ovale parte dos esporozoitos que invadem
os hepatocitos entram em estado de laténcia, sendo chamados de hipnozoitos.
Estes, quando ativados (apds 3 meses da infeccéo), levam ao desenvolvimento da
doenca clinica (World Health Organization, 2015).
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Figura 3: Ciclo biologico de espécies de parasitos do género Plasmodium. Representacdo dos
estagios pré-eritrocitico e eritrocitico dos parasitos. Adaptado de Mueller et al, 2009
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1.3 Sintomatologia da infec¢do: malaria ndo complicada e complicada

Independentemente da espécie de plasmodio infectante, os sintomas
classicos da malaria humana, tais como calafrios, febre e dor de cabeca, dentre
outros, sdo decorrentes exclusivamente do ciclo eritrocitico do parasito.
Especificamente, com o rompimento das hem@cias, proteinas e produtos oriundos
do metabolismo do parasito, tais como, glicofosfatidilinositol (GPI) (CAMPOS et al.,
2001; TACHADO et al., 1995) e a hemozoina (DOSTERT et al., 2009; PARROCHE
et al., 2007), sédo liberados para a circulagdo sanguinea estimulando, assim, o
aparecimento dos ciclos febris caracteristicos da doenga. A doenga, quando
representada somente pelos sintomas classicos é denominada maléria néo
complicada.

A infeccéo, no entanto, pode se agravar se nao for tratada eficientemente.
Normalmente, os casos graves sao atribuidos a infeccdes por P. falciparum e mais
raramente a P. vivax e ocorrem em individuos ndo expostos previamente ao
parasito, e em individuos imunossuprimidos. A malaria grave ou complicada pode
ser definida com base em diversos quadros clinicos denominados maléaria cerebral,
anemia grave, sindrome da angustia respiratéria, acidose metabdlica, faléncia renal
aguda, hipoglicemia, e maléria placentaria (GOMES et al., 2011; WASSMER; GRAU,
2016). Enquanto alguns desses quadros clinicos ocorrem predominantemente em
infecgbes causadas por P. falciparum, outros sdo mais facilmente observados em
infeccdes por P. vivax (ANSTEY et al., 2009).

A malaria cerebral é caracterizada pela adesao de eritrécitos infectados
por trofozoitos maduros e esquizontes de P. falciparum, bem como de leucdcitos, a
microvasculatura cerebral causando danos teciduais (BERENDT; TUMER,;
NEWBOLD, 1994; CLARK; ROCKETT, 1994; Revisto por GOOD et al., 2005). A
adesao dos parasitos ao epitélio vascular dos capilares ocorre de maneira sistémica
sendo considerado um mecanismo de escape do parasito uma vez que tal processo
dificulta que o mesmo seja eliminado pelo baco (Revisto por ENGWERDA,
BEATTIE; AMANTE, 2005).

O processo de adesdo endotelial ocorre pela interacdo entre proteinas

expressas pelos parasitos (especialmente a PfEMP-1) e receptores expressos pelo
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hospedeiro (EX: ICAM-1, VCAM-1, CD36, trombospondina, E-selectina, CSA). A
adesdo de hemécias infectadas no endotélio ocasiona a obstrucdo dos capilares
cerebrais por meio de distintos processos como a formacdo de rosetas e
aglomerados celulares. As rosetas sdo caracterizadas por serem conjuntos de
hemécias infectadas e nao infectadas aderidas ao endotélio por meio de receptores
CD36, P-selectina e outros receptores (PAIN et al., 2001; WASSMER; GRAU, 2016;
WASSMER; TAYLOR; ALEXANDER, 2008). Os eritrocitos se aderem entre si por
meio da ligacdo cruzada entre carboidratos expressos na membrana celular do
hospedeiro e a PfEMP-1 expressa na superficie de hemécias infectadas
(STEVENSON et al., 2015). Ja os aglomerados celulares caracterizam-se pela
presenca de plaquetas aderidas a hemacias e as células endoteliais (PAIN et al.,
2001; WASSMER; TAYLOR; ALEXANDER, 2008).

A inflamacao local tecidual proporciona um aumento da expressao de
integrinas de adesédo endotelial e levam ao acumulo de leucécitos no local, que, por
sua vez, produzem gquimiocinas tais como CXCL10, CCL5, CCL2, capazes de
recrutar para o local neutrofilos, macrofagos, células T, células NK, as quais dardo
continuidade ao processo inflamatdrio. Os aglomerados celulares e as rosetas
contribuem para o bloqueio da passagem do fluxo sanguineo, levando a hip6xia
tecidual e a resposta inflamatéria exacerbada, aquela, por sua vez, leva a danos
teciduais intensos e consequentemente aos sintomas graves da doengca como, por
exemplo, hemorragias cerebrais, danos neurolégicos permanentes, coma e a morte
do paciente (Revisto por SCHOFIELD; GRAU, 2005).

A anemia grave, por sua vez, pode ocorrer em infeccbes causadas P.
vivax e por P. falciparum, embora seja muito mais notavel nas infeccées por P. vivax
(Revisto por ANSTEY et al., 2009). Primeiramente, durante a infeccdo malarica, ha
um aumento da destruicdo de hemacias, dentre elas, estdo inclusas hemacias
infectadas e nado infectadas. Essa destruicdo se deve a externalizacdo de
fosfatidilserina e/ou proteinas do parasito em hemécias infectadas e a diminui¢cdo na
deformabilidade destas células provocadas pelos parasitos. Essas alteracdes levam
a fagocitose e destruicdo dos eritrécitos por macrofagos residentes no bacgo
(ABDALLA, 1988). Por outro lado, a destruicdo de hemacias sadias esta associada a
adsorcdo de antigenos do parasito (ex: hemozoina) na superficie dessas células.
Estudos ja demonstraram que para cada hemacia parasitada por P. vivax 32 sadias

sdo destruidas pelo baco, enquanto em infecgbes por P. falciparum, para cada
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hemécia parasitada outras 8 ndo parasitadas sédo destruidas. Dessa forma é notavel
gque a anemia ndo possui qualquer relagdo com a taxa de parasitos circulantes
(Revisto por ANSTEY et al., 2009). Outro fator fundamental para o estabelecimento
do quadro de anemia nas infeccbes malaricas € a supressdao da atividade
eritropoiética da medula. Isso se deve ao aumento dos niveis de TNF-a e IFN-y que
impedem a resposta de precursores eritrociticos a eritropoietina (RUDIN et al., 1997;
WICKRAMASINGHE et al., 1989).

Outras sindromes associadas a malaria grave sao relacionadas a acidose
metabdlica. Esse quadro engloba a sindrome pulmonar aguda e a acidose latica,
sendo a primeira associada ao bloqueio mecanico de capilares alveolares que
impedem a passagem de células carregando moléculas de oxigénio, e também
devido a mecanismos pro-inflamatorios que destroem o tecido levando a injuria
tecidual. Ja a acidose latica ocorre principalmente pelo acimulo de acido latico nos
tecidos e gracas a falta de oxigenacao tecidual, hipoglicemia e produc¢éo de citocinas
pré-inflamatérias que contribuem pra formacdo do lactato, entre outras causas
(AGBENYEGA et al., 2000).

Outro quadro importante, derivado do agravamento das infeccdes
malaricas, é o desenvolvimento de maléaria placentaria. Esta é caracterizada pelo
acumulo de eritrocitos infectados nos espacos intervilosos da placenta, além da
infiltracdo de mondcitos e demais leucécitos. As proteinas PfEMP-1 expressas na
superficie dos eritrocitos infectados se ligam em receptores sulfatados de condroitina
A presentes na superficie dos capilares placentarios, locais com menor resposta
imunolégica (FRIED; DUFFY, 1996). Consequéncias geradas pela maléaria
placentaria incluem risco de parto prematuro com nascimento de criancas com baixo
peso e morte dos recém-nascidos e da gestante. Interessantemente, durante o
desenvolvimento do quadro de maléaria placentaria, as gestantes ndo apresentam
sintomas da infeccdo aguda estando todo dano voltado para a placenta
(SCHOFIELD; GRAU, 2005).
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1.4 Imunidade antimalaria

Até os dias atuais o entendimento dos fatores que levam ao
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica robusta e eficiente durante a
infeccdo malarica ainda constitui um grande desafio para a comunidade cientifica. A
ampla variedade de elementos que podem influenciar nesse processo variam desde
a idade e o estado imunolégico do hospedeiro até o complexo ciclo de vida e os
mecanismos de escape apresentados pelos parasitos.

De qualquer forma, sabe-se que tanto a imunidade inata quanto a
adquirida sé&o importantes no controle da infeccdo. Essas serdo discutidas a seguir.

1.4.1 Imunidade inata

A resposta imune € crucial para o controle de qualquer infeccéo até que a
imunidade adquirida se estabeleca. Em relagdo a malaria, em individuos primo-
infectados, a resposta imune inata torna-se essencial para o controle da parasitemia
sanguinea até que a resposta imune adaptativa seja alcancada (ARTAVANIS-
TSAKONAS; RILEY, 2002; BACCARELLA et al., 2013; COHEN, S; MCGREGOR, I.
A.; CARRINGTON, 1961; Revisto por DOOLAN; DOBANO; BAIRD, 2009; Revisto
por STEVENSON; RILEY, 2004). Durante a resposta inata, a fagocitose de produtos
derivados de eritrocitos e células infectadas faz com que macréfagos sejam ativados
e produzam citocinas como TNF-qa, IL-12, IL-6, IL-1, IL-18 e IFN-y que auxiliardo na
ativacdo de células NK, macrofagos e células T, levando a ativacdo da resposta
imune adquirida. Essas células ou mediadores inflamatérios produzidos por elas
podem atuar contribuindo para o controle da parasitemia (Revisto por ARTAVANIS-
TSAKONAS; TONGREN; RILEY, 2003).

Dentre as células do sistema imune inato, as células NK (Natural Killer),
importantes produtoras de IFN-y, tém sido consideradas de fundamental relevancia
para o controle da parasitemia sanguinea, como demonstrado em infec¢ées murinas
por Plasmodium chabaudi chabaudi (MOHAN; MOULIN; STEVENSON, 1997). No
entanto, essas células ndo sdo capazes de promover a completa eliminagdo dos
parasitos (STEVENSON; RILEY, 2004). Ativadas pelas citocinas IL-12 e IL-18
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produzidas por ceélulas apresentadoras de antigenos, essas células passam a
produzir IFN-y, essencial para a ativagao de linfécitos e macrofagos (Revisto por
ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002).

Os macréfagos atuam como células apresentadoras de antigenos e tem
papel importante na fagocitose de células parasitadas. Entretanto, o seu papel é
essencial durante a mediacdo de inibicdo celular dependente de anticorpos, e
também quando produz Oxido nitrico e IFN-y para ativacdo de células TCD4"
(RILEY; STEWART, 2013; STEVENSON; RILEY, 2004).

As células Tyd s&o responsaveis pelo reconhecimento de antigenos de
origem lipidica e, durante a infeccdo malérica, ndo parecem ser relacionadas ao
controle da parasitemia, entretanto tem papel importante no desenvolvimento de
malaria cerebral, uma vez que em sua auséncia ndo ha ocorréncia de doenca
cerebral grave (Revisto por SCHOFIELD; GRAU, 2005; STEVENSON; RILEY, 2004,
YANEZ et al., 1999). A ativacao desse tipo celular ocorre de forma secundaria, por
meio de estimulos de citocinas devido a necessidade de sinalizacdo através da
cadeia y (ELLOSO et al., 1996).

Os linfécitos TCD8" atuam principalmente contra as formas exo-
eritrociticas dos parasitos (MALIK et al., 1991). A resposta imunolégica baseada
nesse tipo celular geralmente consiste na producéo de TNF-a e IFN-y, granzimas e
perforinas, as quais atuam de forma a impedir o desenvolvimento do parasito dentro
do hepatocito (MONTES DE OCA et al., 2016; SEGUIN et al., 1994). Essas células
sdo estimuladas nos linfonodos via IL-2 produzidas por células TCD4" ativadas
(AMANTE et al., 2010).

Diversos estudos jA demonstraram o importante papel desempenhado
pelas células T CD4" durante a protecdo contra a infeccdo malérica
(HIRUNPETCHARAT et al.,, 1999; PINZON-CHARRY et al., 2010; STANISIC;
GOOD, 2015). Estas células, ativadas por IL-12 produzidas por células dendriticas
(AMANTE et al.,, 2010), possuem papel critico na coordenacdo da resposta
imunoldgica por meio de liberagcdo de citocinas e substancias que medeiam lise
celular em todas as fases do ciclo do parasito. Essas células também auxiliam
linfécitos B na resposta antigénica, permitindo a troca de classe de anticorpos,
levando a producéo de anticorpos de alta afinidade e também participam na ativagédo
e expansdo de células T CD8" e macréfagos durante a resposta imunoldgica por

meio da producdo de IFN-y. As células auxiliares T CD4", juntamente com a ac¢&o do
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IFN-y, realizam um importante papel no controle do crescimento da parasitemia
sanguinea, possivelmente levando a um controle da infeccdo (AMANTE et al., 2010).
Por outro lado, a presenca de células T CD4", assim como as células T CD8",
parece ser critica durante o desenvolvimento da patologia da malaria grave, uma vez
que podem estimular inflamagéo tecidual e consequentemente um aumento das
lesbes, além de contribuir para o aumento da adesdo de células ao endotélio
tecidual (AMANTE et al., 2010; HERMSEN et al., 1997).

