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RESUMO

A malaria continua sendo um grande problema de saude mundial. A ocorréncia
de espécies e cepas de plasmddios com distintos graus de viruléncia em uma
mesma area torna primordial o esclarecimento dos mecanismos da resposta
imune do hospedeiro nas infecgbes malaricas. Essa elucidagao pode colaborar
na elaboracdo de estratégias que evitem o agravamento da doenca ou até
mesmo a infecgdo. Assim, esse trabalho investigou a ocorréncia da imunidade
antimalarica transcendente a cepa em camundongos pré-expostos a parasitos
vivos P. berghei cepa NK65 e desafiados com P. berghei cepa ANKA (PbA).
Primeiramente, determinou-se a concentragdo do inéculo capaz de induzir
malaria cerebral (MC) em animais C57BL/6. Para tal, foram testados indculos
com 10%, 108 e 5x10° eritrocitos parasitados, todos os grupos apresentaram
baixos niveis de parasitemia, escore clinico em declinio e 6bito dentro do periodo
esperado para malaria cerebral. Diante da linearidade dos parametros
apresentados pelo grupo que recebeu 10° eritrocitos infectados, esse foi o
indculo selecionado para realizacdo dos experimentos. Entdo, camundongos
C57BL/6 foram expostos uma ou duas vezes a 103 hemacias parasitadas por P.
berghei NK65 (PbN). Decorridos 30, 90 e 180 dias apos a ultima pré-exposigao,
os animais foram desafiados com 10° eritrocitos parasitados por P. berghei
ANKA. Os animais foram, entdo, acompanhados diariamente a partir do 4° dia
apos a infeccéo para delineamento das curvas de escore clinico, parasitemia e
sobrevivéncia. Foram ainda avaliados os niveis de anticorpos no soro, achados
histopatoldgicos do tecido cerebral, os niveis de citocinas no cérebro, o indice
esplénico, fendtipo de esplendcitos e as populacdes celulares de linfocitos T
CD4*, CD8" e linfocitos B presentes no cérebro dos animais experimentais.
Observou-se que, em média, 21% dos animais pré-expostos 1 ou 2x a PbA e
43% e 54% dos animais que foram pré-expostos a PbN, respectivamente nao
desenvolveram MC. Interessantemente, os niveis de sobrevivéncia e
parasitemia permaneceram semelhantes quando o desafio foi realizado 90 dias
apos a ultima exposi¢ao, porém o grau de protecédo decaiu para cerca de 20%
em animais desafiados no dia 180 apds a ultima pré-exposi¢cao. Os niveis de

anticorpos 1gG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 se mostraram semelhantes entre os



animais que desenvolveram MC e aqueles que foram protegidos da MC, mesmo
nos desafios ocorridos nos dias 30, 90 e 180 apds a ultima pré-exposigcao. A
analise de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IFN- Y, bem como da citocina anti-
inflamatadria IL-10, mostrou niveis semelhantes entre os grupos pré-expostos € o
grupo que nao foi infectado, independentemente do tipo de imunizagao ou perfil
clinico apresentados pelos animais ou, mesmo, de quanto tempo decorrido até
o desafio (30, 90 ou 180 dias). Em relagdo ao perfil fenotipico dos esplendcitos
dos animais que foram desafiados 30 dias apds a ultima pré-exposigao, a
frequéncia de linfécitos B totais, linfocitos B naive e linfocitos T citotoxicos, se
mostraram diminuidas em animais imunizados que nao desenvolveram MC,
quando comparados aos animais que desenvolveram MC e animais do grupo
controle. Portanto, as pré-exposi¢cdes a parasitos vivos de baixa viruléncia
influenciam no desenvolvimento da MC experimental em modelo murino

causada por P. berghei ANKA.

Palavras-chave: Exposi¢ao prévia, parasitos vivos, Plasmodium berghei.



ABSTRACT

Malaria remains a great world health issue. The occurrence of Plasmodium
species and strains with different degrees of virulence in one area makes its
essential to clarify the mechanism of immune response in the host during malarial
infections. This elucidation can collaborate in strategies that avoids the disease
severity or even the infection. So, this study aims to investigate the occurrence
of transcendent antimalarial immune response in pre-exposed mice to live
parasites of Plasmodium berghei NK65 (PbN) and challenged with P. berghei
ANKA (PbA). First, we determined the concentration of parasites that were
capable to induce cerebral malaria (CM) in C57BL/6 mice. For that, 105, 108 e
5x10° parasitized erythrocytes (pRBCs) were tested, all groups presented low
levels of parasitaemia, decreased clinical score and death between the period
estimated for the development of cerebral malaria. In front of the parameter
linearity shown by the group that received 10° parasitized erythrocytes, that was
the inoculum used in the experiments. So, C57BL/6 mice were exposed once or
twice to 103 parasitized erythrocytes by PbN. Following 30, 90 and 180 days after
the last exposure to parasites, animals were challenged with 10° pRBCs by PbA.
Then, animals were daily followed since day 4 after infection to determine the
clinical score, parasitaemia and survival rate. Antibody levels, histopathological
findings at cerebral tissue, cerebral cytokine levels, splenic index, splenocytes
phenotype and T CD4*, CD8* and B cerebral lymphocyte population were also
evaluated. We could observe that, in average, 21% of pre-exposed animals once
or twice to PbA and 43% and 54% of animals pre-exposed to PbN, respectively,
did not developed CM. Interestingly, survival rate and parasitaemia levels
remained similar when challenge was performed 90 days after the last exposure,
on the other hand, protection declined to 20% in animals challenged 180 days
after the last exposure. 1gG1, 1gG2a, IgG2b and IgG3 levels showed similar
between animals that developed CM and those that were protected from the
severe form of the disease, even in animals that were challenged 30, 90 and 180
days after the last pre-exposition. TNF-a e IFN-Y pro-inflammatory and IL-10 anti-
inflammatory cytokine analysis shown similar levels between pre-exposed groups
and the group that was not infected, independently of the type of immunization or

the clinical profile showed by animals, or even the elapsed time until the challenge



(30, 90 or 180 days). Regarding the splenocytes phenotyping, when animals were
challenged 30 days after the last exposure, they showed low frequencies of B
lymphocytes, naive B cells or cytotoxic T cells when did not developed CM,
compared to the control group or to animals that developed the severe form of
the disease. Then, pre-expositions to low virulence live parasites influences at

the experimental cerebral malaria development in murine model caused by PbA.

Key- words: Previous plasmodium exposure, live parasites, Plasmodium berghei
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1 INTRODUGAO

11 A malaria no mundo

Atualmente, a malaria ainda é considerada um grande problema de saude
mundial (FIGURA 1). Em 2018, apds todos os investimentos e esforgos para eliminar
a malaria globalmente, dados emitidos pela Organizagdo Mundial de Saude
mostraram que 91 paises ainda eram considerados endémicos para a doenga. A
maioria deles se localiza em areas de clima tropical e subtropical, onde as altas
temperaturas e os elevados indices de pluviosidade tornam ideais as condi¢cdes
ambientais para o desenvolvimento dos mosquitos vetores da malaria (WHO, 2019).

Nesse mesmo ano foram notificados cerca de 228 milhdes de casos
clinicos da doengca em todo mundo; 93% deles aconteceram na regido africana,
seguidos por 3,4% ocorridos na regido do sudeste asiatico e 2,1% na regido
mediterranea oriental (WHO, 2019). Estima-se que cerca de 405 000 mortes
ocorreram em 2018, 94% na regido africana, onde prevalecem as infecgées por
Plasmodium falciparum (99,7%). Do total de obitos, 67% foram registrados em
criangas menores que 5 anos e mulheres primigestas; grupos mais vulneraveis ao

agravamento da infecgdo (WHO, 2019).
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Figura 1 Mapa de taxa de incidéncia de casos de malaria por pais (casos por 1000 habitantes em
populacao de risco), estimativa WHO, 2018.

Mundialmente, 3,3% dos casos de malaria sdo causados por infecgdes por
P. vivax. No entanto na regido das Américas, os casos de malaria atribuidos a essa
espécie correspondem a 75% do total. Em 2018 foram notificados 929 mil casos e 577
Obitos nas Américas (WHO, 2019).