1.4.2 Imunidade Humoral

Dentre os diversos mecanismos envolvidos na protecdo a maléria,
destaca-se o papel dos anticorpos durante a infeccdo. O importante papel dos
anticorpos durante a infec¢cdo malarica € observado ha anos e suas fungdes sempre
foram alvos de investigacdo. Cohen e colaboradores em 1961 observaram que a
transferéncia passiva de anticorpos de individuos imunes expostos a maléaria para
individuos infectados amenizou os sintomas apresentados por estes durante a
infeccdo; assim, os anticorpos teriam um papel na protecdo anti-doenca mediada
pelo controle do crescimento parasitario (COHEN, S; MCGREGOR, |. A,
CARRINGTON, 1961). Corroborando tais observacdes, sabe-se que criancas recém-
nascidas possuem menores chances de desenvolver sintomas relacionados a
malaria nos seis primeiros meses de vida, uma vez que a transferéncia de
anticorpos da méae imune para o filho durante a gestacao permite que haja protecao
contra o desenvolvimento da doencga (Revisto por RILEY et al., 2001).

Dentre 0os mecanismos pelos quais os anticorpos atuam no combate ao
desenvolvimento do parasito esta o bloqueio da entrada dos parasitos as células
hospedeiras; os anticorpos podem impedir o inicio da infec¢gdo quando opsonizam os
parasitos, bloqueando a interacdo entre proteinas expressas pelos esporozoitos e
merozoitos a receptores celulares expressos em células especificas do hospedeiro.
Esse bloqueio impede, portanto, que haja a interacdo entre receptor-ligante e
consequentemente a entrada do parasito em hepatécitos (BOUHAROUN-TAYOUN
et al., 1990) e eritrécitos (REILING et al., 2010).
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Os anticorpos podem opsonizar merozoitos e ligar a sua por¢cdo Fc aos
componentes do sistema complemento, ativando-o pela via classica, o que
desencadeia processos de lise dos parasitos, auxiliando na diminuicdo da carga
parasitaria sanguinea (BOYLE et al., 2015). Entretanto ja foram descritos que 0s
parasitos possuem vias alternativas que possibilitam a evasado da resposta pelo
sistema complemento (KENNEDY et al., 2016).

Os anticorpos opsonizantes também podem atuar pela ligacdo da sua
porcdo Fc a receptores presentes nas células fagociticas (receptores (FcyRl,
FcyRlla/b, FcyRIIl), assim, ativando essas células a iniciarem mecanismos capazes
de destruir tanto a parasitos livres na circulagdo quanto aqueles que ja invadiram
suas células hospedeiras (HILL; SCHOFIELD; WILSON, 2017)

O processo de opsonizacdo dos merozoitos e das células infectadas
pelos parasitos desencadeiam o0 mecanismo conhecido como inibicdo celular
dependente de anticorpos (ACDI). Este processo consiste na interacdo de mondcitos
com anticorpos opsonizantes. Nesse caso, 0s anticorpos medeiam a acao entre a
célula fagocitica e a célula parasitada, juntamente a fatores solUveis ainda n&o
identificados (BOUHAROUN-TAYOUN et al., 1995). O mecanismo de morte dos
parasitos durante o processo de ACDI ainda nédo foi bem elucidado mas, alguns
estudos tém proposto que TNF-a seja um dos fatores solUveis envolvido na
interacdo anticorpo-receptor Fc das células fagociticas (HILL; SCHOFIELD;
WILSON, 2017).

Quando opsonizados por IgGs o0s merozoitos podem ainda ser
fagocitados por neutrofilos, que estdo presentes em grande nimero compondo as
células periféricas do sistema imunolégico. Estas células tem capacidade de matar
0S merozoitos por meio da producdo de espécies reativas do oxigénio e Oxido
nitrico, promovendo o chamado burst respiratério (JOOS et al., 2010). Este processo
leva a remocdo dos merozoitos da corrente sanguinea e impede, em parte, que
estes deem continuidade ao ciclo sintomatico da doenca (GREVE et al., 1999)

Os anticorpos opsonizantes ainda sao capazes de opsonizar eritrocitos
infectados pelos plasmadios e esse processo impede a formacao de rosetas entre
as ceélulas infectadas e néo infectadas, impede também que haja adesdo destas
células ao endotélio capilar, além de bloguear o rompimento destas células e a

liberacdo de novos parasitos na corrente sanguinea (RAJ et al., 2014).
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Dada a grande importancia dos anticorpos na imunidade antimalarica, a
maior parte dos estudos que visam a producéo de vacinas sao, ainda hoje, focados

em estratégias que estimulam a producao a resposta imune humoral.

TNF-ao e IFN-y

Figura 4: Mecanismos de atuacdo dos anticorpos contra a infeccdo maléarica: (A):
opsonizacdo das células parasitadas e reconhecimento da por¢cdo Fc dos
anticorpos por meio receptor Fc das células fagociticas. (B): opsonizacdo de
merozoitos pelos anticorpos medeia a fixagdo de componentes do sistema
complemento. (C): processo de inibicdo celular dependente de anticorpos, com
liberagdo de citocinas tais como TNF-a e IFN-y. (D): aglutinagdo de merozoitos.
(E): opsonizagdo dos merozoitos e blogueio da entrada destes parasitos nas
hemacias. (F): neutralizacdo de toxinas derivadas do parasito. (G): bloqueio da
liberagdo de parasitos das células ap6s o processo de replicacédo parasitaria. (H):
impedir o crescimento do parasito. (1) inibicdo da formacéo de rosetas. (J): inibicdo
do processo de adesao das células parasitadas ao endotélio vascular. Adaptado
de TEO et al, 2016.
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1.5 Vacinas antimalaricas: passado e presente

O surgimento e disseminacdo de parasitos resistentes as drogas
antimalaricas (Revisto por O'BRIEN et al., 2011) bem como dos anofelinos a
inseticidas (RANSON et al., 2011) tém elevado cada vez mais a necessidade do
desenvolvimento de um método alternativo e efetivo para controle da doenca. Nesse
contexto destaca-se o desenvolvimento de vacinas antimalaricas.

A necessidade de se obter uma vacina antimalarica, segura e eficaz, para
uso em humanos tém, ha longos anos, motivando muitos estudos ao redor do
mundo. No entanto, varios fatores, incluindo a complexidade biolégica dos parasitos,
tém contribuido para o insucesso dos protétipos testados até o momento
Especificamente, ao longo do seu ciclo evolutivo, os plasmodios passam por
distintos estagios, cada qual apresentando caracteristicas biologicas, bioquimicas e
moleculares variaveis (COWMAN et al., 2016; ROBERTS et al.,, 1992) o que
contribui para o insucesso dos ensaios de vacinacao.

Mesmo frente a essas dificuldades, a vacinacdo ainda é considerada uma
estratégia com excelente custo-beneficio, jA que possibilitaria uma mais rapida
reducdo no numero de casos clinicos e de 6bitos, e até mesmo a eliminacao da
doenca das areas endémicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Assim,
anualmente, milhdes de délares séo investidos em estudos que visam produzir uma
vacina que seja eficaz para combater a transmissao da malaria (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017)

A seguir algumas estratégias sugeridas para o desenvolvimento de uma

vacina antimalarica serdo apresentadas.

1.5.1 Vacinas contra estagio pré-eritrocitico dos plasmodios

As vacinas preé-eritrociticas tem como objetivo induzir imunidade contra o
estagio de esporozoito do parasito impedindo assim que a infeccdo malarica seja
estabelecida. E, portanto, designada como vacina bloqueadora da infecg&o.

Com tal proposito, diversos prototipos direcionados para a fase hepatica
ja foram e continuam sendo testados na atualidade (MOORTHY et al., 2013; WHO,
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2014). O primeiro estudo relacionado a inducdo de imunidade antimalarica contra o
estagio hepatico dos plasmdédios foi realizado em modelo murino sendo a vacina
baseada no uso de esporozoitos atenuados por irradiacdo (NUSSENZWEIG et al.,
1967). Interessantemente, esse estudo demonstrou que animais imunizados eram
protegidos contra o desafio experimental e que essa protecdo era dependente do
namero de parasitos utilizados no processo de imunizacdo (NUSSENZWEIG et al.,
1967; HOFFMAN et al., 2002). Na década seguinte, esses estudos foram repetidos
tanto em primatas ndo humanos quanto humanos sendo os resultados obtidos
compativeis com aqueles observados em roedores (NUSSENZWEIG et al, 1970;
CLYDE et al, 1973). No entanto, a viabilidade dessa estratégia foi descartada devido
a alta susceptibilidade dos individuos imunizados seis meses ap0s vacinacdo e a
necessidade de grande numero de esporozoitos para inducdo de protecdo. De
qualguer forma, a partir desses estudos, varias outras estratégias de imunizacao
utilizando parasitos inteiros foram testadas, como, por exemplo, o uso de
guimioatenuacao e atenuacdo genética (BELNOUE et al., 2004a; GERALD et al.,
2011; ROESTENBERG et al., 2009).
As imuniza¢cdes com esporozoitos vivos seguida de tratamento com
drogas antimalaricas (quimioatenuacédo) (BELNOUE et al., 2004a; RAJA et al., 2016;
RAJA; STANISIC; GOOD, 2017) tém sido mais eficientes na inducédo de imunidade
do que o uso de esporozoitos atenuados por irradiacdo (LYKE et al., 2017;
MORDMULLER et al., 2017). Assim, especula-se que a quimioatenuagdo permite
uma maior proliferacdo dos esporozoitos em esquizontes teciduais, liberacdo de
maiores quantidades de antigenos na corrente sanguinea e, consequentemente,
maior ativacdo do sistema imunolégico em relacdo ao que ser verifica quando se
utiliza esporozoitos atenuados por radiacdo. Recentemente foi demonstrado que
humanos imunizados com esporozoitos de P. falciparum e tratados
quimioprofilaticamente desenvolvem imunidade capaz de protegé-los contra novo
desafio por até 10 semanas apds a 32 dose da vacina (MORDMULLER et al., 2017).
Contudo, esse tempo reduzido de protecao nao justifica sua extrapolagéo para uso
em humanos em grande escala.
Deve-se destacar que, apesar do grau de protecdo induzido com uso de
esporozoitos atenuados seja animador (em torno de 100%), as limitacdes ao seu
uso se baseiam: 1) no fato do grau de prote¢do diminuir com o tempo; 2) na

dificuldade de obtencdo de grande numero de formas esporozoitas do parasito.



38

Normalmente, o nimero de esporozoitos necessarios para induzir imunidade é da
ordem de 5,12 x 10* (MORDMULLER et al., 2017) a 9 x 10° esporozoitos (LYKE et
al., 2017); 3) nao é possivel obter esporozoitos por meio de cultivo como ocorre para
formas sanguineas de P. falciparum. O uso de parasitos quimioatenuados leva,
ainda, a outros obstaculos como necessidade de administracdo por via intravenosa,
tornando o processo doloroso e muitas vezes efusivo para os pacientes. Além disso,
nao deve ser descartada a possiblidade de reversdo da quimioatenuacdo, o que
permitiria o desenvolvimento da infeccdo nos individuos imunizados.

Sabendo que € possivel induzir imunidade antimalarica de forma mais
eficiente utilizando parasitos inteiros atenuados quimicamente ou por irradiagdo e
considerando as limitacdes de ambos 0s métodos, outras estratégias de atenuacao
tem sido desenvolvidas. Nesse caso, destaca-se a atenuacdo genética, no qual
genes especificos do parasito envolvidos no seu processo de desenvolvimento sdo
deletados do genoma (KREUTZFELD; MULLER; MATUSCHEWSKI, 2017). Por
exemplo, Mueller e colaboradores (2005), demonstraram que o silenciamento dos
genes UIS3 e UIS4, expressos na membrana do vacuolo parasitéforo de
esporozoitos e/ou sua completa delecdo impediram o desenvolvimento do parasito
dentro dos hepatdécitos, tanto em P. berghei quanto em P. yoelii, porém, induziram o
desenvolvimento de protecdo a longo prazo em camundongos (MUELLER et al.,
2005). Entretanto, os parasitos geneticamente modificados ainda podem escapar da
atenuacdo genética podendo levar ao desenvolvimento do ciclo sanguineo do
parasito (KUMAR et al., 2016). Nesse sentido, dois estudos clinicos que chegaram a
ser iniciados com uso de parasitos geneticamente modificados tiveram que ser
suspensos, 0 que aconteceu gracas ao surgimento de formas sanguineas do
parasito apds os processos de imunizacdo (Revisto por VAUGHAN; KAPPE, 2017).
Em outro estudo pré-clinico, a atenuacdo dos esporozoitos de P. falciparum foi
realizada com base na delecéo de trés genes (p367/p527/sapl’) e esse modelo ficou
conhecido como PfGAP3KO (MIKOLAJCZAK et al., 2014). Essa tripla atenuacéo
inibiu o desenvolvimento dos parasitos durante a fase hepéatica, sendo considerado

um modelo seguro para uso em humanos (KUBLIN et al., 2017).
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1.5.2 Vacinas contra plasmédios de estagio sanguineo

Vacinas com alvo na fase sanguinea do ciclo do parasito utilizam formas
sanguineas assexuadas ou proteinas expressas pelos parasitos durante essa fase
do ciclo. Também s&o conhecidas como vacinas anti-doenca, pois seu objetivo &
impedir ou amenizar os sintomas clinicos exibidos pelos pacientes durante o
desenvolvimento da infeccéo e o desenvolvimento das formas graves da doenca.

Uma das estratégias utilizadas para inducdo de imunidade antimalarica é
0 uso de parasitos inteiros de fase sanguinea (vivos ou mortos) ou extrato proteico
derivado da lise dos mesmos (ELLIOTT; KUNS; GOOD, 2005; PINZON-CHARRY et
al., 2010; POMBO et al., 2002). Considerando-se as dificuldades no uso de parasitos
inteiros vivos para inducdo de imunidade, como a possibilidade de escape da
atenuacao e o desenvolvimento da doenca apos as imunizagdes, 0 uso de parasitos
inteiros, porém mortos por descongelamento e congelamento rapido ou ruptura de
membrana também tem sido avaliado em ensaios de imunizacdo antimalarica
(GIDDAM et al., 2016; LU et al., 2016; PINZON-CHARRY et al., 2010; ZHU et al.,
2016). Essa estratégia tem como principal vantagem a ampla exposicéao de diversos
alvos antigénicos do parasito ao sistema imunologico do hospedeiro, fazendo que
haja um maior estimulo de resposta imune aquele parasito (PINZON-CHARRY et al.,
2010). Nesse sentido, tem sido demonstrado que uso de extrato proteico de
parasitos de fase sanguinea quando associado a adjuvante tem sido eficaz na
ativacdo de células T CD4" e T CD8" (LU et al., 2016) mesmo quando utilizado em
baixas doses (PINZON-CHARRY et al., 2010). Esses estudos ainda demonstram
que além da imunidade celular, o uso de antigeno total também é capaz de estimular
linfécitos B a produzirem anticorpos especificos que também contribuem para o
controle da infeccéo (LU et al., 2016).

O uso de adjuvantes na composi¢cao de prototipos vacinais € de grande
importancia visto que muitas vezes as particulas antigénicas que compde a vacina
sdo pouco imunogénicas, gerando respostas imunoldgicas rapidas, porém, pouco
duradouras (BODE et al., 2011). Dentre os adjuvantes utilizados com a finalidade de
potencializar a resposta imune induzida por vacinas esta o CpG-ODN. Esse
adjuvante é composto por sequéncias bacterianas de CpG nao metilados com
oligodeoxinucleotideos sintéticos (ODN). Essas sequéncias de DNA ndo metilado

sdo raras no DNA eucarioto, assim, sdo reconhecidas pelo sistema imunolégico
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como padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPS) por receptores de
reconhecimento de padroes (PRRs) do sistema imune inato. Com esse
reconhecimento pelos PRRs tipo Toll-9 (TLR-9) células dendriticas convencionais e
células B sao ativadas (KRIEG et al., 1995) e indiretamente ativam mondcitos,
macréfagos e células T e células NK. Estas células passam, entdo, a secretar
citocinas (IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-a) e anticorpos que medeiam a resposta imune
celular e humoral. O estimulo a resposta humoral via CpG-ODN ja foi observada em
estudos clinicos de fase | em pacientes imunizados com o prototipo vacinal
composto pelo antigeno recombinante PfAMA-1; nesse caso, a resposta de
anticorpos 1gG verificada nos individuos imunizados foi cinco vezes maior apds a
utilizacao do adjuvante (MULLEN et al., 2008).

Atualmente, alguns estudos ja visam a necessidade do desenvolvimento
de novos meios de entrega do extrato do parasito ao sistema imunolégico, como o
uso de vesiculas lipossomais que sdo tdo eficazes quanto o uso de adjuvantes
(GIDDAM et al., 2016). Esse sistema de entrega, o qual é formado por uma
membrana composta por uma camada dupla de lipideos, permite que o processo de
imunizacdo ocorra sem interferéncia de antigenos oriundos de hemacias. Essa
estratégia evita a possibilidade de ocorréncia de resposta contra antigenos proprios
do hospedeiro sendo ainda, considerado um sistema ideal para estimulacdo de
células T (GIDDAM et al, 2016).

1.5.3 Vacinas que utilizam proteinas recombinantes como antigenos

Apesar dos animadores niveis de protecdo alcancados com uso de
parasitos inteiros de fase hepatica ou sanguinea, as dificuldades na obtencdo dos
parasitos e/ou o risco de desenvolvimento da doencga durante o processo de
imunizacdo limitam o uso em humanos. Assim, a utlizacdo de proteinas
recombinantes derivadas das fases eritrociticas e pré-eritrociticas do parasito tem
sido investigada como potenciais alvos vacinais.

Até o momento, somente uma vacina com alvo em parasitos de fase
hepatica alcancou a fase 4 triagem clinica (RTSS CLINICAL TRIALS
PARTNERSHIP, 2015). Denominada RTS,S/AS01, essa vacina é composta por uma
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proteina recombinante da proteina circunsporozoita associada ao antigeno de
superficie de virus da hepatite B (HBV-ag) e ao adjuvante ASO1. Apesar de ter sido
aprovada para estudos clinicos de fase 4, os quais se iniciardo em 2018 na Africa,
os niveis de protecdo induzidos por essa vacina em sua fase 3 ainda sé&o
considerados baixos. Especificamente, 18 meses ap6s administracdo de trés doses
da RTS,S, o numero de casos graves da doenca em criangas com 0s sintomas
clinicos foi reduzido em 35-47% em criancas com idade de 5-17 meses e em 15-
38% em criancas com idade de 6-12 semanas (RTSS Clinical Trials Partnership,
2015). Portanto, ainda ha espaco para busca de vacinas que possuam indices mais
elevados de protecéo.

Outras proteinas consideradas importantes candidatas a compor uma
vacina antimalarica sdo: AMA-1 (antigeno apical de membrana 1), MSP-1 (proteina
de superficie de merozoito-1) e MSP-2 (proteina de superficie de merozoito-2).
Essas proteinas, expressas nos parasitos durante o ciclo eritrocitico tem sido
implicadas como importantes indutoras de resposta imune humoral em estudos soro-
epidemioldgicos. Com base nessa alta divergéncia nos alelos existentes nas
populacdes das diversas cepas de parasitos, atualmente objetiva-se investigar
possiveis alvos vacinais baseados em encontrar 0os epitopos mais imunogénicos e
mais conservados entre as espécies. Para isso, a analise in silico dessas moléculas
€ de extrema importancia. Cerca de 5000 genes sdo estimados como possiveis
candidatos a alvos antigénicos e a avaliacdo para determinar quais desses alvos
seriam os melhores para o desenvolvimento de uma vacina € realizada de forma
lenta e trabalhosa (Revisto por DOOLAN, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

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

formas graves da doenca.

Vacinas compostas por parasitos inteiros, atenuados por irradiacao, por
modificacbes genéticas ou por extrato total antigénico vém sendo testadas contra
estagios sanguineos e pré-eritrociticos dos plasmadios. Dentre as vantagens dessas
vacinas em relacdo as recombinantes e de subunidades esta a indugcédo de imunidade
contra multiplos antigenos dos parasitos. Nesse contexto, estudos desenvolvidos com
os plasmaddios de roedores tém sido fundamentais para o entendimento de fatores
associados a protecao, sobretudo quando h&a envolvimento de érgéos vitais tais como
cérebro e pulméo. No entanto, apesar da vasta literatura relacionada a inducédo de
imunidade em modelos experimentais, nenhum estudo tem averiguado o papel da
imunidade heterdloga na protecao contra quadros graves de malaria (malaria cerebral e
injuria respiratoria). Em sua grande maioria, 0os estudos sdo realizados com cepas de
parasitos ndo indutores de maléaria cerebral (P. yoelii, P. chabaudi) sendo a protecao
circulante.

No contexto do desenvolvimento natural ou de inducdo de imunidade,
deve-se considerar que em areas endémicas geralmente circulam diferentes
espécies e cepas de parasitos com distintos graus de viruléncia e que com a
globalizac&o a introducdo de uma nova espécie/cepa pode alterar em meédio prazo o

perfil de viruléncia das cepas preexistentes. Assim, uma vacina que induza protecao
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simultdnea contra variados estagios evolutivos dos parasitos e contra cepas

heterdlogas, com diferentes graus de viruléncia, torna-se fundamental.

Considerando-se a possibilidade de inducdo de imunidade por meio de
injecdo intraperitoneal de extrato proteico de parasitos de fase sanguinea (PINZON-
CHARRY et al.,, 2010), este trabalho visa avaliar o desenvolvimento de imunidade
transcendente a cepa considerando-se, sobretudo, a protecdo contra o
desenvolvimento de malaria cerebral. Nesse contexto, o uso de modelo murino
roedores € fundamental visto os impedimentos éticos desse tipo de estudo em
humanos. Apesar dos eventos associados a malaria cerebral em modelo murino ndo
refletirem exatamente aqueles observados em humanos, 0 modelo murino de infeccéo
por P. berghei ANKA ainda € o mais aceito para estudos que visam explorar melhor
eventos associados ao desencadeamento de malaria cerebral.

Para atingir nossos objetivos, ciclos repetidos de imunizagcdo com P.
berghei cepa NK65 serdo realizados seguindo-se posterior desafio com a cepa
ANKA de P. berghei.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o desenvolvimento da malaria cerebral causada por Plasmodium
berghei ANKA em camundongos C57BL/6 imunizados previamente com extrato
bruto proteico de P. berghei NK65.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia das imunizacdes com extrato proteico de P. berghei NK65
associado ao adjuvante CPG-ODN na evoluc¢éo clinica dos animais ap0s o
desafio experimental com P. berghei ANKA,;

e Delinear a curva de sobrevivéncia e de parasitemia dos animais imunizados
com extrato proteico de P. berghei NK65 associado ao adjuvante CPG-ODN e
posteriormente desafiados com P. berghei ANKA ;

e Determinar a ocorréncia de lesbes cerebrais causadas por P. berghei ANKA
em animais imunizados com extrato proteico de P. berghei NK65 associado
ao adjuvante CPG-ODN.

e Determinar os niveis de citocinas IL-10, TNF-a e IFN-y presentes em
homogenato de cérebro dos animais imunizados;

e Avaliar o indice esplénico dos animais envolvidos no estudo;

e Verificar o perfil fenotipico da populagdo de células T auxiliares e T citotoxicas
(CD4" e CD8"), além das células B (CD19") nos bacos dos animais
imunizados;

e Determinar os niveis de anticorpos IgG presentes no soro dos animais apos

as imunizagoes;
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4 METODOLOGIA

41 Animais

Os animais utilizados no presente estudo foram obtidos com aprovacao
do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Protocolo nimero: 32/2016) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, e foram fornecidos pelo Centro de Biologia da
Reproducdo presente na mesma instituicdo. Utilizaram-se camundongos C57BL/6,
fémeas com idade entre 6 a 8 semanas, durante todo o experimento 0s animais
foram acondicionados em cabines ventiladas com controle de temperatura,

exposicao a luz durante 12h, com agua e racéo ad libitum (Nuvital Nutrientes S/A).

4.2 Producéo de extrato bruto

Para obtencdo do extrato bruto proteico de P. berghei, camundongos
repique foram inoculados (via intraperitoneal; i.p) com 200 pL de células sanguineas
infectadas (5x10’ parasitos/mL) com as cepas de P. berghei ANKA (PbA) ou NK65
(PbN) previamente criopreservadas em nitrogénio liquido. Apés a infeccdo, a
parasitemia sanguinea foi monitorada por meio de esfregacos confeccionados a
partir de sangue obtido da veia caudal. Assim, quando a carga parasitaria atingiu 5%
em infeccbes causadas por PbA e 10% em infec¢des por PbN, os animais foram
anestesiados com uma solucéo de cloreto de sédio contendo 10% Quetamina e 2%
Xilasina seguindo-se a coleta de sangue a partir da veia braquial. Os animais foram
eutanasiados por exsanguinacao seguida de deslocamento de cervical.

O sangue obtido foi, entédo, utilizado para a infec¢cdo dos animais a serem
utilizados para producéo de extrato bruto de P. berghei. Para tal, o nimero total de
hemacias foi determinado a partir da contagem em camara de Neubauer para ajuste
da concentracdo de células de modo que houvesse 10° células parasitadas a cada
200pL de solugao (volume inoculado via i.p./camundongo). Quando a parasitemia

atingiu 4-6% em animais infectados com PbA e >20% em animais infectados com
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PbN esses foram anestesiados e 0 sangue coletado da mesma forma descrita
anteriormente.

Para a obtencdo do extrato bruto proteico de P. berghei o sangue obtido
foi misturado a 10 mL de tampéo fosfato salino (PBS 1X) e centrifugado a 300 g,
durante 10 minutos, a 25 °C. O sobrenadante foi desprezado, adicionou-se ao
sedimento de hemacias 10 mL de PBS 1X contendo 60 pL de saponina a 1% para
cada microlitro de sedimento. O sangue foi entdo incubado a 37 °C durante 15
minutos ou até todas as heméacias estarem totalmente lisadas. Apos a lise das
células, a solucdo foi centrifugada a 300 g, durante 10 minutos, a 4 °C e o
sobrenadante novamente descartado. Esse processo foi repetido até o
sobrenadante estar limpido, sem vestigios de restos celulares. Entdo, o volume de
sedimento foi determinado, adicionando-se a seguir 2 volumes da solugdo tampéo
TEM-Triton X-100 (1 mL Tris Base (1M), 0,39 M NaCl, 2 mL Triton X-100 e 0,01 M
EDTA) contendo inibidores de protease (iodoacetamida, tosyl-chloromethyl ketone-
TLCK, phenylmethylsulfonyl fluorid-PMSF e aprotinina, Sigma Aldrich). Apdés 15
minutos de incubacdo no gelo o tubo contendo a solucéo foi centrifugado a 300 xg,
durante 10 minutos, a 4 °C. Entdo, o sobrenadante contendo o extrato antigénico
dos parasitos foi armazenado em ultra freezer a -80 °C até o momento do uso.

A concentracdo antigénica foi determinada pelo método de dosagem de
proteinas descrito por Lowry, em 1951 (LOWRY et al., 1951).
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4.3 Desenho experimental

4.3.1 Grupos experimentais

Os animais utilizados no estudo foram separados em 4 grupos

experimentais como descritos a seguir (Tabela 1).

e Controle: animais sem imunizacéo e sem desafio experimental

e PDbA: grupo composto por 5 animais ndo imunizados, porém desafiados com
10° hemécias infectadas por P. berghei ANKA.

e CpG-ODN: grupo composto por 12 animais imunizados com CpG-ODN nos
dois ciclos de imunizacéo e desafiados com 10° hemécias parasitadas com P.
berghei ANKA.

e CpG-ODN PbN: grupo composto por 12 animais imunizados com CpG-ODN e
50 ug de extrato proteico de P. berghei NK65 nos dois ciclos de imunizagao e
desafiados com 10° hemacias parasitadas com P. berghei ANKA,
caracterizando entdo um grupo de imunizacéo heterdloga.

e CpG-ODN PbA: grupo composto por 12 animais imunizados com CpG-ODN e
50 ug de extrato proteico de P. berghei ANKA nos dois ciclos de imunizacao e
desafiados com 10° hemacias parasitadas com P. berghei ANKA,

caracterizando entdo um grupo de imunizagdo homologa.