No Brasil, segundo dados preliminares disponibilizados pelo Ministério da
Saude, em 2019 foram notificados cerca de 157 000 casos, dos quais 89,3% se
deveram a P. vivax, sendo o restante atribuidos a infecgdes por P. falciparum ou
infeccbes mistas. De todas as notificagdes de casos, 99,9% concentraram na regiao
da Amazoénia Legal, composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhao,
Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins. A regido amazobnica é
responsavel por 69,4% dos 37 &bitos ocorridos por malaria no Brasil em 2019.
(FIGURA 2) (Ministério da Saude, 2020).
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Figura 2 Mapa de risco de malaria por municipio, Brasil, 2019*.

Fonte: Sivep-Malaria, Sinan/SVS/MS e IBGE. Data de atualizagdo: 4 de agosto de 2020. *Dados
sujeitos a alteracao.

De maneira geral, a variagdo na incidéncia da malaria esta estreitamente
ligada ao grau de pobreza da area. Os paises endémicos para a doenga tém seu PIB
(Produto Interno Bruto) diminuido em cerca de 1,3% ao ano, causando grande impacto
social e econbmico nessas regides (SACHS e MALANEY, 2002). Assim, o
desenvolvimento e/ou manutencao das estratégias de controle que visam frear ou
eliminar a disseminagao da doengca no mundo sao fortemente recomendadas pela
Organizagdo Mundial de Saude. Neste contexto, o desenvolvimento de uma vacina

efetiva e segura contra a infecgao tem justificado os recursos destinados a essa area.
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1.2 Os parasitos da malaria e seu ciclo biolégico

A malaria € uma doenga causada por protozoarios intracelulares do género
Plasmodium. Das mais de 200 espécies desse protozoario, que infectam diversos
hospedeiros vertebrados (NCBI TAXONOMY BROWSER, 2020), até o momento as
especies descritas como infectantes para o homem sado: Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium
knowlesi, Plasmodium cynomolgy e Plasmodium simium (DEANE et al., 1966, WHITE,
2008; BRASIL et al., 2017, GRIGNARD et al., 2019).

Para que o ciclo de vida do parasito ocorra € necessaria a presenga de um
hospedeiro intermediario vertebrado e um hospedeiro definitivo invertebrado. O
hospedeiro invertebrado, vetor do protozoario, € a fémea dos mosquitos do género
Anopheles. Existem mais de 460 espécies de mosquitos nesse género, sendo que 70
sdo potenciais vetores da malaria (SYNKA et al.,, 2012). No Brasil, as principais
espécies de anofelinos responsaveis pela transmissdo da doenca sdo Anopheles
darlingi, na regido amazénica (DEANE, 1948) e Anopheles aquasallis, na regiao
litordnea, que se estende da regido nordeste até a sudeste (Revisto por HIWAT e
BRETAS, 2011). Ja na regido africana existe a codominancia de 3 espécies de
vetores: Anopheles gambiae, Anopheles funestus e Anopheles arabiensis (SYNKA et
al., 2012).

Nos seres humanos, o ciclo se inicia com a picada da fémea do anofelino
infectada, que durante o repasto sanguineo deposita na derme do hospedeiro formas
esporozoitas armazenadas em suas glandulas salivares (FIGURA 3). Os esporozoitos
se movimentam ativamente, mas somente 50% conseguem deixar essa regiao,
penetrando nos vasos sanguineos (~70%) ou vasos linfaticos (~30%). As formas
evolutivas que alcangam os vasos linfaticos sao carreadas para o linfonodo drenante.
Apesar de ndo serem detectados nesse sitio apds algumas horas, os parasitos que
se desenvolvem nesse local parecem nao ser capazes de alcancar os vasos
sanguineos para iniciar o ciclo sanguineo (AMINO et al., 2006). Ja os esporozoitos
que chegam aos vasos sanguineos sao carreados e alcangam os hepatdcitos cerca
de 30 minutos apos a infecgdo, ndo sendo mais encontrados na corrente sanguinea
apos esse periodo (SHIN et al., 1982).

A invasdo dos hepatdcitos € o evento primordial para o estabelecimento da

infeccdo ocorrendo através de sinalizacbes moleculares e bioquimicas, que
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direcionam a migragdo do parasito. Porém, antes da invasdo ocorre um processo
denominado travessia, pelo qual os esporozoitos atravessem diversas barreiras
fisicas antes de se estabelecer em determinado hepatdcito. Portanto, acredita-se que
a entrada e saida dos esporozoitos das células hepaticas sem causar sua lise (MOTA
et al., 2001) seja fundamental para o “amadurecimento” dos parasitos garantindo o
sucesso do ciclo exoeritrocitico (MOTA et al., 2002).

A interacdo de proteinas presentes nos esporozoitos, como a proteina
circunsporozoita (CSP), com moléculas de heparan-sulfato existentes nos
hepatocitos, promovem sua invasao (COPPI et al., 2005; COPPI et al., 2007). Ainda
estdo presentes nos esporozoitos, dentre outras, o antigeno 1 da membrana apical
(AMA-1) (MITCHELL et al.,, 2004), que participa da reorientagcdo do parasito e
consequente contato entre o polo apical e a célula hospedeira; e a proteina adesiva
relacionada a trombospondina (TRAP), presente nos micronemas, que se liga a
receptores presentes na superficie da célula do hospedeiro, facilitando a invasao
(THOMPSON et al.,2004).

ApoOs a invasao, os esporozoitos permanecem no figado por cerca de 14 a
16 dias, passando por um processo de reprodugdo assexuada denominada
esquizogonia, dando origem a milhares de merozoitos. Esses merozoitos sao
liberados de forma silenciosa nos sinuséides hepaticos através de pequenas vesiculas
denominadas merossomas. Cada merossoma pode conter mais de 40 000 merozoitos
(STURM et al., 2006), os quais permanecem circulantes por até 2 minutos (YAHATA
et al., 2012). O processo de invasao das hemacias pelos merozoitos hepaticos se
divide em etapas: se inicia com a interacdo entre o merozoito e o eritrécito, que leva
a deformacdo da membrana da célula hospedeira, seguida pelo rolamento e
consequente interagcao da porgédo apical do merozoito, culminando na invasao do
eritrocito, que passa entdo, pela equinocitose e termina com recuperacao da célula
invadida (WEISS et al., 2015). Apds invasao, dentro de 24 a 48 horas, o parasito se
replica por esquizogonia originando 16 a 32 merozoitos. Com o rompimento dos
eritrocitos ocorrerdo os sintomas classicos da infecgao malarica, ao mesmo tempo
que os merozoitos, ao invadirem novas hemacias, dardo continuidade ao ciclo
(Revisto por COWMAN et al., 2016).

Alguns dos merozoitos, previamente comprometidos com o
desenvolvimento de gametdcitos, invadem os eritrocitos se diferenciam e dao origem,

a micro e macrogametdécitos, que sao as células reprodutivas masculinas e femininas,
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respectivamente (SILVESTRINI et al., 2000). As bases para a determinagdo do
comprometimento com o desenvolvimento sexual ainda ndo sdo bem definidas, mas
estudos in vitro mostram uma concorréncia de fatores que contribuem para a formagao
dos gametdcitos, como a predeterminagado genética de certos merozoitos para a
evolucdo de formas assexuadas e sexuadas, bem como a pressao de fatores
ambientais como alteracido de pH, quantidade de populacdo de formas assexuadas,
resposta imune especifica ou ndo ao parasito (DYER e DAY, 2000; BRANCUCCI et
al., 2017; BUCKLING et al., 1999).
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Figura 3 Ciclo evolutivo de P. falciparum evidenciando o desenvolvimento dos gametécitos (Adaptado
de BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).

Apoés a picada de fémeas infectadas de anofelinos, esporozoitos ganham a acorrente sanguinea e
alcangam os hepatécitos, ode se reproduzirdo por esquizogonia, dando origem a merozoitos, que séo
liberados na corrente sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea, os merozoitos passam a invadir
eritrécitos, onde se reproduzem, levando a seu rompimento e dando continuidade as reinvasdes dos
eritrécitos, durante a fase eritrocitica do ciclo do parasito. Alguns do merozoitos se diferenciam em
gametdcitos, que no momento de um novo repasto sanguineo serdo ingeridos pelas fémeas dos
anofelinos, dando continuidade a fase sexuada do ciclo do parasito, dentro do hospedeiro invertebrado.
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Uma vez na corrente sanguinea, os gametécitos maduros permanecem
circulando (FARFOUR et al., 2012) e s&o, eventualmente, ingeridos pelas fémeas dos
anofelinos durante o repasto sanguineo, dando continuidade a fase esporogénica do
ciclo. No interior do estdmago do mosquito sdo gerados os zigotos, que se tornam
moveis (oocinetos) e invadem a parede do mesentério, onde se tornam oocistos.
Esses oocistos se desenvolvem originando os esporozoitos que, entdo, migram para
as glandulas salivares do inseto, sendo inoculados no homem no momento de um
novo repasto (COWMAN e CRAB, 2006) (FIGURA 3).