Tabela 1. Esquematizacdo dos grupos experimentais
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Grupo 12 imunizacao 22 Imunizagao Desafio
Via subcutanea Via intraperitoneal
Controle - - -
10° hemAcias
PbA - - parasitadas com P.
berghei ANKA
10° heméacias
CpG-ODN 3 ug CpG-ODN 3 ug CpG-ODN parasitadas com P.
berghei ANKA
5 ;.
CpG-ODN 3 g CpG-ODN +50 3 pg CpG-ODN + 50 10" hemacias
PbN extrato bruto PbN extrato bruto PbN parasitadas com P.
HO HO berghei ANKA
5 ;.
CpG-ODN 3 g CpG-ODN +50 3 pg CpG-ODN + 50 arz(;itgzgsa&a; .
PbA Hg extrato bruto PbA Hg extrato bruto PbA P '

berghei ANKA

PbN: Plasmodium berghei NK65; PbA: Plasmodium berghei ANKA
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4.3.2 Imunizacdo dos animais

O processo de inducdo de imunidade nos animais experimentais foi
realizado em dois ciclos conforme proposto por PINZON-CHARRY e colaboradores
(2010). Primeiro foi realizada a inoculacao subcutanea de 50 pg de extrato proteico e
3 ug do adjuvante CpG-ODN; apoés 21 dias realizou-se a segunda inoculacdo de 50
Hg de extrato proteico e 3 pg do adjuvante CpG-ODN, por via intraperitoneal (i. p.).

O desafio experimental foi realizado apds 30 dias da segunda imunizacao,
inoculando-se, via i.p., 10°> hemécias infectadas por P. berghei ANKA/animal. Apés a
infeccdo, os animais foram acompanhados todos os dias para determinagéo de seu
padrao clinico de saude, curva de mortalidade e carga parasitaria.

Abaixo se encontra ilustrado o processo de imunizacao realizado durante

0S experimentos:

12 Imunizagao 2% Imunizagéo
50 ug de extrato bruto 50 pg de extrato bruto Desafio
de P. berghei + de P. berghei + 10° hemécias infectadas Avaliaggo clinica /
3pg de CpG-ODN 3pg de CpG-0ODN, com P. berghei ANKA eutanasia
via subcutanea via intraperitoneal
I I I *Escore<5
do d21 d51 Coleta do soro

Parasitemia
Coleta bago e cérebro
** Azul de Evans (Escore < 8)

Figura 5: Estratégia vacinal e de acompanhamento clinico dos animais apds desafio experimental
com 10° hemécias parasitadas por P. berghei ANKA. *animais com escore clinico < 5 foram
eutanasiados para coleta de dados relativos a parasitemia, bago, cérebro, anticorpo e citocinas.
**animais com escore < 8 foram utilizados somente para testes com azul de Evans.
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4.4  Avaliacao clinica dos animais ap0s desafio experimental e delineamento

da curva de sobrevivéncia dos animais

O momento para realizacdo da eutanasia foi definido a partir da
determinacao diaria do escore clinico apresentado por cada animal. Por meio desse
método foi possivel identificar os animais que evoluiram ou ndo para quadros
compativeis de malaria cerebral.

A avaliacdo clinica foi realizada por meio da andlise de parametros
comportamentais e neurolégicos apresentados pelos camundongos tendo-se como
base em um esquema de pontuacéo que define o seu bem estar. O escore “Escala
rapida de coma e comportamento murino” (RMCBS - Rapid murine coma and
behaviour scale) foi padronizado por Carroll e colaboradores em 2010 (CARROLL et
al., 2010) para otimizacédo dos protocolos de avaliagcdo de coma em camundongos.
O RMCBS permite a avaliacdo rapida de alteracdes e nos permitindo inferir sobre o
risco ou ndo de Obito do animal infectado.

Dez parametros foram avaliados (Anexo Il) por meio de observacéo de
um operador e pontuados de 0 a 2, no qual 2 indica a normalidade do parametro
analisado apresentado pelo animal, e 0 a disfuncionalidade total do mesmo. O
somatorio final apresentado por um animal saudavel equivale a 20 pontos; a andlise
foi realizada em intervalos definidos que dependem da pontuacdo que os animais
apresentavam no momento da primeira avaliacdo diaria. Se o0s animais
apresentassem escore 20 a avaliacdo era refeita em 24h, se estivessem com
pontuacdo entre 19 e 16 pontos era refeita a cada 12h, de 15 a 11 pontos a cada 4h
e de 10 a 6 pontos a cada 2h. Quando os animais infectados por P. berghei ANKA
apresentavam escore < 5 0s mesmos foram eutanasiados com a utilizacdo de
solucdo anestésica (Cloreto de sédio 0,9%, 10% Quetamina e 2% Xilasina), o
sangue foi coletado por puncéo cardiaca para obtencdo do soro para determinacao
dos niveis de anticorpos, seguindo-se perfusao cardiaca.

Apos a realizacdo da perfusdo cardiaca, o baco e o cérebro foram
coletados. O baco foi acondicionado em 5 mL de meio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Gibco) e acondicionado em gelo até o
momento do processamento para obtencdo dos esplendcitos e marcacéo fenotipica

da populacao celular. J& o cérebro foi coletado e seccionado em seu eixo coronal e
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a parte anterior foi destinada para realizacdo do processamento histoldgico
enquanto a parte posterior do 6rgdo foi destinada ao processamento para obtengéo
de homogenato para dosagem de citocinas presente neste tecido.

A curva de sobrevivéncia foi determinada com base na avaliacdo clinica
dos animais. Nesse caso, camundongos com escore clinico < 5, portanto, com sinais
claros de acometimento neuroldgico (incluindo coma) foram eutanasiados evitando-
se prolongamento de sofrimento animal. Animais com escore > 5 continuaram a ser

avaliados diariamente.

4.5 Avaliacdo da carga parasitaria dos animais imunizados

Com o objetivo de se avaliar o efeito das imuniza¢cdes no controle da
infeccdo e no prolongamento da vida dos animais experimentais, o desenvolvimento
da parasitemia e a taxa de sobrevivéncia foram acompanhadas diariamente apos
trés dias decorridos do desafio experimental com P. berghei ANKA.

Para acompanhamento da parasitemia, esfregacos sanguineos foram
confeccionados a partir do sangue obtido da veia caudal dos camundongos
desafiados. Para tal, uma gota de sangue foi espalhada na superficie de uma lamina
de vidro, e entéo fixadas com metanol e coradas com solugcéo de Giemsa a 10%.
Apéds serem secados naturalmente, os esfregacos foram analisados em microscopio
optico (lente objetiva 100 x; Olympus, modelo CX41). A frequéncia de células
parasitadas foi determinada por meio de contagem do numero de células
parasitadas em universo total de mil hemacias.

A determinacdo da parasitemia sanguinea também foi realizada por meio
de citometria de fluxo, visto que a cepa de P. berghei ANKA utilizada possui o gene
para a proteina fluorescente verde (GFP — green fluorescente protein). Assim, a
quantidade de parasitos circulantes pode ser determinada com base na
fluorescéncia desta proteina. Para isso, utilizou-se 2 puL de sangue obtido da veia
caudal dos animais diluido em 300 pL de tampé&o de citometria (PBS 1%, 5% de soro
fetal bovino (Gibco), 0,1% de azida de sodio (Vetec)). As leituras foram realizadas

em um citdmetro de fluxo BD FACS Canto Il.
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Figura 6: Estratégia de analise dos eritrocitos infectados com Plasmodium berghei ANKA por meio de
citometria de fluxo. A populacdo 1 (P1) determina a populacéo total de eritrécitos. Desta populacédo foi
determinada a populacdo 2 (P2), que é composta por células que apresentam fluorescéncia verde
derivada da proteina GFP pelos parasitos. A porcentagem de parasitemia foi determinada pela
porcentagem de células expressando essa proteina.

4.6 Analise macroscoOpica de areas de hemorragia no cérebro e da

permeabilidade vascular dos animais experimentais

ApOs eutandsia, o cranio de todos os animais foi fotografado com o
objetivo de registrar danos cerebrais macroscopicos. Para tal foi utilizada uma
camera fotogréafica digital semiprofissional (Sony). Antes, porém, a pele da parte
superior da cabeca foi totalmente removida deixando a calota cranial exposta.

Para demonstrar alteracdo na permeabilidade vascular e possivel
rompimento da barreira hematoencefalica animais que desenvolveram quadro clinico
sugestivo de malaria cerebral foram inoculados com de Azul de Evans, segundo o
protocolo proposto por Thumwood e colaboradores (1988), com adaptacdes
(THUMWOOD et al., 1988). Para essa analise foram selecionados aleatoriamente 3
animais de cada grupo quando estes pontuavam escore < 8. Entdo os animais foram
anestesiados (solugdo contendo cloreto de soédio a 0,9%, 10% de Quetamina e 2%
de Xilasina) seguindo-se inoculacao intravenosa (i.v) de 100 pL da solucéo de Azul
de Evans (Sigma-Aldrich) a 1%. Apos 1 hora estes animais foram eutanasiados com

solucédo anestésica seguindo-se perfusao cardiaca com 10 mL de PBS 1x. Entéo, a
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pele da parte superior da cabeca do animal foi totalmente removida para exposi¢ao
total da calota craniana. Procedeu-se, entdo, com o registro fotografico.

4.7 Processamento tecidual e confeccdo de laminas histoldgicas

O processamento dos érgaos foi iniciado imediatamente apos a coleta
dos mesmos, primeiramente, fixando-os em solucdo tampao contendo
paraformaldeido (Synth) a 4%. Vinte e quatro horas ap6s a fixacdo do tecido
seccionado, a solucdo de fixacdo foi descartada e adicionou-se etanol 70% para
inicio da desidratacéo tecidual. Novamente, ap6s permanecer 24h em etanol a 70%,
o tecido foi imerso por 30 minutos em concentracdes crescentes de etanol (80%,
95%, 100%, 100%). ApOs a desidratacdo tecidual, realizou-se a diafanizacéo, por
meio de imersdo em Xilol P.A. (Synth) durante 20 minutos; este processo foi repetido
3 vezes. Finalmente foi realizada a imersdo em parafina durante 30 minutos para
posterior inclusdo e formacéo dos blocos sélidos.

Uma vez prontos, o tecido cerebral foi seccionado obtendo-se cortes com
5 um de espessura. Os cortes foram dispostos em laminas de vidro para coloracao
tecidual com hematoxilina-eosina.

A coloracdo com hematoxilina-eosina foi realizada seguindo o protocolo
descrito: as laminas contendo os cortes foram submetidas a 15 minutos de
desparafinizacdo em estufa a 60°C para remocdo do excesso de parafina presente
no interior do tecido. ApOs esse processo inicial, as laminas foram submersas em
uma bateria de xilol PA para remoc¢édo da parafina residual ainda presente nos
tecidos (um ciclo de imerséo em xilol por 10 min e outros dois ciclos por 5 minutos).
Sequencialmente, foram imersas em diversas concentracdes decrescentes de élcool
etilico (100%, 95%, 80%, 70%) para realizacdo do processo de hidratacdo do tecido.
Entdo as laminas foram imersas em agua durante 5 minutos e posteriormente em
hematoxilina (2 minutos). Logo apoés, foram lavadas novamente durante 5 minutos
em agua corrente para nova imersdo no corante basofilico eosina (30 segundos e 2
minutos). As laminas foram imersas em agua corrente durante 1 minuto e

sequencialmente em uma nova bateria de alcool (70%, 80%, 95%, 100%) para
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desidratacéo tecidual e novamente em xilol P.A. Ao final das baterias de imerséo,
adicionaram-se laminulas de vidro para montagem final da lamina.

A analise da histopatologia do cérebro dos animais dos grupos
experimentais foi realizada por meio de visualizagdo microscopica em lentes de
aumento de 40x e 100x (AX10, Zeiss). Foram observados 20 campos
microscépicos/amostra para caracterizacdo do tecido (presenca de pontos

hemorragicos, vasos obstruidos por hemacias ou leucdcitos, dentre outros).

4.8 Extracdo de citocinas do cérebro.

Para dosagem de citocinas IL-10, TNF-a e IFN-y no cérebro dos animais
imunizados, parte do 6rgdo coletado previamente durante a eutanasia foi mantido
em soro fetal bovino e criopreservado a -80°C.

Para a extrac&o de citocinas, o tecido foi macerado juntamente a solucao
de extracdo composta por: 0,4 M de NaCl, 0,05% de Tween-20, 0,5% de albumina
de soro bovino (BSA), 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila, 0,1 mM de cloreto de
benzetbnio, 10 mM de EDTA, 0,02% de aprotinina. Para cada 100 mg de tecido
utilizou-se 1 mL de solugcao de extragdo para maceracgao.

Apbés macerado, o contetdo foi disposto em microtubos conicos para
centrifugag&o a 2000 g por 10 minutos, a 4 °C. Entdo, o sobrenadante foi coletado e

armazenado a -80 °C até o momento do uso.

4.9 ELISA de citocinas

A dosagem in loco das citocinas foi realizada de acordo com
recomendacdes do fabricante do kit de ELISA utilizado (Becton e Dickson - BD).
Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo de captura nas seguintes
proporcdes: para dosagem de IL-10, TNF-a e IFN-y utilizou-se diluicdo de 1:250 de
anticorpo de captura. Os anticorpos de captura para IL-10 e TNF-a foram diluidos
em tampao fosfato de sdédio 0,2 M (0,087 M de Na,HPOQO,4, 0,12 M de NaH,POy4, gsp 1

L, pH 6,5) enquanto os anticorpos de captura para IFN-y foram diluidos em tampéao
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carbonato de sodio 0,1 M (0,084 M de NaHCO3, 0,018 M de Na,CO3 gsp 1 L, pH
9,5). A placa, apos sensibilizacéo, foi incubada a 4°C por no minimo 16 horas. A
seguir, foram realizadas trés lavagens dos pocos com PBS-Tween 0,05% e o
bloqueio de sitios inespecificos foi realizado adicionando-se a cada poc¢o 200 ul de
solugdo diluente (PBS 1x acrescido de soro fetal bovino). Seguiu-se, entéo
incubacédo a 4 °C por 16 horas.