1.3 A malaria nao complicada e a malaria complicada

Os sinais e sintomas apresentados por individuos infectados pelos
plasmddios se manifestam durante a fase eritrocitica do ciclo, especificamente
durante o rompimento dos eritrécitos e consequente liberagdo de antigenos do
parasito na corrente sanguinea. Ao conjunto de sintomas que ocorrem em
consequéncia do rompimento das hemacias infectadas da-se o nome de acesso
malarico. Inicialmente, os acessos se caracterizam por uma fase de sudorese e
calafrios, com duragao de 15 minutos até 1 hora; apos esse periodo € observado
aumento da temperatura, com febre que pode alcancar até 41°C, seguindo-se um
periodo de defervescéncia, que dura entre 2 a 6 horas, quando o individuo apresenta
sudorese intensa e fraqueza generalizada. Apds o término do acesso, os individuos
se sentem bem novamente, sem apresentar nenhum sinal ou sintoma da malaria
(BARTOLONI e ZAMMARCHI, 2012; Parasitologia Humana, 2016). Como os acessos
ocorrem em fungdo do rompimento das hemacias, os intervalos em que ocorrem
variam de acordo com a espécie de parasito infectante. Em infec¢gdes causadas por
P. falciparum, P. vivax e P. ovale, o intervalo é de 48h, enquanto em infec¢des por P.
malariae, os acessos ocorrem em periodos de 72h. Ao contrario do que ocorre em
areas de baixa endemicidade, os acessos febris sdo pouco observados em regides
de alta endemicidade, o que se deve a elevada frequéncia de picadas infectantes que
ocorrem nessas regides (Parasitologia Humana, 2016).

A malaria complicada ou grave ocorre, principalmente, pela adesédo de

eritrocitos infectados em capilares de pequeno calibre, sendo esse fenémeno
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observado, principalmente, em infecgdes causadas por P. falciparum (CLARK e
COWDEN, 2003). Esse mecanismo € uma estratégia do parasito para evadir-se do
sistema imune do hospedeiro, porém o acumulo de eritrécitos nos capilares associado
a resposta inflamatadria local leva ao comprometimento da fungao de 6rgaos e tecidos
vitais (revisto por SCHOFIELD e GRAU, 2005).

Existem fatores que desempenham um importante papel no resultado do
desenvolvimento da sindrome de agravamento da doenca, dentre eles podemos citar:
a falta de acesso a terapéutica ou tratamento clinico adequados, a idade, o historico
imunologico e fatores genéticos do hospedeiro. Esses fatores fazem com que
aproximadamente cerca de 1 a 2% dos pacientes, infectados por P. falciparum,
desenvolvam a forma grave da doencga, que se caracteriza por uma sindrome que
afeta o individuo de forma sistémica, causando lesdao pulmonar, insuficiéncia renal,
malaria cerebral e anemia grave entre outros (MILLER et al., 2002; IDRO et al., 2007).

A lesdo pulmonar aguda afeta cerca de 25% dos pacientes adultos que
desenvolvem malaria grave causada por P. falciparum (TAYLOR et al., 2012), ela se
caracteriza por aumento da frequéncia respiratéria acompanhada de falta de ar,
podendo evoluir para a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). A SDRA
€ caracterizada clinicamente por hipoxemia grave (PaO2/ FiO2<200mmHg, pressao
arterial de oxigénio (PaOz2) /frequéncia inspirada de oxigénio (FiO2) menor que 200
mmHg) acompanhada da presenga de infiltrado bilateral. Os mecanismos que
desencadeiam o desenvolvimento do quadro ainda ndo sio totalmente elucidados,
mas estudos mostram que a lesdo pulmonar se inicia por uma resposta inflamatéria
local em reacdo a produtos do parasito, como a hemozoina, ou pela presenca das
células parasitadas, ou ainda, que pode ocorrer por uma resposta inflamatdria
sistémica (SOUZA et al., 2012; DEROOST et al., 2013).

A insuficiéncia renal causada pela malaria atinge cerca de 40% dos adultos
com malaria grave, contribuindo com a alta taxa de mortalidade dos casos (WHITE et
al., 2014; WOLFSWINKEL et al., 2016). As manifestagdes clinicas relacionadas a
insuficiéncia renal incluem oligoanuria, anormalidades eletroliticas como a
hiponatremia (diminuigdo dos niveis de sodio no sangue) e a hipercalemia (aumento
dos niveis sanguineos de potassio), acidose metabdlica grave e estado
hipercatabdlico (NAQVI et al., 2016, WIN et al., 2012). Inicialmente, a insuficiéncia
renal se deve a anormalidade morfolégica apresentada pelos eritrocitos infectados,

que se aderem a outros eritrocitos, plaquetas e ao endotélio, prejudicando a
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microcirculacdo (DONDORP et al.,, 2008). Além dos fatores micro embdlicos, a
ativacdo endotelial, causada pela liberacdo de citocinas vasoativas, levam a
hipovolemia e redugao da viscosidade sanguinea. Esses fatores somados a liberagao
de mediadores inflamatérios, como leucotrienos e prostaglandinas, durante resposta
imune, aumentam a vasoconstrigdo (BARSOUM, 2000).

Outra complicagdo da malaria é a anemia grave, a qual se caracteriza por
superficies das mucosas e palmas palidas, associadas a niveis de hemoglobina
menores que 5g/dL (<5g/dL) ou hematdcrito menor que 15% (<15%) em criangas
menores que 12 anos, enquanto em adultos € caracterizada por niveis de
hemoglobina menores que 7g/dL (<7g/dL) ou hematécrito menor que 20% (<20%),
descartando-se outra causa de anemia grave cronica e associando-se a uma
parasitemia maior que 10 000 parasitos/uL de sangue periférico (WHITE et al., 2014).
Sua ocorréncia durante infec¢gdes malaricas se deve a concorréncia de multiplos
eventos, dentre eles, o rompimento de eritrécitos parasitados no momento da
liberacdo dos merozoitos, diseritropoiese e destruicdo de eritrécitos ndo parasitados
pelo bagco do hospedeiro (WHITE, 2018). Dentre os trés eventos que norteiam o
desenvolvimento da anemia grave, 0 menos expressivo € a destruigao dos eritrécitos
infectados, uma vez que a taxa de destruicao de eritrécitos ndo parasitados pode
chegar a 10 vezes mais que a de eritrécitos parasitados (JAKEMAN et al., 1999). Ja
a diseritropoiese, que ocorre pela agao de citocinas pro-inflamatorias produzidas em
resposta a infec¢cdo e que agem diretamente na medula, diminuindo a produgéo dos
eritrécitos, é responsavel por cerca de 90% da anemia grave durante a malaria (PRICE
et al., 2001; WHITE et al., 2014). A destruicao de eritrocitos sadios no bago ocorre
como um mecanismo de defesa “frustrado” do organismo hospedeiro.
Especificamente, esse processo € mediado pela adsorcdo de antigenos do parasito
na membrana da hemacia favorecendo sua opsonizagdo por anticorpos e,
consequente, a destruicdo por células do sistema imunolégico, incluindo os
macrofagos residentes no bago (SAFEUKUI et al., 2008; DONDORP et al., 1999;
DOUGLAS et al., 2012).

A MC é definida pelo coma, menor que 11 pontos na escala de Glasgow,
quando mensurada em adultos; e menor que 3 pontos na escala Blantyre, mensurada
em criangas, ou coma que perdure por mais que 30 minutos apos a convulsao, e que
nao pode ser atribuida a outra causa (WHO, 2015). Aproximadamente 1% dos

pacientes infectados por P. falciparum desenvolvem MC, sendo que 90% desses
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casos ocorrem em criancas da Africa subsaariana (Infections of the Central Nervous
System: Pathology and Genetics, 2020). As taxas de mortalidade podem alcangar de
15 a 25%, mesmo em individuos tratados, e cerca de 25% dos sobreviventes podem
apresentar sequelas neurolégicas ou cognitivas pelo resto de suas vidas (JOHN et al.,
2008)

O agravamento neurolégico se inicia a partir da adesdo de eritrécitos
infectados e plaquetas ao endotélio das veias e capilares do cérebro (WASSMER et
al., 2011). A interacdo de moléculas presentes na superficie de células infectadas,
como as proteinas de membrana do eritrécito 1 e 2 (PFEMP1 e PFEMP2) ou PfHRP1
e KAHRP (Proteina de P. falciparum Rica em Histidina e Proteina de P. falciparum
Rica em Histidina Associadas aos Knobs, respectivamente) com receptores
presentes no endotélio como ICAM-1, E-Selectina e CD36, levam a uma hipertensao
local e consequente rompimento local da barreira hematoencefalica (DOROVINI-ZIS
et al.,, 2011; FRANCISCHETTI et al.,, 2008). Esses fatores contribuem para a
ocorréncia de edema cerebral, hemorragia e inflamacéo local, levando aos sintomas

caracteristicos da MC.

1.4 Resposta imunoldgica a malaria no hospedeiro vertebrado

A resposta imunolégica a infecgdes malaricas depende de diversos fatores
associados tanto ao hospedeiro, quanto ao parasito. Em relagdo ao parasito, pode-se
citar seu complexo ciclo de vida, com diversos estagios evolutivos e
consequentemente, a ampla variedade de moléculas antigénicas, bem como a
elevada variabilidade genética que leva a circulagao de distintas cepas do parasito
(GUPTA e DAY,1994). No que se refere aos fatores relacionados ao hospedeiro,
caracteristicas genéticas, como a anemia falciforme, a talassemia, defeitos na
membrana dos eritrécitos (ovalocitoses do Sudoeste Asiatico, algumas formas de
eliptocitoses) e algumas anormalidades metabdlicas (deficiéncia em glicose-6-fosfato
dehidrogenase - G6PD) (MIN-OO e GROS, 2005; HEDRICK, 2011) podem manter o
individuo naturalmente protegido contra a malaria. Além disso, o estado imunolégico
do hospedeiro influencia na intensidade dos sinais e sintomas apresentados pelo
individuo. Nesse contexto, pessoas que residem em areas de endemicidade elevada

e estavel podem apresentar a chamada imunidade clinica nao esterilizante, o que
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significa auséncia de sintomas mesmo na presencga de niveis patentes ou subpatentes
de parasitos circulantes. Desse modo, o avanco da idade e, consequentemente, as
repetidas exposigdes ao parasito sao fatores que juntos confluem para o
desenvolvimento e a manutengao do controle na evolugdo da doenga (BEJON et al.,
2010).

De maneira geral, a reposta imune do hospedeiro vertebrado a malaria
€ bastante complexa, e se inicia durante o repasto sanguineo, quando a fémea do
anofelino inocula na derme do hospedeiro as formas esporozoitas dos plasmaédios;
infecbes experimentais demostraram que durante o repasto o mosquito inocula em
média 125 esporozoitos na pele de camundongos (MEDICA e SINNIS, 2005). Os
esporozoitos permanecem na pele por no minimo 5 minutos antes de migrar para os
vasos sanguineos e linfaticos (MATSUOKA et al., 2002), podendo ser encontrados
nesse sitio até 2 horas apoés a inoculagéo (LLOYD e SOMMERVILLE, 1949). Tanto os
esporozoitos que atingem os vasos sanguineos, quanto aqueles que permanecem na
derme, ou mesmo os que sao drenados pelos linfonodos podem ser opsonizados por
anticorpos direcionados a CSP (proteina circunsporozoita) (FLORES-GARCIA et al.,
2018). Nos linfonodos drenantes, os esporozoitos sofrem, ainda, a acdo de células
dendriticas, que potencializam a resposta de linfocitos T citotdxicos nos hepatdcitos
(BRUNA-ROMERO e RODRIGUEZ, 2001). Ja foi demonstrado que anticorpos
opsonizantes agem sobre esporozoitos bloqueando a invasdo dos hepatdcitos, que
quando sdo infectados passam a expor em suas membranas externas proteinas do
parasito em associagdo ao MHC | (Complexo Principal de Histocompatibilidade de
Classe 1), sendo reconhecidas por linfécitos T citotoxicos. O reconhecimento leva a
destruicdo dos hepatdcitos infectados pelos linfocitos T citotoxicos, através da
liberagao de perforinas e granzimas e, também, a estimulacao de células NK (natural
killer) e linfocitos T helper a produzirem interferon gama (IFN-Y). Esses eventos
desencadeiam uma cascata de reagbes da resposta imune, levando a morte
intracelular do parasito (WEISS et al.,1990; WANG et al., 1996). Apesar da resposta
imune inicial a infecgdo, essa nao se mostra suficiente para impedir o desenvolvimento
da doenca, que passa a fase eritrocitica do ciclo, a partir da liberagdo de merossomas
repletos de merozoitos na corrente sanguinea.

Apos atingirem a corrente sanguinea os merozoitos rapidamente iniciam a
invasao dos eritrocitos, processo que ocorre em cerca de 30 segundos (GILSON e

CRABB, 2009). Porém, ao serem liberados das hemacias, os merozoitos tornam-se
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alvos de anticorpos, que desempenham importante papel no controle parasitario.
Neste sentido, sabe-se desde a década de 1960 que anticorpos IgG, quando
transferidos passivamente de individuos hiper imunes para criangas, promoviam
queda acentuada da parasitemia circulante, enquanto seu esgotamento voltava a
permitir a elevagao nas taxas de parasitos circulantes (COHEN et al., 1961).

Varios s&o os mecanismos pelos quais os anticorpos podem agir mediando
protecao antimalarica sendo os principais: 1 — lise direta do parasito pela agéo do
sistema complemento; 2 — internalizagao do parasito pela fagocitose; 3 — destruicéo
de merozoitos pelo burst respiratério; ou ainda 4 — por meio da inibicado celular
dependente de anticorpo (ADCI, do inglés antibody-cellular dependent inhibition)
(HILL et al., 2017) (FIGURA 4). A ADCI ocorre pela agao de anticorpos opsonizantes,
que tém sua porcdo Fc reconhecida por receptores presentes na superficie de
monaocitos, que entdo, passam a liberar mediadores soluveis, inibindo a divisdo
intraeritrocitica de parasitos ao redor (PERIGNON e DRUILHE, 1994; BOUHAROUN-
TAYOUN et al., 1995).
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Figura 4 Mecanismos de a¢ao de anticorpos na resposta antimalarica. Adaptado de Hill et al., 2017.

Os anticorpos podem atuar de diversas formas frente a infecgcbes malaricas. Através da fixagdo do
complemento na porg¢ao Fc dos anticorpos opsonizantes, que leva a formagao do Complexo de Ataque
a Membrana (MAC). Além disso, o reconhecimento da por¢ado FC de anticorpos opsonizantes leva ao
processo de fagocitose dos parasitos por neutréfilos e mondcitos. Também, apds o reconhecimento de
parasitos opsonizados ocorre o chamado burst respiratério, com a produgao de espécies reativas de
oxigénio, levando o parasito a morte. Ainda, os anticorpos participam da Inibicdo Celular Dependente
de Anticorpos, na qual, apds o reconhecimento de parasitos opsonizados, mondcitos e macréfagos
passam a secretar mediadores, que levam parasitos e eritrocitos parasitados circundantes a morte.

Em seres humanos as subclasses citofilicas de imunoglobulinas G, IgG1 e
IgG3, desenvolvem importante papel em infecgbes malaricas, uma vez que individuos
que apresentam niveis reduzidos dessas imunoglobulinas mostram-se mais
susceptiveis a infeccdo quando comparados aos que apresentam niveis elevados
(revisto por GREEN e KRIER, 1978; HILL et al., 2017). Em estudos realizados com

criangas, altos niveis de anticorpos IgG1 e IgG3, direcionados a proteina EBA
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(Erythrocytes antigen biding), MSP-2, MSP-3, ou a PfRH5, presentes na superficie de
merozoitos, estdo associados com a diminuigao dos riscos de desenvolvimento clinico
da malaria e de altos niveis de parasitemia (TAYLOR et al., 1998; ROUSSILHON et
al., 2007; RICHARDS et al., 2010; WEAVER et al., 2016).