A diluicdo da curva padrdo utilizada para determinacdo da concentragcao
das citocinas presentes no homogenato foi realizada de forma seriada, partindo-se
de 4000 pg/mL até o ponto minimo de 31,25 pg/mL. Assim como o padrdo, as
amostras foram adicionadas a cada poc¢o (50 pL/poc¢o), seguindo-se incubacdo a
4°C por 16 horas. ApOs este periodo, as placas foram novamente lavadas e
adicionando 50 pL de solucao diluente contendo anticorpo de deteccao na seguinte
proporcdo: IL-10 1:250, TNF-a 1:500, IFN-y 1:250. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente durante 1 hora. A seguir, as placas foram lavadas com PBS-
Tween 0,05% e posteriormente foi adicionado a cada poco 50 pL de enzima avidina-
peroxidase diluida em solucéo diluente e incubadas por 30 minutos. As placas foram
novamente lavadas (7 vezes as placas de TNF-a e IL-10 e 10 vezes as placas de
IFN-y, respectivamente) com PBS-Tween 0,05% e adicionou-se 50 puL de substrato
(TMB) por 15 minutos a temperatura ambiente. A reagdo da enzima com o substrato
foi interrompida utilizando 50 pL/poc¢o de acido sulftrico a 2 N. A densidade 6tica foi
determinada em espectrofotdbmetro a 450 nm. A concentracdo de citocinas presentes
em cada amostra foi determinada a partir da equacao de regressao linear, obtida
pelos valores das absorbancias referentes a curva padrdo de cada citocina. A partir
desta curva padréo, foi delineado um grafico de pontos os quais foi possivel tracar
uma reta de regressao linear com sua respectiva equacdo. Os valores a e b da
equacao foram utilizados para o célculo da concentracéo de citocinas presentes em
cada amostra, juntamente com o valor de suas respectivas absorbancias. Assim, o
valor b apresentado na equacdo de regressao linear foi subtraido do valor da
absorbancia da amostra, e posteriormente, o valor obtido foi divido pelo valor

encontrado em a.
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4.10 Determinacao do indice esplénico

Para determinar a atividade do baco dos animais imunizados foi utilizado
o indice esplénico. Este consiste na razdo do peso do baco (em gramas) do animal
pelo seu peso corporal (em gramas) como descrito por Lopes e colaboradores
(2015).

4.11 Marcacao fenotipica de linfocitos presentes no baco dos animais

eutanasiados

ApOs a eutandsia dos animais, os bacgos foram coletados e armazenados
em 5 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(Gibco). Os 6rgéaos foram mantidos a 4°C até 0 momento do seu processamento.

Para obtencao dos esplendcitos, cada baco foi macerado em peneiras
de malhas com poros de 70 um (Falcon, BD), utilizando-se 8 mL de meio RPMI1640.
A suspensédo celular foi, entdo, centrifugada a 300 g, por 5 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e as hemacias presentes no sedimento celular foram
lisadas com solugdo ACK 1x (0,15 M de cloreto de aménio, 0,01 M de bicarbonato
de potassio, 0,012 mM de EDTA, gsp. 1L) por 5 minutos, a 37°C. O tampé&o ACK foi
neutralizado com a adicdo de meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino
e a solucéo foi, entdo, centrifugada a 300 g, por 5 minutos, a 4°C.

As células vidveis foram contadas em cadmara de Neubauer com o auxilio
do Azul de Tripan (Sigma) (diluicdo 1:100) e ajustadas para a concentracdo de 10°
células (200pL/pogo). Estas foram distribuidas em placas com fundo U,
centrifugadas para remocado do meio e incubadas com 25 pL do coquetel de
anticorpos por 45 minutos, a 4°C para marcacao. Foram utilizados 2 coquetéis
compostos pelos anticorpos: anti-CD19 (PercP, Biolegend), anti-CD3 (PercP,
Biolegend), anti-CD4 (FITC, Biolegend), anti-CD8 (PE, Biolegend). O primeiro
painel, composto por anticorpo anti-CD19, corresponde a marcagéo das células B no
baco dos animais (CD19%), ja o segundo painel, compostos por anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD8 correspondem aos linfécitos T auxiliares (T CD3" CD4") e aos linfocitos T
citotoxicos (T CD3" CD8")
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Apds marcacao, as células foram ressuspensas em 175 pL de meio RPMI
suplementado com 5% de soro fetal bovino e centrifugadas a 300 g, a 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos, centrifugadas e
ressuspensas em tampéao de citometria (PBS 1x, 5% de soro fetal bovino (Gibco) e
0,1% de azida de sddio (Vetec)). A leitura das amostras foi realizada no dia seguinte
ao processamento, no citbmetro de fluxo FACSCanto II™ e as andlises por meio do

software FlowJo versdo 10. As estratégias de andlise utilizadas sdo demonstradas

na figura 7.
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Figura 7: Estratégia de analise utilizada para fenotipagem das células
marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8. As células T foram
selecionadas a partir das células CD3" e, em seguida, foram identificadas as
populacbes de linfécitos T CD4" e CD8". Da mesma forma foi realizada a
selecéo das células B, CD19", que determina a porcentagem de células B no
baco dos animais dos grupos experimentais.
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4.12 Determinacdo dos niveis de anticorpo soroldégicos em animais

imunizados por meio da técnica de ELISA

Os niveis de IgG total foram dosados por meio da técnica de ELISA
seguindo-se padronizacdo prévia. Para tal, as placas foram recobertas com 1
pg/poco do antigeno total extraidos de P. berghei ANKA ou NK65, preparado como
descrito anteriormente (item 4.2). Para a sensibilizacdo das placas, os antigenos
foram diluidos em tampéao carbonato (0,018 M de Na,COgs, 0,034 M de NaHCOs;,
0,002 M de NaNs, H,O gsp 1 L) e distribuidos a 50uLfoco, seguindo-se incubacéao
das placas a 4 °C, por no minimo 16 horas. As placas foram, entdo, lavadas com
tampéo fosfato contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-Tween 0,05%) seguindo-se
adicdo de 150 plL/poco de solucdo bloqueadora (5% de caseina derivada de leite
(Molico, Nestlé) diluida em PBS-Tween 0,05%). As placas foram, entdo, incubadas
por 2h a 37°C sendo novamente lavadas quatro vezes com PBS-Tween 0,05%.

As amostras de soro foram adicionadas as placas (50 pL/poco) depois de
serem diluidas (1:100) em PBS-Tween 0,05% contendo 5% de caseina. As amostras
foram incubadas por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente sendo a seguir
lavadas 4x com PBS-Tween 0,05%. Entdo, o anticorpo monoclonal anti-IgG
conjugado a enzima peroxidase (KLP) foi adicionado a cada poco (volume de 50 pL)
na diluicdo 1:2500. Apos incubacéo por 1 hora a 37°C as placas receberam a adicéo
de substrato (TMB, Beckton Dickinson) sendo incubadas a temperatura ambiente
por 10 minutos. A reacao foi, entdo, interrompida com acido sulfarico (1:20) (30
puL/poco) e a densidade Otica mensurada a partir de um espectrofotbmetro ao
comprimento de onda de 450 nm.

Para determinar o indice de reatividade (IR) a média da absorbancia
obtida das duplicatas foi dividida pelo valor de cutoff (valor obtido somando-se a
média das absorbancias provenientes do soro de 6 animais sadios com 3 desvios
padrdes (DP)).



59

4.13 Testes estatisticos

Para analise estatistica dos dados obtidos durante o desenvolvimento do
presente trabalho foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk (n<30 amostras)
e quando a distribuicAo dos dados apresentou normalidade foi utilizado
posteriormente o teste de analise de variancia por One Way-ANOVA, com pdés-teste
para comparacdo multipla de Tukey. Quando as analises ndo apresentaram
distribuicdo Normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou teste t-Student. Para
todos os testes foi estabelecido nivel de significancia de 5% (*p<0,05). As analises
foram realizadas por meio do software GraphPad Prism versédo 5.0 para Windows
(GraphPad Inc., EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Anadlise da eficacia da vacinacdo com extrato bruto de PbN contra o

desenvolvimento de malaria cerebral em animais C57BL/6 desafiados com PbA

Para investigarmos a eficacia da imunizacdo com extrato proteico de P.
berghei NK65 ou P. berghei ANKA contra o desenvolvimento de malaria cerebral em
modelo murino, 0s animais imunizados foram desafiados com P. berghei ANKA e,
entdo, acompanhados diariamente para a determinacdo das suas condicbes
fisico/clinica (Figura 8) e da curva de mortalidade (Figura 9).

Como esperado, animais pertencentes aos grupos controle (somente
desafiados com PbA ou previamente imunizados com CPG-ODN), demonstraram
alteracdes clinicas progressivas a partir do 6° dia da infeccdo com PbA evoluindo
para Obito entre o 7° e 0 10° dia (Figura 8 A e B e Figura 9). Todos os animais
pertencentes a esses grupos morreram de malaria cerebral (escore clinico < 5) como
demonstrado pela técnica de Azul de Evans (Figura 11 E e F). Essa técnica
possibilita a visualizacdo macroscopica do rompimento da barreira
hematoencefalica.

Por outro lado, animais imunizados com extrato proteico de PbN
associado ao adjuvante CPG-ODN, bem como aqueles imunizados com PbA
associado ao mesmo adjuvante, apresentaram padrédo variado de alteracéo clinica
ao longo do tempo de avaliacdo (Figura 8 C e D). Em ambos 0s grupos, 0s animais
que demonstram sinais de acometimento neurolégico, vieram a 6bito entre 0 6° e 0
7° dia apos desafio experimental, apresentando escore clinico < 5.
Interessantemente, 46% (6/13) dos animais imunizados com PbN e desafiados com
PbA e 69% (9/13) dos quais foram imunizados com PbA e desafiados com parasito
homologo mostraram-se protegidos contra danos neurologicos (Figura 8 C e D).
Esses animais (n=15) foram entdo eutanasiados a partir do 12° dia para avaliagcédo
de parametros histopatolégicos e imunolégicos (Figura 9). No momento da
eutanasia, 73,3% dos animais eutanasiados apresentavam escore clinico = 8 (Figura
8 C e D). A figura 8 E ilustra os dados compilados de avaliagdo clinica obtido para

cada grupo experimental.
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Figura 8: Avaliacao clinica dos animais apos desafio experimental. A: Grupo de animais apenas desafiados.
(n=13) B: grupo imunizado com adjuvante e desafiado com PbA (n=12). C: grupo imunizado com CpG-ODN
associado a extrato proteico de PbN e desafiado com PbA (n=13). D: grupo imunizado com CPG-ODN
associado a antigeno de PbA e desafiado com PbA (n=13). E: grafico composto por todos 0s grupos
experimentais. O desenvolvimento do quadro de malaria cerebral ocorreu entre o periodo do dia 6 ao dia 10°
dia p6s-infec¢do com P. berghei ANKA.
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Figura 9: Taxa de sobrevivéncia dos animais ap6s desafio experimental. PbA:
grupo apenas desafiado com Plasmodium berghei ANKA (n=13). CpG-ODN:
grupo imunizado duas vezes com adjuvante e desafiado com PbA (n=12). CPG-
ODN PbN: grupo imunizado duas vezes com extrato proteico de Plasmodium
berghei NK65 associado ao adjuvante CPG-ODN e desafiado com PbA (n=13).
CPG-ODN PbA: grupo imunizado duas vezes com extrato proteico de PbA
associado ao adjuvante CPG-ODN e desafiado com PbA (n=13). Em vermelho
esta representado o periodo para desenvolvimento de malaria cerebral em
camundongos C57BL/6 em infecgBes por PbA.
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5.2 Determinacdo dos niveis de parasitos circulantes em animais
imunizados com antigeno proteico de PbN e desafiados experimentalmente
com PbA

O desenvolvimento da parasitemia foi avaliado diariamente para
verificarmos se a estratégia de imunizacdo com antigeno proteico de P. berghei
NK65 seria capaz de controlar o desenvolvimento da infec¢do por P. berghei ANKA,
espécie causadora de malaria grave em camundongos C57BL/6. Para tal, os niveis
de parasitemia foram determinados por citometria de fluxo, sendo 20% das amostras
também avaliadas por meio da andlise microscépica de esfregacos sanguineos
corados com Giemsa. A variacdo de apenas 1-2% nos niveis de parasitos
verificados por ambas as técnicas nos permitiu validar a citometria de fluxo para uso
em nossos experimentos.

Os dados de parasitemia obtidos diariamente para os grupos avaliados
encontram-se descritos na Figura 10. Observa-se que para o grupo de animais
somente desafiados com PbA e para aqueles previamente imunizados com CPG-
ODN, os niveis de parasitos circulantes foi inferior a 9%, sugerindo morte por
acometimento neurolégico como evidenciado pela analise fisico/clinica dos animais.
Por outro lado, 46% e 69% dos animais imunizados com extrato proteico de PbN e
PbA associado ao CPG-ODN, respectivamente, os quais ndo desenvolveram
malaria cerebral, apresentaram parasitemia crescente a partir do 9° dia apos
infeccdo atingindo picos médios de 31% (n=4) e 38% (n=7), respectivamente, no 15°
dia apds desafio experimental. Essas parasitemias definiram, junto com a analise
clinica dos animais, o estabelecimento de um quadro de hiperparasitemia.