Ja& em modelos murinos, as subclasses de imunoglobulinas que
apresentam propriedades citofilicas sdo IgG1 (VALERO et al., 1998) e IgG2a, a ultima
desempenha importante papel mais proeminente na diminuigdo da parasitemia
(ROTMAN et al., 1998; SMITH e TAYLOR-ROBINSON, 2003). Ja foi demonstrado que
em infeccdo experimental com P. yoelii 17X e P. berghei (XAT), o isétipo 1gG2a
modula parasitemia de camundongos recipientes de transferéncia passiva (WHITE et
al., 1991; WAKI et al., 1995). Além do papel protetor de 1G1 e IgG2a, ja descrito em
infeccbes malaricas, os isétipos IgG2b e IgG3 também ja foram descritos como
participantes da resposta imune a doenga. A transferéncia passiva de anticorpos
monoclonais 1gG3, produzidos a partir da cultura de esplendcitos de camundongos
BALB/C expostos a P. yoelii 17X, protegeu os camundongos recipientes do obito apos
desafio com P. yoeli 17XL, fazendo com que seus niveis de parasitemia
permanecessem baixos (MAJARIAN et al.,1984), o mesmo foi observado em outro
estudo utilizando a cepa YM de P. yoelii (SPENCER VALLERO et al., 1998).

Além dos anticorpos, diferentes células do sistema imunoldgico atuam no
combate a infecgdo malarica. No breve periodo entre o rompimento da célula infectada
e a invasao de outras atuam, por exemplo, células Tyd , macrofagos, células

dendriticas e células NK (natural killer).
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Apbs a picada da fémea do anofelino, quando parte dos esporozoitos inoculados chega aos hepatdcitos
e outra parte permanece na pele ou segue para os linfonodos drenante, anticorpos especificos, gerados
em exposi¢des prévias a malaria ou por imunizagdo, podem impedir a invasdo de hepatdcitos. Nos
linfonodos drenantes alguns esporozoitos sdo degradados e seus antigenos sao apresentados via
células apresentadoras de antigenos (APCs) a linfécitos T naive, primando linfécitos T CD8+, que
podem migrar para o figado e desenvolver fungdes efetoras nesse sitio. Ja na fase sanguinea,
diferentes APCs podem apresentar antigenos e metabdlitos dos parasitos a linfécitos T CD4+, que

levam os linfocitos B a secretarem anticorpos.
Células dendriticas (Céls. Dend.); Mondcitos (Monéc.); Linfocitos B (LB): Linfécitos T (LT); Macréfagos (Mac).
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As células Tyd compdem um compartimento celular que une fungdes da
imunidade inata e adaptativa. Especificamente, elas preenchem os espacos deixados
pelos linfocitos T a3, e tém como fungdes: a morte de células infectadas; recrutamento
de neutrodfilos; ativagdo de fagécitos e indugéo de formagao de granulomas (RIBOT et
al., 2020). Ja foi demonstrado que infecgcbes malaricas em camundongos e seres
humanos levam a uma grande expansao dessa populagao celular (HO et al., 1994;
PERERA et al., 1994; PIED et al., 2000). As células Tyd hepaticas produzem grandes
quantidades de citocinas pré-inflamatérias como IFN- Y. No contexto de infecgbes
malaricas ja foi descrito que o IFN-Y produzido por células Tyd pode modular a
resposta imune ao parasito de fase sanguinea, promovendo a produgdo dessa
citocina em linfécitos T helper e citotoxicos no baco. Além da participacdo na
modulacdo da resposta a fase eritrocitica, as células Tyd hepaticas também
contribuem para o desfecho de agravamento da malaria em uma das suas formas
mais comuns, a MC (YANEZ et al., 1999, RIBOT et al., 2019).

Durante a fase sanguinea, as células Tyd atuam mediando a morte direta
de merozoitos ou indiretamente por meio da morte de eritrocitos infectados pela acao
de granzimas (ELLOSO et al., 1994; COSTA et al, 2011; HERNANDEZ-CASTANEDA
et al., 2020), além de atuarem na apresentacdo de antigeno para células T af
(HOWARD et al., 2017). Quantidades reduzidas de linfocitos Tyd estdo associados
com a imunidade clinica apresentada por individuos residentes de areas endémicas,
visto que essas células sdo importantes produtoras de IFN-Y e TNF-a, citocinas
associadas ao agravamento da malaria (JAGANNATHAN et al., 2014; STANISIC et
al., 2014).

Os macrofagos agem induzindo a fagocitose de eritrécitos infectados, ou
promovendo a ADCI (inibicdo celular dependente de anticorpo), além de produzir
citocinas que contribuem para a eliminagdo do parasito. A fagocitose de eritrécitos
infectados ocorre mesmo sem a presenca de anticorpos, através da interagao do
receptor de superficie CD36, presente no macroéfago, com a proteina PfEMP-1 (P.
falciparum — encoded erythrocyte membrane protein 1) expressa na superficie de
eritrocitos infectados (PATEL et al.,, 2004). Ja na interagdo de macréfagos com
anticorpos que recobrem os parasitos, através do reconhecimento da porcéo Fc
desses anticorpos, pode ocorrer a chamada inibicdo celular dependente de anticorpo

(ADCI), que leva a liberacdo de componentes soluveis que matam os parasitos intra-
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eritrociticos circundantes (BOUHAROUN-TAYOUN et al.,, 1995; GALAMO et al.,
2009).

Os macrofagos também desempenham importante papel na producgao de
citocinas que auxiliam no combate aos plasmadios. No entanto, a produgao excessiva
dessas citocinas, por essa e por outras células do sistema imunoldgico, pode
contribuir, também, para a patogénese da malaria. Dentre as citocinas produzidas por
macrofagos durante as infecgbes malaricas, o IFN-Y desempenha um importante
papel na resposta inflamatdria inicial de combate ao parasito de fase sanguinea.
Dentre outros mecanismos, o IFN-Y induz a produgdo da enzima oxido nitrico
sintetase, desencadeando a produg¢ao de oxido nitrico (NO), que atua na eliminagéo
de esquizontes e de células infectadas, bem como na indugéo de radicais de oxigénio
e reativos intermediarios de nitrogénio, que também atuam no sentido de eliminar o
parasito (KIRUNPETCHARAT et al., 1999; DOOLAN e HOFFMAN 2000).

As células dendriticas sao células apresentadoras de antigenos
profissionais (APCs); elas internalizam os patdégenos, processando-os e expondo-0s
em sua superficie na forma de antigenos. Ao serem reconhecidos por células do
sistema imune inicia-se, entao, a resposta imunolégica adquirida (NUSSENZWEIG e
STAEIMAN, 1980). Em infec¢gdes malaricas, um grupo de células dendriticas,
inicialmente, desempenham papel pro-inflamatorio, através da produgao e secregao
da citocina IL-12, que estimula a proliferacdo de linfocitos T helper de perfil TH1 e
consequentemente, a produgédo de IL-12, IFN-Y e TNF-a (PERRY et al., 2004). Ao
longo do curso da infecgdo, outro grupo de células dendriticas passa a induzir a
proliferacédo de linfocitos T helper que secretam grandes quantidades de IL-4 e IL-10,
citocinas caracteristicas de células de perfil TH2, com papel regulatério em infecgdes
malaricas (SPONAAS et al.,, 2006). Essa atividade supressiva da reposta imune
também é direcionada a fase hepatica do ciclo, a geragdo de células dendriticas
durante o ciclo eritrocitico da malaria levam a supressao in vitro da atividade dos
linfocitos T citotdxicos (CD8*) direcionados a fase hepatica (OCANA-MORGNER et
al., 2003).

Entretanto, a resposta de células dendriticas em infecgdes malaricas
experimentais pode variar de acordo com a cepa de parasito utilizada (WYKES e
GOOD, 2008). Por exemplo, durante a malaria causada por P. yoelli cepa 17XNL e P.
chabaudi observa-se a geragao de células dendriticas que, classicamente, induzem a

producao de IL-12. Por outro lado, células dendriticas geradas em reposta a infecgdes
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por P. yoelii cepa YM, P. vinkey e P. berghei ttm sua capacidade de indugao de IL-12
diminuida (WYKES et al., 2007). Em infec¢gdes causadas por P. berghei ANKA,
indutora de MC em camundongos C57BL/6, as células dendriticas sao necessarias
para a inducado de linfécitos T CD4, que sao importantes na patogénese da MC
(DEWALICK et al., 2007).

Juntamente com as células dendriticas, as células NK (do inglés natural
killer) contribuem para a ativacdo de linfocitos T helper, dentre suas principais
atribuicdes estao a producgao citocinas pré-inflamatérias, como IFN-Y; e a morte direta
do patogeno (RIG-CORNEJO et al.,, 2013). As células NK detém um papel bem
estabelecido na producgao de citocinas durante a infecgdo malarica. Nesse contexto,
essas células sao capazes de secretar quantidades elevadas de IFN-Y muito
rapidamente (STEGMANN et al., 2015). Além da produgéao de citocinas, as células NK
participam da lise direta de parasitos ou células parasitadas (MAVOUNGOU et al.
2003), por meio do processo de ADCC (citotoxicidade celular dependente de
anticorpo) ou sem a necessidade da presenga de anticorpos (WOLF et al., 2017).
Estudos in vitro, demonstraram que anticorpos provenientes de individuos residentes
em area de alta endemicidade e protegidos da malaria clinica, tiveram capacidade de
opsonizar eritrécitos parasitados induzindo rapida lise através de ADCC mediada por
células NK (ARORA et al., 2018). Em seres humanos e em modelos murinos, a
abundancia dessas células esta associada com a protecao clinica e contra altos niveis
de parasitemia na malaria falciparum (CHOUDHURY et al., 2000; CHEN et al., 2014;
HART et al., 2019).

Tanto na malaria humana quanto em modelos murinos, a presencga de
linfécitos T helper de perfil Th1 e grandes quantidades de IFNY s&o caracteristicas
notaveis da resposta imune durante o estagio sanguineo em infeccbes malaricas
(TROYE-BLOMBERG et al., 1985; SU e STEVENSON, 2000). Os linfécitos desse
compartimento celular secretam grandes quantidades de citocinas pré-inflamatdrias
como o TNF, IFN-y e IL-12, ativando outros tipos celulares como os macréfagos e
células NK, envolvidos na diminuicdo da parasitemia (BASTOS et al.,, 2002;
HOROWITZ et al., 2010). Os linfécitos T helper também tém a funcdo de ativar
linfocitos B, para a troca de is6tipo de anticorpos IgM para 1gG, que sdo a principal
forma de defesa do organismo no estagio sanguineo em infecgdes malaricas (SU e
STEVENSON, 2000).
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O equilibrio entre a resposta imune pro-inflamatdria e anti-inflamatoria é
primordial para a resolugdo da infeccdo sem que haja dano ao hospedeiro,
promovendo a restauragao tecidual (NATHAN, 2002). Em infecgcbes malaricas, o
balango entre as a produgao de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-Y, TNF-a, I1L-12
e IL-6, que sdo imprescindiveis no inicio da fase sintomatica/sanguinea da doenga, e
sua queda apds esse periodo inicial, dando lugar as citocinas reguladoras como TGF-
B e IL-10, é fundamental para que a malaria ndo evolua para um quadro clinico grave
(Revisto por KURUP et al., 2019). Diante de todo o exposto, é inquestionavel que a
imunidade a parasitos, incluindo os plasmodios, € gerenciada por diversos tipos
celulares que participam de mecanismos orquestrados entre si e que qualquer
descompasso nessa maquinaria pode culminar em danos graves ao hospedeiro.
Entender essa maquinaria € a peca fundamental para o desenvolvimento de

estratégias de controle efetivas como o desenvolvimento de uma vacina antimalarica.

1.5 Vacinas antimalaricas

A maldria causa em média 20% de mortalidade em criangas que
apresentam sinais clinicos de acometimento neurolégico. Cerca de 40% das criancas
que desenvolvem MC apresentam alguma sequela neuroldgica e cognitiva a longo
prazo, os danos cognitivos mais comuns sdo os déficits de linguagem, atencéo,
memoria e habilidades motoras, além de problemas comportamentais e epilepsia, que
podem acompanhar os individuos por toda vida (WHO, 2014).

Embora o numero de mortes que ocorre anualmente seja o grande
impulsionador na busca por estratégias que permitam a erradicagdo da doenga, o
namero de casos clinicos também é alarmante em todo o mundo (WHO, 2019). Assim,
o controle de vetores, diagndstico rapido e a ampliagédo do acesso ao tratamento em
areas endémicas (BHATT et al., 2015) tém sido os pilares centrais do combate a
doenca. Porém, os esforcos realizados até o momento esbarram em fatores biolégicos
inerentes ao parasito que dificultam o alcance dos objetivos. Dentre esses fatores,
pode-se citar o fato de que os protozoarios do género Plasmodium apresentam grande

diversidade genética e gendmica, que permitem o desenvolvimento de resisténcia a
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medicamentos utilizados para o tratamento, as quais podem ser disseminadas de
geragdo a geragao de parasitos. Esse fator, aliado a resisténcia dos mosquitos
transmissores aos inseticidas de efeito residual (RANSON et al., 2011; O'BRIEN et
al., 2011) tornam imprescindivel o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz,
que diminua a morbidade e a mortalidade causadas pela malaria.

Assim, considerando-se o complexo ciclo de vida do parasito (TAKALA e
PLOEW, 2009), os protétipos vacinais atualmente estudados sao direcionados aos:
1 — esporozoitos, visando-se a indugao de imunidade esterilizante, evitando-se assim
o estabelecimento da infeccdo; 2 — aos merozoitos, evitando-se os sintomas ou a
gravidade da doenca; e 3 — aos gametocitos, de maneira a impedir a continuidade do
ciclo no mosquito vetor (LONG e ZAVALLA, 2016).

Os prototipos vacinais direcionados a fase exoeritrocitica incluem a
utilizacdo de esporozoitos vivos que sdo atenuados por meio de estratégias distintas:
por radiagao, geneticamente ou quimicamente (drogas medicamentosas) (GOH et al.,
2019). Os modelos de vacina que utilizam parasitos atenuados por radiagdo sao
obtidos através da exposicao de anofelinos infectados a raios x. Estudos em humanos
utilizando esse tipo de protétipo vacinal induziram entre 90 e 95% de protecéo contra
infeccbes com parasitos homoélogos aos utilizados na imunizagdo (Revisto por
MOLINA-FRANK et al., 2020).

Ja a abordagem que usa a manipulagdo genética dos esporozoitos visa
alterar, atenuar ou eliminar o desenvolvimento da fase exoeritrocitica do parasito.
Estudos utilizando essa abordagem demostraram que a deplegédo do gene UIS4 (up-
regulated in infective sporozoites gene 4) nos esporozoitos evitou que 100% dos
animais imunizados com esses parasitos desenvolvessem a fase eritrocitica da
doenca (MUELLER et al., 2005). Da mesma forma outro estudo, também utilizando
modelos murinos, mostrou que a deplegédo do gene P36 (que tem papel na habilidade
de esporozoitos de infectar e atravessar hepatdcitos) fez com que somente 4% dos
camundongos da linhagem C57BL/6 e 10% dos animais da linhagem BALB/C
desenvolvessem a fase sanguinea do ciclo. Interessantemente, quando esses animais
foram submetidos ao desafio com cepa homodloga a imunizagdo, nenhum deles
apresentou parasitemia sanguinea em até dois meses apds o desafio (VAN DIJK, et
al., 2005).

Protétipos que empregam a imunizagdo com esporozoitos inteiros vivos

associados a tratamento quimioprofilatico intentam expor o individuo ao
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desenvolvimento exoeritrocitico da malaria, impedindo o desenvolvimento da fase
sanguinea através do tratamento. Estudos em modelos murinos demostraram a
eficiéncia desse procedimento, evitando o desenvolvimento da fase eritrocitica da
doenca (BELNOUE et al., 2004; NAHRENDOREF et al., 2015). Em seres humanos, a
infeccdo experimental com P. falciparum, seguida de tratamento antimalarico
especifico, foi capaz de induzir taxas de protegcéo de 90% contra desafio homdlogo 28
dias ap6s a imunizacéo e 80% de protegdo, em desafio realizado cerca de 28 meses
apos a imunizagdo (ROESTENBERG et al., 2011; MORDMULLER et al., 2017). Além
da cloroquina, a mefloquina (SCHATS, 2019), a primaquina, a associagdo de
antibioticos (FRIESEN et al., 2010) e o artesunato também tem sido utilizados como
quimioprofilaticos (PENG et al., 2014).