Para certificarmos de que os animais que evoluem para Gbito por
malaria cerebral apresentam carga parasitaria inferior aqueles que evoluem para
Obito por hiperparasitemia, a parasitemias médias foram comparadas para 0s grupos
imunizados com PbN e PbA. Em relagdo aos animais imunizados com PbN, aqueles
gque morreram por hiperparasitemia apresentaram frequéncia média de parasitos
circulantes significativamente superior aqueles que morreram de malaria cerebral
(parasitemia média: 24 versus 3.3%, respectivamente; Teste de Mann-Whitney;

p=0.01). Dados similares foram observados para animais imunizados com PbA
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(parasitemia média 27 versus 3.1% para animais que morreram por hiperparasitemia

e malaria cerebral, respectivamente; Teste de Mann-Whitney; p=0.03).
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Figura 10: Niveis de parasitemia apresentados pelos animais apos desafio experimental. PbA:
grupo apenas desafiado com Plasmodium berghei ANKA. CpG-ODN: grupo imunizado duas
vezes com adjuvante e desafiado com PbA. CPG-ODN PbN: grupo imunizado duas vezes com
extrato proteico de PbN associado ao adjuvante CPG-ODN e desafiado com PbA. CPG-ODN
PbA: grupo imunizado duas vezes com extrato proteico de PbA associado ao adjuvante CPG-
ODN e desafiado com PbA. Em vermelho esta representado o periodo para desenvolvimento de
maléria cerebral em camundongos C57BL/6 em infec¢des por PbA.
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5.3 Avaliacdo macroscopica e histopatolégica do cérebro de animais

imunizados apresentando malaria cerebral e hiperparasitemia.

ApoOs eutanasia, os camundongos C57BL/6 foram, em sua maioria,
decapitados para verificacdo da presenca ou ndo areas de hemorragias no cérebro.
Para tal, procedeu-se a retirada da pele/pelo da parte superior da calota craniana.
Independente do grupo avaliado, animais que desenvolveram sintomas neurologicos
compativeis de malaria cerebral apresentaram nitidas areas de hemorragia no tecido
nervoso (Figura 11 D). Por outro lado, os animais que desenvolveram
hiperparasitemia apresentaram aspecto tecidual normal, ou seja, idéntico ao dos
animais controle (Figura 11 G e A, respectivamente), corroborando que a
hiperparasitemia ocorreu independentemente de acometimentos neurolégicos.

Para avaliarmos o comprometimento da barreira hematoencefalica
animais apresentando ou ndo sintomas neurolégicos foram inoculados (via i.v.) com
o corante azul de Evans, o qual se liga a albumina plasmatica. Assim, o rompimento
da barreira hematoencefalica pode ser visualizado pelo aspecto azulado de todo o
tecido nervoso. Animais que desenvolveram sinais compativeis de malaria cerebral
apresentaram intensa concentracdo de corante no cérebro e, consequentemente,
intensa inflamacao tecidual (Figura 11 E). Por outro lado, a menor intensidade de
corante observado no cérebro de animais hiperparasitémicos sugere menores danos
teciduais (Figura 11 H).

Para confirmarmos a ocorréncia de alteragdes teciduais no cérebro
observadas macroscopicamente, o0 tecido nervoso foi, entdo, avaliado
histopatologicamente. Pela analise microscépica do tecido foi possivel observar que,
independentemente do grupo avaliado, animais que desenvolveram quadro
compativel com maléria cerebral apresentaram areas de hemorragia no parénquima,
vasos sanguineos parcialmente ou completamente obstruidos por leucdcitos e
hemacias parasitadas/sadias. Em alguns casos, ainda foi possivel observar a
presenca de hemozoina, pigmento derivado do metabolismo dos parasitos, dentro
de leucacitos (Figura 12 D). Ja em relagcdo aos animais que apresentaram quadro de
hiperparasitemia sanguinea, independente do grupo experimental avaliado, a
presenca de leucocitos aderidos ao endotélio vascular, bem como a presenca de

vasos obstruidos por hemécias aderidas aos vasos foi nitidamente inferior ao
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observado em animais que desenvolveram maléria cerebral, novamente sugerindo
que nesses animais o nivel de inflamacéao tecidual é inferior a observada em animais

com acometimento neurolégico (Figura 12 E e F).



Controle

Malaria Cerebral
AR e

Figura 11: Fotografias macroscopicas do cérebro dos animais que desenvolveram
quadro de malaria cerebral e hiperparasitemia. A, D e G: foto da calota craniana
dos animais controle, animais com malaria cerebral e hiperparasitemia
respectivamente. As fotos B, E e H demonstram a calota craniana ap0s o processo
de marcacdo com azul de Evans dos animais controle, animais com malaria
cerebral e hiperparasitemia respectivamente. C, J, |: cérebro dos animais controle,
com malaria cerebral e hiperparasitemia apds remocao da calota craniana.
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Figura 12: Histopatologia do cérebro de animais controle (A e B), animais que desenvolveram
guadro de malaria cerebral (C e D) e de animais que desenvolveram hiperparasitemia (E e F).
Nas imagens A e B: camundongos controle, vasos desobstruidos. C e D: camundongos com MC,
C: regido de hemorragia no tecido cerebral com presenca de diversas hemacias; D: vaso
sanguineo na regido da meninge obstruido por hemaéacias e leucdcitos. E e F: cérebro de
camundongos com HP: E: vaso sanguineo da meninge cerebral com dois leucécitos aderidos e
duas hemacias. F: vaso sanguineo com adesdo de leucdcito. *: vaso sanguineo; seta branca:
hemécias; cabeca de seta branca: hemécia parasitada por P. berghei ANKA; seta preta: leucdcito
com hemozoina; cabeca de seta preta: leucdcitos. Barra: 10 um, aumento de 100x.
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5.4 Analise dos niveis de citocinas anti-inflamatérias (IL-10) e pré6-
inflamatorias (TNF-a e IFN-y) no cérebro dos camundongos segundo padrao

clinico apresentado

Considerando que a malaria cerebral parece ser um evento mediado pelo
balanco entre citocinas anti-inflamatérias e pro-inflamatorias, nés entéo,
investigamos por meio do ELISA, os niveis de IL-10, TNF-a. e IFN-y no cérebro de
animais apresentado esse fenoétipo clinico em relagdo aqueles apresentando
hiperparasitemia (Figura 13).

Como observado na figura 13, entre as citocinas detectadas no cérebro
dos animais que desenvolveram malaria cerebral, independente do grupo avaliado, a
IL-10 foi aquela que apresentou os maiores niveis teciduais (>1000pg), enquanto
TNF-a foi a citocina detectada em menores niveis (< 200 pg). Conforme esperado,
os niveis de IL-10, TNF-a e IFN-y estiveram significativamente aumentados no
cérebro de animais que apresentaram sinais neuroldégicos do que no cérebro
daqueles que apresentaram aumento da parasitemia circulante, porém, sem
acometimento neurolégico (Teste T student; p=0,002; p=0,04 e p=0,01,
respectivamente).

As razfes observadas entre os niveis de citocinas IL-10, TNF-a e IFN-y
no grupo de animais que desenvolveram malaria cerebral em relacdo aos

hiperparasitemicos foram 3:1, 4:1 e 3:1, respectivamente.
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Figura 13: Concentracdo de citocinas detectadas por ELISA a partir de homogenato de cérebro. IFN-
y: interferon gama; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-10: interleucina 10. MC: animais que
desenvolveram quadro clinico de malaria cerebral. HP: animais que desenvolveram quadro de
hiperparasitemia apds desafio experimental. MC: malaria cerebral; HP: hiperparasitemia.
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5.5 Impacto das imunizacdes na perda de peso e na atividade esplénica dos
animais imunizados com antigeno proteico de PbN e PbA associado ao
adjuvante CPG-ODN

Para avaliarmos o impacto das imuniza¢gdes no peso corporal, todos os
animais, independentemente do grupo experimental, foram pesados antes das
imunizacdes e da eutanasia (Figura 14 A). Como observado, animais controles nao
apresentaram variacao no seu peso corporal no periodo em que foram mantidos no
laboratério sob as mesmas condi¢des dos animais experimentais (One-Way Anova;
p>0.05). Em contraste, animais somente desafiados com PbA, portanto, sem
imunizacdo prévia, apresentaram significativa perda peso (£2.92 g) apos desafio
experimental (média de 20,90 g + 2 g versus 17,95 + 1,98 g; teste One-way Anova,
p=0,001). Para os grupos imunizados, resultados semelhantes foram observados,
isto é, imediatamente antes da eutanasia, os animais imunizados com CpG-ODN,
CpG-ODN-PbN ou CpG-ODN-PbA apresentaram perda de peso variando de 2,72 a
2,87 gramas em relacdo ao seu peso determinado imediatamente antes dos
processos de imunizagdo. Interessantemente, dentro de cada grupo experimental o
peso médio corporal dos animais que morreram de maléaria cerebral e aqueles que
desenvolveram hiperparasitemia foi similar (dados ndo mostrados; p>0.05). Esses
resultados sugerem que a perda de peso estd associada a infecgcdo maléarica e ndo a
fatores decorrentes das imunizagoes.

A seguir, nés investigamos a influéncia das imuniza¢gfes na atividade
esplénica dos animais experimentais. Conforme observado na Figura 14 B, nao
houve diferenca no indice esplénico apresentado por animais sadios (controle) e
imunizados com CPG-ODN em relacdo aqueles infectados com PbA (teste One-Way
Anova; p>0.05). Por outro lado, animais imunizados com CpG-ODN PbN ou CpG-
ODN PbA e posteriormente desafiados com PbA apresentaram baco
significativamente maior que aqueles somente infectados com essa espécie de
parasito (dado ndo mostrado; teste One-way Anova; p<0.05) sugerindo que o
aumento do baco poderia estar associado aos processos imunogénicos. Entdo, para
investigarmos essa hipotese, os animais imunizados pertencentes aos grupos CpG-
ODN PbN e CpG-ODN PbA foram divididos de acordo com o perfil clinico

apresentado: malaria cerebral e hiperparasitemia (Figura 14B). Apesar de animais
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hiperparasitémicos, independentemente do grupo avaliado, apresentarem
esplenomegalia significativamente superior aqueles que desenvolveram maléaria
cerebral (teste One-way Anova; p<0,0001), observa-se que 0s animais com
comprometimento neurologico ainda apresentam indice esplénico superior a de
animais somente desafiados com PbA (teste One-way Anova ; p<0,0001). Esses
resultados sugerem que a esplenomegalia observada em animais imunizados
também pode ter sido influenciada, mesmo que em pequena propor¢cao, pelos

procedimentos de inducdo de imunidade.
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Figura 14: (A) Peso dos animais antes e depois do desafio experimental e (B)
indice esplénico apresentado pelos grupos apés o desafio. Controle: animais nao
imunizados e ndo desafiados. PbA: grupo apenas desafiado com Plasmodium
berghei ANKA. CpG-ODN: grupo imunizado duas vezes com adjuvante e
desafiado com PbA. CPG-ODN PbN: grupo imunizado duas vezes com extrato
proteico de Plasmodium berghei NK65 associado ao adjuvante CPG-ODN e
desafiado com PbA. CPG-ODN PbA: grupo imunizado duas vezes com extrato
proteico de PbA associado ao adjuvante CPG-ODN e desafiado com PbA MC:
animais que desenvolveram quadro de malaria cerebral. HP: animais que
desenvolveram quadro de hiperparasitemia sanguinea. **p=0,001; ***p=0,0001
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5.6 Analise da populacao celular presente no baco dos animais

O baco € um 6rgao de grande importancia durante o controle das mais
diversas infeccbes, sendo capaz ndo somente de remover antigenos circulantes,
mas também de exercer atividade hematopoiética e de iniciar as respostas imunes
inatas e adaptativas (ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE, 2005; WLUKA &
OLSZEWSKI, 2006). Especificamente, a resposta imune adaptativa pode ser
mediada tanto por células T e B que residem ou que séo recrutadas a partir desse
orgédo para os sitios de infeccdo (BRONTE; PITTET, 2013). Assim, para investigar se
0 padréo tipico de morte por malaria cerebral ou por hiperparasitemia observado nos
animais imunizados com extrato proteico de PbN ou PbA associado ao adjuvante
CPG-ODN foi influenciado por alteracdes no perfil de células esplénicas, células T
CD4", T CD8" e linfocitos B (CD19") foram quantificados por meio de citometria de
fluxo.

Em relacdo aos linfocitos T CD4" e T CD8" (Figura 16 A e B), observou-se
gue animais hiperparasitémicos apresentaram reducdo no numero absoluto dessas
células em relacdo aqueles que desenvolveram malaria cerebral e aos animais
sadios (Teste t-student; p=0,001). Intrigantemente, animais que desenvolveram
malaria cerebral e animais sadios apresentaram numero similar para ambos os tipos
celulares.

Em relacdo aos linfocitos B (expressando o marcador CD19"; Figura 16
C), observou-se resultados similares aos observados para os linfécitos T, ou seja, a
hiperparasitemia foi acompanhada pela reducao significativa desses linfocitos em
relacdo ao numero determinado fenotipicamente nos animais que demonstraram
sinais neuroldgicos e/ou sadios (Teste t-student; p<0,001). Nao houve diferenca no

perfil de linfécitos B entre animais sadios e apresentando sinais neuroldgicos.
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Figura 15: nimero de linfécitos TCD4", TCD8" e linfécitos B presentes no bago dos animais apés desafio
experimental. Controle: animais ndo imunizados e ndo desafiados. MC: animais com quadro clinico de
malaria cerebral. HP: animais com quadro clinico de hiperparasitemia. *p<0,05
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5.7 Avaliagdo da ocorréncia de imunidade humoral transcendente a cepa em
animais imunizados com antigeno proteico de PbN e PbA associado ao
adjuvante CPG-ODN

Para investigarmos se nosso protocolo experimental de imunizacao foi
capaz de induzir resposta imune humoral e, ainda, se essa resposta foi capaz de
reconhecer antigeno homélogo e heterdlogo ao utilizado no ensaio vacinal, soro dos
animais imunizados foram testados por meio de ELISA utilizando-se os antigenos
proteicos PbA e PbN.