Ja os protétipos que utilizam parasitos assexuados de fase sanguinea
objetivam, principalmente, diminuir a morbidade e a mortalidade causadas pela
malaria. Nesse caso, ha estudos utilizando parasitos inteiros vivos (atenuados ou
ndo), mortos e até mesmo lisados com o objetivo de induzir imunidade antimalarica
eficaz. Neste sentido, imuniza¢gdes com parasitos vivos de fase sanguinea atenuados
por radiacdo foram capazes de proteger modelos murinos contra altos niveis de
parasitemia, contra a deterioracdo do estado clinico geral do animal e o
desenvolvimento de MC experimental (revisto por STANISIC e GOOD, 2015). Da
mesma forma, baixas doses de parasitos lisados associados ao adjuvante CpG-ODN
foram capazes de induzir, em modelo murino, protegdo contra parasitos homologos
ou heterélogos aos utilizados na imunizagao (PINZON-CHARRY et al., 2010). Nesse
caso, a protecao pareceu ser mediada por linfécitos T helper, de IFN-Y e 6xido nitrico.

Além do uso de parasitos inteiros vivos ou lisados, sejam de fase
exoeritrocitca ou eritrocitica, existem ainda pesquisas voltadas a utilizagdo de
somente uma fragcdo antigénica do parasito, alvos que ja foram descritos como
contendo alto teor de imunogenicidade, como as vacinas de bloqueio de transmissao
da malaria, direcionadas aos parasitos sexuados de fase sanguinea (e de estagio no
mosquito). Em 1976, Gwadz observou que apds imunizagdo experimental com
parasitos de fase sanguinea em modelos de malaria aviaria, a transmisséo para
mosquitos vetores foi bloqueada. Atualmente, existem protétipos direcionados a
proteina de membrana Pfs48/45 e Pfs230, expressas na superficie de gametécitos e
a proteinas Pfs25, que compdem a membrana de zigotos e oocinetos de P. falciparum

(Revisto por ZHENG et al., 2019). Em estudos pré-clinicos, esse modelo vacinal se
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mostrou altamente imunogénico (SAUL, 2007); mosquitos alimentados em voluntarios
que receberam 4 doses da vacina de bloqueio de transmisséo, que continha a proteina
Pfs25, tiveram sua carga parasitaria diminuida em até 50% em relagéo ao observado
em mosquitos alimentados em voluntarios ndo imunizados (TALAAT et al., 2016).

Ainda, entre os protétipos vacinais que investigam a eficacia de
imunizagdes utilizando proteinas de subunidades, existem protétipos direcionados
tanto ao ciclo eritrocitico quanto exoeritrocitico. Em relagdo ao ciclo eritrocitico as
proteinas mais utilizadas nos protétipos vacinais sao: as proteinas de superficie do
merozoitos 1-3 (MSP-1, MSP-2 e MSP-3), o antigeno da membrana apical 1 (AMA-1),
a proteina rica em glutamato (GLURP), o antigeno de superficie de eritrocito infectado
fase de anel (RESA), o antigeno repetitivo de serina 5 (SERA 5), o antigeno de ligagao
aos eritrocitos 175 (EBA-175) (VAUGHAN et al., 2012). O alvo antigénico eritrocitico
mais promissor parece ser a proteina AMA-1 (SKWARCZYNSKI et al., 2020) pois por
ser expressa tanto em esporozoitos, quanto em merozoitos favorece protegao
cruzada entre estagios (SPRING et al., 2009). Os resultados com AMA-1 mostram
niveis de protecdo razoaveis em estudos utilizando modelos murinos. Anticorpos
produzidos frente a imunizagdo com particulas virais contendo a proteina levaram a
95% de inibicdo do desenvolvimento do parasito in vitro (MUELLER et al., 2003).

Dentre as vacinas de subunidade direcionadas ao estagio pré-eritrocitico,
a que se encontra em estagio mais avancado de desenvolvimento é a RTS,S/AS
(Mosquirix™), desenvolvida pela GlaxoSmithKline Biologicals S.A. Essa vacina teve
sua fase 3 de ensaio clinico finalizada em 2014, tendo sido administrada em mais de
15 000 criangas na regiao africana. A RTS,S/AS é produzida a partir de proteina
recombinante circunsporozoita de P. falciparum, fundida ao antigeno de superficie da
hepatite B (HBsAg) e associada ao adjuvante da familia AS01 (COHEN et al., 2010).
Os estudos mostram que a protecéo conferida por essa vacina se deve principalmente
a agao de anticorpos e linfécitos T helper. A resposta imune humoral e celular iniciada
pela RTS,S/AS é direcionada as proteinas CSP presentes na superficie dos
esporozoitos, que conhecidamente sao alvos de anticorpos e levam a diminuicéo de
sua motilidade e infectividade (KESTER et al., 2009).

Tratando-se das taxas de protecdo, a RTS,S/AS alcanga em média 28%
de eficacia contra episoddios de malaria grave apds a administragcdo de 3 doses da
vacina, mas esse percentual aumenta para 35% quando uma quarta dose é

administrada aos 20 meses de idade. Contudo, ao longo do tempo € observada uma
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reducdo nessas taxas de maneira que apds quatro anos os niveis de proteg¢ao sido de
cerca de 2,5% (OLOTU et al., 2016). Dentre as criangas vacinadas ocorre também
uma variagao na eficacia da vacina de acordo com a idade dos individuos: contando
com 4 doses administradas, criangas com idade entre 5 — 17 meses de idade no inicio
do esquema vacinal apresentaram em média cerca de 36% de protecdo, enquanto
cerca de 26% daquelas com 6 a 12 semanas de vida no inicio da vacinagao
apresentavam protecdo em relagdo ao agravamento da doencga. Por outro lado,
criangas da mesma idade que receberam somente 3 doses do imunizante
apresentaram protecdo meédia de cerca de 18% (RTS,S CLINICAL TRIALS
PARTNERSHIP, 2015). Ja 50% dos adultos imunizados com RTS,S/AS a foram
protegidos conta a aquisigcdo da doenga apos desafio controlado com esporozoitos
(KESTER et al., 2009).

Atualmente, a RTS,S/AS encontra-se em fase de implementacao de estudo
piloto no Quénia, no Malawi e em Gana. Esse estudo, realizado em conjunto com os
ministérios da saude dos respectivos paises, tem a finalidade de estabelecer um
programa de implementagao de vacina contra a malaria e aprimorar sua viabilidade
em favor da comunidade (VAN DEN BERG et al., 2019).

Embora a RTS,S/AS seja a vacina antimalarica mais avangada em termos
de desenvolvimento, os resultados obtidos quanto a sua eficacia claramente

demonstram a necessidade da continuidade das pesquisas focadas em uma vacina.

1.6 A importancia do modelo murino para o estudo da malaria grave:

uma énfase na malaria cerebral

Ao longo dos anos, muito tem-se discutido sobre a relevancia de modelos
experimentais no estudo da MC humana. Parte dessa discussdo deve-se as
diferengcas nos mecanismos que norteiam o desenvolvimento da MC entre seres
humanos e roedores. Por exemplo, enquanto a adesao de eritrocitos infectados ao
endotélio de vasos sanguineos cerebrais parece ser um dos principais fatores
desencadeadores de MC em humanos, em roedores esse quadro é principalmente

mediado por leucécitos e plaguetas; embora também ocorra adesdo de hemacias
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parasitadas nesse sitio (LOU et al, 2001; WHITE et al., 2010; CRAIG et al., 2012).
Além disso, como a proteina chave nos processos de adesao entre endotélio-hemacia
parasitada esta ausente em P. berghei ANKA, discute-se que a presenga dessas
células nos capilares venosos cerebrais de camundongos deve-se ndo a uma
interagdo parasito-hospedeiro, mas a um processo mecanico de acumulo e
aprisionamento celular (EL-ASSAAD et al, 2013).

Apesar das diferengas, muitos outros fatores aproximam a patogénese da
MC murina da humana (TABELA 2). O emprego de camundongos das linhagens
C57BL/6 e CBA no estudo da MC experimental fornece padrées bem estabelecidos
de desenvolvimento da sindrome, como a presenga de ataxia e sinais de
comprometimento neuroldgico entre os 6° e 10° dias apds a infecgdo com Plasmodium
berghei ANKA, apresentando baixos niveis de parasitemia no momento do o6bito
(ENGWERDA 2005, DE SOUZA AND RILEY, 2002).

Além dos sinais clinicos condizentes com o quadro de MC, existem outros
fatores que aproximam a patogénese da MC humana e da MC experimental, como a
densidade parasitaria apresentada em ambas as espécies, como risco de
agravamento cerebral (DONDORP et al., 2005; BAPTISTA et al., 2010), a expressao
exacerbada de ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina no endotélio de animais e seres
humanos que apresentam quadro de MC (revisto por SCHOFIELD e GRAU, 2005;
revisto por GOOD et al. 2005), ainda, a resposta imunoldgica iniciada e sustentada
pela MC humana e experimental € muito semelhante no sentido de que ocorre um
desequilibrio entre as respostas de citocinas anti e pro-inflamatdrias frente a infeccéo
malarica, gerando aumento da inflamacgao local e consequente desenvolvimento da
sindrome (DE SOUZA AND RILEY, 2002; revisto por GOOD et al. 2005).