Em contraste ao observado para animais somente desafiados, onde
anticorpos IgG anti-parasito estiveram ausentes (IR < 1), aqueles imunizados
soroconverteram (IR = 1) independentemente se a imunizagdo foi realizada
utilizando-se o antigeno proteico PbN ou PbA (Figura 15 A e C). Interessantemente,
esses animais apresentaram anticorpos IgG capazes de reconhecer tanto o antigeno
homélogo quanto o heterdlogo aquele utilizado no processo de imunizacéo
experimental (Figura 15) porém, o antigeno produzido a partir de P. berghei NK65
(PbN) foi melhor reconhecido tanto por animais imunizados com PbN quanto por
aqueles imunizados com PbA associado ao adjuvante CPG-ODN (Figura 15 A).
Especificamente, anticorpos 1gG presente no soro de animais imunizados com PbN
reconheceram esse antigeno com IR 2,5 vezes superior ao observado para o
antigeno heterélogo PbA. Da mesma forma, anticorpos IgG presente no soro de
animais imunizados com PbA reconheceram o antigeno PbN com IR 1,7 vezes
superior ao observado para o antigeno homélogo PbA.

Para verificarmos se os anticorpos IgG poderiam influenciar o padrao de
malaria clinica apresentado pelos animais, esses foram subdivididos em maléaria
cerebral e hiperparasitemia considerando-se o protocolo de imunizacdo utilizado
(PbN ou PbA associado ao adjuvante CPG-ODN) (Figura 15 B e D). Como
observado, apesar do antigeno PbN ser o mais reconhecido por animais imunizados
pertencentes a ambos 0s grupos (extrato proteico de PbN e PbA associado ao
adjuvante CPG-ODN), esses anticorpos parecem nao influenciar o padrdo de
malaria clinica visto que nao ha diferenca nos niveis detectados independentemente

dos grupos de imunizacao e do padréo clinico considerado.
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Figura 16: Niveis de anticorpos IgG detectados no soro dos animais experimentais. A: indice de reatividade
(IR) apresentado pelos anticorpos IgG no reconhecimento de antigenos de P. berghei NK65. B: IR
apresentado pelos anticorpos IgG presentes no soro dos animais que desenvolveram MC e HP nos grupos
CpG-ODN PbN e CpG-ODN PbA no reconhecimento de antigenos de PbN. C: IR apresentado pelos
anticorpos IgG no reconhecimento de antigenos de P. berghei ANKA. D: IR apresentado pelos anticorpos
IgG presentes no soro dos animais que desenvolveram MC e HP nos grupos CpG-ODN PbN e CpG-ODN

PbA no reconhecimento de antigenos de PbA.
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6 DISCUSSAO

Considerando o atual cenario relacionado a distribuicdo de malaria no
mundo o desenvolvimento de uma vacina efetiva e segura para uso em humanos
ainda constitui uma grande prioridade (KARUNAMOORTHI, 2014).

Independente se em modelos de malaria murina ou em humanos, varios
prototipos vacinais ja foram testados, incluindo uso de parasitos vivos (atenuados ou
nao) e vacinas de subunidades antigénicas. Seja com o objetivo de evitar uma nova
infeccdo ou de combater parasitos de fase sanguinea, evitando assim a
manifestacdo da doenca, os melhores resultados obtidos até o momento foram
aqueles provenientes de estudos utilizando parasitos vivos, seja de estagio pré-
eritrocitico (esporozoitos) ou eritrocitico (trofozoitos) (BELNOUE et al., 2004b;
CULLETON et al., 2011; GERALD et al., 2011; NUSSENZWEIG et al., 1967, 1972;
RENIA et al., 2006a; SEDER et al., 2013; TARTZ et al., 2013). Contudo, as
limitagcbes oriundas do uso dessas vacinas, como as dificuldades de obtencdo de
esporozoitos e ocorréncia de problemas na atenuacéo dos parasitos possibilitando o
desencadeamento de doenca clinica, tém incentivado a busca por outras estratégias
gue possam transpor tais obstaculos. Nesse sentido, destaca-se o uso de proteinas
recombinantes para a composicdo de protétipos vacinais. Porém, a baixa
imunogenicidade, a variacdo antigénica e o elevado polimorfismo encontrado nos
principais candidatos vacinais tém sido implicados como potenciais entraves para o
sucesso desses protétipos (GENTON et al., 2002). Portanto, nos anos recentes, 0
uso de extratos proteicos tem despertado o interesse de importantes grupos de
pesquisa, sobretudo por ser considerada uma estratégia segura em relacdo ao uso
de parasitos vivos e por apresentar maior potencial imunogénico quando comparado
a antigenos recombinantes (revisto por GOOD, 2011).

Apesar da vasta literatura enfatizando o uso de parasitos vivos ou mortos
para inducdo de imunidade antimalarica direcionada tanto a parasitos de fase
hepatica quanto sanguinea, esse é, com base em nosso conhecimento literario, o
primeiro estudo que investiga se a inducdo de resposta imune com extrato proteico
proveniente de um parasito de baixa viruléncia € capaz de proteger contra o

desenvolvimento da doenca grave, especificamente a malaria cerebral. Os
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resultados obtidos por nos a partir do estudo conduzido em modelo murino serao

discutidos a seguir.

6.1 Imunizacdo com extrato proteico de PbN é capaz de induzir protecéo

contra desenvolvimento de malaria cerebral em modelo murino

Apesar de ndo reproduzir exatamente todos os aspectos da malaria
cerebral humana, o modelo murino de malaria cerebral, representado pela infec¢édo
de camundongos consanguineos C57BL/6 e CBA com P. berghei ANKA
(ENGWERDA et al., 2005; LOU; LUCAS; GRAU, 2001), tem sido fundamental para a
geracdo de conhecimentos que possam ser extrapolados para humanos (revisto por
RENIA et al., 2012). Relativo a esse quadro clinico, as principais similaridades
encontradas nos dois hospedeiros sdo a ativacdo e disfuncdo endotelial com
elevada expressdo de moléculas de adeséo, elevada concentracdo de citocinas pro-
inflamatérias, reducdo do fluxo sanguineo, edemas, micro hemorragias, ruptura da
barreira hematoencefélica e aumento da permeabilidade vascular, dentre outras
(NACER et al.,, 2014). Nesse estudo, nés demonstramos que 46% dos animais
imunizados com extrato proteico de PbN foram protegidos contra o desenvolvimento
de malaria cerebral, ou seja, ndo apresentaram qualquer sinal clinico sugestivo de
acometimento neuroldgico. Esses animais tiveram sua sobrevida prolongada sendo
eutanasiados entre o 13° e 16° dia ap6s a infeccao com a cepa letal PbA. Por outro
lado, animais que evoluiram para o quadro de malaria cerebral (54%) sucumbiram
ao Obito entre os dias 6 e 10 apds o desafio com PbA. Como observado em outros
estudos, tais animais apresentaram baixa carga parasitaria (<10%), além de sinais
clinicos como perda de equilibrio e agressividade, paralisia e ataxia (BAO et al.,
2013; ENGWERDA et al., 2005; GOOD et al., 2005; JENNINGS et al., 1997). Esse
dado contraria estudos prévios de imunizacdo desenvolvidos em modelos
experimentais (CHEESMAN et al., 2006; CULLETON et al., 2011) e em humanos
(EISEN et al., 2002), que sugerem que a variacdo antigénica entre as cepas de
parasitos circulantes levam preferencialmente ao fenbmeno conhecido como
“‘imunidade cepa-especifica”. Portanto, os resultados dessas pesquisas sugerem que
individuos vacinados sdo capazes de desenvolver forte imunidade contra cepas

homologas aquelas que integram o prototipo vacinal, mas ndo contra cepas
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heterdlogas. Uma possivel explicacdo para essa divergéncia nos resultados pode
estar relacionada a concentracao antigénica utilizada nos prototipos vacinais ja que
em estudos conduzidos em modelo murino o uso de doses baixas de antigeno
permitiu inducdo de imunidade capaz de proteger os animais contra o desafio com
cepas heterdlogas do parasito (ELLIOTT; KUNS; GOOD, 2005; PINZON-CHARRY et
al., 2010). Deve-se ressaltar, no entanto, que o indice de prote¢cdo (no nosso caso
de 69%) é ligeiramente maior quando o antigeno utilizado no protocolo de
imunizacao é idéntico ao utilizado no desafio experimental. Interessantemente, um
estudo recente publicado por Heiss et al (2018) demonstrou que animais
experimentais imunizados com esporozoitos de P. berghei ANKA, foram protegidos
contra o desenvolvimento de malaria cerebral, mas ndo contra a infec¢cao, quando
desafiados por parasito homélogo (HEISS et al., 2018).

Apesar de nosso estudo sugerir que a imunidade induzida por PbN e
PbA protege aproximadamente 50% e 70% dos animais, respectivamente, contra o
desenvolvimento de malaria cerebral, esses ndo mostram-se protegidos contra o
desenvolvimento de parasitemia sanguinea tornando-se, portanto,
hiperparasitémicos a partir do 11° dia apds desafio experimental. Esses dados
corroboram um estudo prévio onde animais previamente imunizados com P. berghei
ANKA de fase sanguinea, porém atenuados por irradiacdo, apesar de protegidos
contra o desenvolvimento de malaria cerebral apos desafio com cepa homdloga,
sucumbiram ao 6bito gracas ao desenvolvimento de hiperparasitemia (GERALD et
al., 2011). Cabe ressaltar que apesar desses nossos animais ndo apresentarem
sinais neurolégicos eles apresentaram leucécitos aderidos no endotélio vascular,
porém em quantidade inferior ao verificado nagueles com sinais evidentes de
malaria cerebral. Esses dados corroboram um estudo recente onde leucdcitos foram
quantitativamente menos abundantes no cérebro de animais hiperparasitémicos em
relacdo aos que desenvolveram malaria cerebral (NACER et al., 2014). Nesse
estudo, os autores ainda demonstram que linfécitos T CD8", macréfagos e
neutroéfilos foram os tipos celulares mais abundantes no cérebro quando o quadro de
malaria cerebral foi desencadeado pela infecgdo. Linfocitos T CD8" parecem ser
fundamentais na patogénese da malaria cerebral visto sua capacidade de matar as
células endoteliais apds fagocitose de antigenos plasmodiais (RENIA et al., 2006b).
Em nosso estudo, as populagdes celulares presentes no cérebro de acordo com o

espectro clinico da infeccéo ainda permanece por ser elucidado.
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Em nosso estudo, outra caracteristica marcante em relacao ao aspecto
histopatologico do cérebro dos animais com malaria cerebral foi a presenca de
vasos completamente obstruidos pela acédo conjunta de leucdcitos e eritrocitos, bem
como de éareas de hemorragias; alteracdes essas, ausentes nos animais
hiperparasitémicos. Apesar da adeséo de eritrocitos aos capilares endoteliais ainda
ser um evento que demanda discussao, estudos tém demonstrado que esse parece
ser sim um fator fundamental no estabelecimento do quadro de malaria cerebral em
modelo murino (BAPTISTA et al., 2010; JENNINGS et al., 1997; MCQUILLAN et al.,
2011; RENIA et al., 2012).

A evolucgdo da infec¢cdo malarica para sua forma grave depende, dentre
outros fatores, do balanco entre citocinas com perfil pr6- e anti-inflamatoério
(KOSSODO; GRAU, 1993). Assim, visto que em nosso estudo, animais imunizados
tanto com antigeno homadlogo quanto com antigeno heterélogo ao desafio puderam
apresentar dois perfis clinicos distintos (desenvolveram malaria cerebral ou
hiperparasitemia) nds, a seguir, investigamos a relacdo entre ambos o0s espectros
clinicos da doenca e os niveis de IL-10, TNF-a e IFN-y detectados diretamente no
tecido nervoso dos animais imunizados. Como demonstrado na figura 13 da secéo
resultados, animais hiperparasitémicos apresentaram niveis significantemente
reduzidos de todas as citocinas em relacdo ao observado no cérebro de animais
com agravos neuroldgicos. Realmente, estudos em modelo murino (JENNINGS et
al., 1997) e humanos (KWIATKOWSKI et al., 1990) tém demonstrado aumento de
citocinas, sobretudo, pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y e IL-1) em tecido nervoso
guando na presenca de sinais neurolégicos. Esses achados sugerem que a
encefalite observada na malaria cerebral também é mediada pela acdo sinérgica
dessas citocinas, as quais podem ser produzidas localmente pelas células
endoteliais e da microglia (BROWN et al, 1999; MANEERAT et al.,, 1999),
contribuindo assim para produzir efeitos deletérios nos tecidos. Em relacdo a IL-10,
tem-se sugerido que niveis aumentados dessa citocina podem proteger os animais
contra os efeitos nocivos promovidos por citocinas pro-inflamatérias (AMANTE et al.,
2010; KOSSODO et al., 1997). Especificamente, esses estudos demonstram que 0
bloqueio do receptor de IL-10 ou a neutralizacdo desta citocina promove o
agravamento da infeccdo com consequente desenvolvimento do quadro de maléaria

cerebral em animais resistentes ou previamente imunizados. Contudo, em Nnosso
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estudo, nédo foi possivel estabelecer uma clara relagdo entre os niveis dessa citocina
e a protecdo ou ndo contra a malaria cerebral.

N&do se pode desconsiderar, no entanto, que outros mediadores
inflamatorios também podem estar associados ao desenvolvimento de maléaria
grave. No contexto clinico da infeccdo malarica em humanos, por exemplo, estudos
envolvendo criancas demonstram que niveis reduzidos de prostaglandina (PGE?2),
um mediador inflamatério produzido via ativacdo da enzima ciclo-oxigenase 2
(SEIBERT et al., 1994), também se correlaciona positivamente com quadros graves
da doenca tais como malaria cerebral e anemia grave (PERKINS et al., 2005;
PERKINS; KREMSNER; WEINBERG, 2001). Da mesma forma, em modelos
murinos, estudos demonstram que o bloqueio da producédo de PGE2 associa-se com
mortalidade precoce e desenvolvimento de malaria cerebral (BALL et al., 2004; XIAO
et al., 1999). Como provavel explicacdo para essas observacfes estdo o fato de
PGEZ2 regular processos inflamatoérios bastante relevantes para a fisiopatologia da
malaria incluindo producdo de mediadores inflamatérios (tais como de TNF-a),
permeabilidade vascular (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998) e a supressdo da
atividade leucocitéria, tais como quimiotaxia, fagocitose e geracao de espécies de
oxigénio reativo (revisto por STEVENS et al.,, 1995). Assim, outros mediadores
inflamatoérios necessitam ser investigados, de forma que possamos estabelecer uma

relacdo mais estrita entre esses e a malaria cerebral.

6.2 Indice esplénico e sua relacdo com imunidade antimalarica

O baco apresenta fungdes muito importantes na resposta imune, além de ser
um dos sitios de hematopoiese (revisto por ENGWERDA et al. 2005). Nas infec¢fes
malaricas, o baco filtra eritrcitos infectados que sofrem deformacdes pela presenca
do parasito em seu interior (WEISS, 1989) e aqueles que s&o opsonizados por
anticorpos (revisto por WHITE, 2017). Portanto, é considerado um importante 6rgao
para o controle de infec¢des intraeritrociticas (GARNHAM, 1970). Na malaria, o baco
tende a aumentar rapidamente seu volume tornando-se, muitas vezes, palpavel (ou
seja, apresenta = 3 vezes seu volume normal); o que reflete o aumento da sua
atividade (HO et al.,, 1990; KOTLYAR et al.,, 2014; revisto por WHITE, 2017).

Realmente, a esplenomegalia observada em individuos acometidos pela maléaria
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sugere retencdo dos eritrocitos infectados e de parasitos no interior do baco,
reafirmando, portanto, sua importancia no controle da parasitemia (CHOTIVANICH
et al., 2002).

Entdo, nesse estudo ndés avaliamos se o protocolo de imunizacgéo utilizado foi
capaz de aumentar a atividade esplénica, bem como sua relagdo com o espectro
clinico apresentado pelos animais. Como observado, houve significativo aumento da
atividade do baco nos animais imunizados em relacdo aos somente desafiados e
sadios, independente se utilizado o antigeno de PbN ou PbA. Essa observacéo esta
de acordo com o estudo conduzido por GERALD e colaboradores (2011), que
notaram o baco aumentado em 1,5 a 2 vezes em animais imunizados com 10’
parasitos de fase sanguinea da espécie P. berghei ANKA. Além disso, nds pudemos
observar que animais que desenvolveram hiperparasitemia apresentaram maior
indice esplénico em relagdo aqueles que morreram de malaria cerebral, sugerindo
gue o aumento da atividade do baco foi fundamental para o prolongamento da vida
dos animais e melhor progndstico da infeccdo. Interessantemente, um estudo
conduzido em uma area hiper-holoendemica de malaria na Africa, demonstrou que
criancas infectadas por P. falciparum apresentando anemia grave, mas que
sobreviveram a infeccdo, apresentaram esplenomegalia evidente, ao passo que
aquelas que sucumbiram ao O6bito apresentaram volume esplénico similar ao
verificado em individuos expostos, porém sadios. Os autores ainda demonstraram
gue o volume do baco foi maior em criangas com anemia grave do que naquelas que
evoluiram para malaria cerebral (KOTLYAR et al., 2014). Outros estudos realizados
previamente também apontam para a importancia da atividade esplénica no fenétipo
clinico e prognostico final da infeccdo malarica em area endémica (JAFFAR et al.,
1997; RANQUE et al., 2008).

Portanto, é evidente que a atividade esplénica reduzida, bem como a
esplenectomia e a disfuncdo esplénica podem trazer consequéncias graves para
individuos expostos a malaria em area endémica e que vacinas capazes de ativar a

funcéo esplénica podem contribuir para um bom progndstico para a infeccéo.
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6.3 Anélise da populagéo esplénica e dos niveis de anticorpos soroldgicos e

suarelacdo com aimunidade antimalarica

Alguns estudos demonstram que a imunidade antimalarica também pode
estar relacionada a ativagdo de linfocitos T CD4" e T CD8" (HERMSEN et al., 1997;
RENIA et al., 2006a; YANEZ et al., 1996) sendo o baco o sitio inicial dessa ativagio
maléria especifica (HERMSEN et al., 1997). Portanto, nesse estudo nos avaliamos
se animais imunizados que evoluiram para malaria cerebral apresentaram diferenca
no nimero de linfocitos esplénicos (T CD4*, T CD8" e linfécitos B) em relacdo
aqueles que desenvolveram hiperparasitemia. Conforme se péde notar, nos animais
hiperparasitémicos todas as populacdes celulares investigadas mostraram reduzidas
em relacdo ao observado nos animais com malaria cerebral. Uma hipétese para
explicar esses achados € que a infeccdo maléarica exacerbada, refletida aqui no
aumento da parasitemia, pode sobrecarregar o sistema imunolégico levando a
remocdo de células T potencialmente protetoras, assim como ja aventado em
estudos prévios (GOOD, 2011). Realmente, Elliott et al (2005) em seus estudos com
Plasmodium chabaudi em modelo murino, demonstraram uma elevada taxa de
apoptose de células T especialmente quando a densidade parasitaria mostrou-se
expressiva. Em contraste, apoptose ndo foi observada quando a infeccdo foi
interrompida dois dias ap0s infec¢cdo experimental dos animais (ELLIOTT; KUNS;
GOOD, 2005). Outra observacdo importante extraida desse estudo foi que as
células T provenientes de animais com elevadas parasitemias, mostraram-se hipo-
responsivas a estimulos in vitro realizados com antigeno homaélogo ou heterélogo a
P. chabaudi (ELLIOTT; KUNS; GOOD, 2005). Isso pode explicar, portanto, por que
NOSSOS animais continuaram a apresentar altas parasitemias.

Enquanto o papel de linfocitos T CD4" e T CD8" vém sendo
rotineiramente investigado em modelos de malaria cerebral, e em humanos
(JAGANNATHAN et al.,, 2014) o mesmo, nao acontece em relagdo as células B.
Muito pouco se sabe, por exemplo, a respeito das alteragbes e distribuicbes das
populac6es de células B ao longo da infecgdo malarica com evolucdo para quadros
graves, incluindo malaria cerebral (NDUATI et al., 2010). Considerando-se, no

entanto, que tais células sdo fundamentais no contexto da imunidade humoral
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(COHEN, S; MCGREGOR, I. A.; CARRINGTON, 1961; SABCHAREON et al., 1991)
torna-se fundamental entender seu papel em todos os ambitos clinicos e patolégicos
da infeccdo. Recentemente, Bao e colaboradores (2013) demonstraram que células
B parecem ser fundamentais na protecdo contra malaria cerebral em camundongos
infectados com P. berghei ANKA e que essa protecdo parece ndo ser mediada pela
producdo de anticorpos (BAO et al., 2013). Em nosso estudo, niveis elevados de
anticorpos parasito especificos foram detectados no soro de animais imunizados,
independentemente do numero de linfécitos B detectados fenotipicamente (isto €: os
niveis de anticorpos detectados no soro de animais com hiperparasitemia, os quais
apresentaram reducdo no numero de linfocitos B esplénicos, foram similares aos
niveis detectados no soro de animais com malaria cerebral). Apesar desses
anticorpos terem sido capazes de reconhecer tanto o antigeno homélogo quanto o
heter6logo (como ja demonstrado previamente INOUE et al., 2012; PINZON-
CHARRY et al., 2010), o reconhecimento de PbN pelos animais imunizados foi muito
mais expressivo que o reconhecimento de PbA. Uma hipétese para explicar o
reconhecimento simultdneo de ambos o0s antigenos usado em nosso estudo pode
ser a ocorréncia de epitopos conservados entre as duas cepas de parasitos
permitindo, assim, a reatividade cruzada entre os antigenos. Essa hipodtese ja foi
previamente aventada para explicar a reatividade cruzada no reconhecimento de
antigenos de P. yoelii pelo soro imune para P. vinckei e vice-versa (INOUE et al.,
2012). J4 uma hipbtese para explicar o maior reconhecimento de PbN seria o
acumulo de parasitos PbA nos capilares de varios 6rgao, incluindo pulméo e baco
como, ja demonstrado por AMANTE et al (2010) reduzindo assim o estimulo do
sistema imunoldgico por uma maior variedade de antigenos oriundos desse parasito.

Cabe ressaltar, no entanto, que 0s anticorpos detectados em nosso
estudo parecem ndao influenciar no prognostico da infecgdo ja que tanto os animais
que evoluiram para o quadro de malaria cerebral e os que desenvolveram
hiperparasitemia demonstraram niveis similares de IgG. Na década passada, um
ensaio vacinal experimental com doses extremamente baixas de parasitos vivos,
injetados por via intravenosa (30 eritrocitos infectados com a cepa 3D7 de P.
falciparum), foi capaz de induzir imunidade protetora em seres humanos contra o
desafio com parasitos homologos. Nesse caso a infeccdo foi interrompida antes do
aparecimento dos parasitos na circulagdo. Nesse estudo a prote¢cdo mostrou-se

independente de anticorpos (0 que corrobora nossos resultados), sendo
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predominantemente associada a ativacdo de linfécitos T (CD4" principalmente e
CD8") e a presenca de citocinas (principalmente IFN-y) (POMBO et al., 2002). J& em
modelos experimentais, foi possivel demonstrar que a imunidade induzida por doses
ultrabaixas de parasitos sanguineos viaveis também protege os camundongos
contra o desafio com cepas heterdlogas do parasito (ELLIOTT; KUNS; GOOD, 2005;
PINZON-CHARRY et al., 2010). Essa protecdo também foi mediada por células T
CD4", ndo havendo participacdo evidente de anticorpos (DA SILVA et al., 2013;
PINZON-CHARRY et al., 2010).

Assim, diante de todo o exposto, muitas questdes permanecem por serem
esclarecidas dente eles: 1) Qual e a real participacdo das populacdes celulares e
dos anticorpos na imunidade induzida por vacinas? 2) Quais S0 0S mecanismos
envolvidos nessa protecdo e qual é a dindmica de interacdo entre ceélulas e
mediadores inflamatérios que permitem o estabelecimento de equilibrio entre
parasito-hospedeiro? 3) Considerando a divergéncia de resultados obtidos por
distintos grupos de pesquisa, poderiam fatores inerentes aos modelos utilizados

interferirem nos resultados obtidos?
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir desse estudo nos permitem concluir que:

Imuniza¢cdes com antigenos proteicos provenientes de parasitos de baixa
viruléncia podem proteger contra do desenvolvimento de malaria cerebral
causada por parasitos altamente virulentos. No entanto, em nosso modelo, 0s
animais protegidos contra a malaria cerebral desenvolveram quadro de
hiperparasitemia sanguinea;

Nosso estudo corrobora estudos prévios, que demonstram que maiores niveis
de citocinas proé-inflamatérias e maior acumulo leucocitario sdo encontrados
no tecido nervoso de animais que desenvolveram malaria cerebral. No
entanto, o real balanco nos niveis de citocinas anti- e pré-inflamatérias que
podem atuar contribuindo ou ndo para o desencadeamento desse quadro
clinico ainda permanece por ser estabelecido;

O protocolo de imunizagao experimental utilizado no presente estudo parece
nao influenciar na perda de peso apresentado pelos animais imunizados,
contudo, parece atuar mesmo que discretamente na inducdo de maior
atividade esplénica;

Animais que ndo desenvolveram maléria cerebral apresentaram reducdo no
namero absoluto de linfocitos T CD4*, T CD8" e linfocitos B esplénicos. No
entanto, isso precisa ser melhor investigado visto que essas células sdo
associadas a mecanismos que contribuem para o controle do
desenvolvimento parasitario;

A deteccédo de anticorpos IgG capazes de reconhecer antigenos homélogos e
heterolégos aos utilizados nos ensaios vacinais sugerem a ocorréncia de
imunidade humoral transcendente a cepa. No entanto, em nosso estudo, 0s
anticorpos pareceram nao influenciar o padrao clinico apresentado pelos

animais imunizados;
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ANEXO |

Protocolo Comité De Etica

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 032/2016 — CEUA sobre “O efeito de vacinas antimaldricas
compostas por parasitos vivos e extratos proteicos no desenvolvimento de malaria grave em
modelo murino” projeto de pesquisa sob a responsabilidade de KEZIA KATIANI GORZA
SCOPEL esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 01/11/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa
serdo liberados 133 camundongos da linhagem C57BL/6 (133 fémeas) de 6 a 8 semanas
conforme solicitado e que serdo utilizados no periodo de 05/01/2017 a 30/12/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n%. 032/2016 - CEUA a
compostas por parasitos vivos € extratos proteicos

modelo murino” under responsability of KEZIA KA’
with the Ethical Principles in Animal Research
Animal Experimentation (CONCEA) and was
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE
01/11/2016. For the development of this
of 6 to 8 weeks of age, will be deliy
30/12/2018.

102



103

ANEXO I

Tabela 2: Escala rapida de avaliacdo do coma e comportamento murino. Adaptada
de Carroll et al, 2010

Data: I - ° dia p6s desafio Grupo:

Camundongo

Marcha (0-2)

Coordenacéo
Equilibrio (0-2)

Comportamento

exploratorio Desempenho motor (0-2)

Posigéo do corpo (0-2)

Forca e Tone
Forca dos membros (0-2)

Fuga ao toque (0-2)

Reflexos e auto- Reflexo do pavilhdo auricular (0-2)

preservacao Beliscdo no dedo do pé (0-2)
Agresséao (0-2)
Higiene Grooming (0-2)

Somatorio