Embora a infecgdo de camundongos com P. berghei ANKA nao reproduza
todos os detalhes da MC humana, esse modelo ainda fornece, sob o ponto de vista
ético, a melhor oportunidade para aprofundamento do estudo dos fatores
patofisioldgicos que ndo podem ser investigados post mortem (DE SOUZA et al.,
2009). Além das questdes éticas, os modelos murinos tém se mostrado uma
importante fonte de estudos dos mecanismos de desenvolvimento da MC, devido a
seu baixo custo de manutencéo (SHIKANI et al., 2012).

Embora as caracteristicas patofisioldgicas do inicio do desenvolvimento da
MC experimental ndo espelhem completamente o que ocorre na MC humana, os

eventos subsequentes assemelham-se entre si, tornando a utilizagdo de modelos
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murinos uma importante ferramenta para melhor compreensdo do que ocorre na
sindrome humana, provendo conhecimento para a elucidacdo e diminuicdo da

morbidade e mortalidade causadas pela doenca.

Tabela 1 Comparagdo das caracteristicas da malaria cerebral humana e da malaria cerebral
experimental em modelo murino de infecgdo com P. berghei. Extraido e adaptado de Torre et al., 2018

Parametros | MC Humana | MC Experimental

Fisicos e comportamentais
Convulsao, paralisia, + +
Febre + -
Hipotermia - +
Histopatologia cérebro
Mudancgas nos astrocitos e microglia + +
Sequestro de eritrocitos parasitados + +
Sequestro de leucdcitos + +
Sequestro de plaquetas +* +
Protusdes tipo Knob nos eritrécitos + -
Hemorragia parenquimatosa + +
Dano neuronal + +
Edema + +
Imunolégicos
Expressao citocinas pro- + +
inflamatérias
Alta expressao de MHC classe | e Il + +
Aumento de moléculas de adesao ICAM-1, VCAM-1, ICAM-1, VCAM-1
celular TSP, E-selectina,

acido hialurdnico,

CSA
Bioquimicas
Aumento de lactato + +
Aumento de metabdlitos da via da + +
quinurenina

*Presente em criangas com MC da Africa Subsaariana, mas nao reportado em adultos
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2 JUSTIFICATIVA

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

O uso de parasitos vivos, porém atenuados ou modificados geneticamente,
vém sendo testados com o intuito de induzir imunidade contra estagios pré-
eritrociticos e sanguineos dos plasmoédios (BELNOUE et al., 2004; GERALD et al.,
2011; INOUE et al., 2012). Dentre as vantagens dessa metodologia em relagdo as
vacinas recombinantes de subunidades esta a induc¢ao de resposta imune direcionada
a multiplos antigenos dos parasitos (GOOD 2011; INOUE et al, 2012). Nesse contexto,
estudos desenvolvidos com os plasmaodios de roedores tém sido fundamentais para o
entendimento de fatores associados a protec¢ao, sobretudo quando ha envolvimento
de 6rgéos vitais tais como cérebro e pulmdes. No entanto, apesar da vasta literatura
relacionada a indugéo de imunidade em modelos experimentais, nenhum estudo tem
averiguado o papel da imunidade heterdloga na prote¢ao contra quadros graves de
malaria, sobretudo a MC. Em sua grande maioria, os estudos sao realizados com
cepas de parasitos nao indutoras de MC (por exemplo, P. yoelii, P. chabaudi), sendo
a protecao investigada somente em relagao a inibigdo do desenvolvimento do parasito
no sangue circulante. Além disso, nada se sabe sobre o impacto dessa exposi¢édo em
infeccbes posteriores com parasitos altamente virulentos. Em criangas africanas, a
ocorréncia de malaria grave parece nao ser reflexo da auséncia de infec¢des prévias
(ERUNKULU et al., 1992). Mesmo assim, no contexto do desenvolvimento natural ou
de inducdo de imunidade, sabe-se que em areas endémicas geralmente circulam
diferentes espécies e cepas de parasitos com distintos graus de viruléncia (GUERRA

et al., 2006) e que com a globalizagéo a introdu¢cdo de uma nova espécie/cepa pode
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alterar a médio prazo o perfil de viruléncia das cepas preexistentes (MAYXAY et al.,
2004).

Considerando-se, portanto, a possibilidade de indugcdo de imunidade por
meio de injegao intraperitoneal de parasitos de fase sanguinea (PINZON-CHARRY et
al., 2010) e considerando o modelo murino uma alternativa para o estudo da MC, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o papel de exposi¢cdes prévias de camundongos
C57BL/6 a parasitos vivos de P. berghei NK65 no desenvolvimento de MC por P.
berghei ANKA.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar em modelo murino se a exposi¢cao prévia a parasitos de baixa

viruléncia é capaz de induzir protecédo contra o desenvolvimento de MC.

3.2 Especificos

o Estabelecer a concentragdo ideal do inéculo de Plasmodium berghei
ANKA capaz de causar MC em animais C57BL/6 provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Juiz de Fora e mantidos no Nucleo de Pesquisas em
Parasitologia do ICB/UFJF;

e Avaliar se animais previamente expostos a infeccao malarica por P.
berghei NK65 sdo menos sensiveis ao desenvolvimento da MC causada por P.
berghei ANKA. Para tal, serdo analisados conjuntamente os parametros: perfil clinico,
taxa de sobrevivéncia; densidade parasitaria e rompimento da barreira
hematoencefalica;

e Determinar os niveis de anticorpos IgG parasito-especificos (isétipos
IgG1, 1IgG2a, 1IgG2b e IgG3) associando-os com presenga ou auséncia de MC;

e Avaliar por meio de analise histolégica a ocorréncia de lesdes no tecido
cerebral de animais desafiados com P. berghei ANKA, pré-expostos ou nao a parasito
homologo ou heterdlogo, tragando associagédo com os niveis de anticorpos circulantes
e mediadores inflamatoérios (IFN-y, IL-10 e TNF-a) determinados in situ;

e Avaliar se a exposi¢ao prévia aos parasitos da malaria influencia o indice
esplénico;

e Determinar fenotipicamente a frequéncia de linfécitos B e linfécitos T
CD4+ e T CD8+, no bago de animais associando-os ao desenvolvimento ou nao de
MC;

e Investigar por meio de imunohistoquimica a presenga de linfécitos B e
linfocitos T CD4+ e T CD8+ no cérebro de animais associando-os com

desenvolvimento ou ndo MC;
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e Investigar a persisténcia da imunidade considerando-se o periodo de 3

e 6 meses decorridos da ultima exposigédo aos parasitos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

O presente estudo utilizou camundongos C57BL/6, fémeas com 6 a 8
semanas de idade, fornecidos pelo Biotério do Centro de Biologia de Reprodugéo da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas
acondicionadas em estante ventilada, sendo fornecidas agua e racao ad libitum. O
estudo contou com aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo animal
(Protocolos N° 27/2017).

4.2 Padronizacao do inéculo de P. berghei ANKA

Considerando-se a literatura especializada, sabe-se que a concentracao de
parasitos P. berghei ANKA utilizada para indugdo de MC em camundongos ¢é variavel
(REST, 1982; LACKNER et al., 2006; FRANKE-FAYARD et al., 2005; LOVEGROVE
at el.,, 2008, BASIR et al., 2012). Assim, a fim de se estabelecer a concentragao ideal
do in6culo para o desenvolvimento da MC em animais C57BL/6 provenientes da UFJF
e mantidos em nosso laboratério foram utilizados para infecgdo 10°, 106 e 5 x 10°
eritrocitos parasitados com P. berghei ANKA. Os animais foram acompanhados
diariamente a partir do 4° dia apds a infec¢ao para delineamento das curvas de escore

clinico, parasitemia e sobrevivéncia.

4.3 Exposi¢ao padronizada de camundongos C57BL/6 a parasitos vivos

de fase sanguinea de P. berghei

Nesse estudo a exposigao dos animais foi realizada utilizando-se parasitos

vivos de P. berghei (cepas ANKA ou NK65) seguida de tratamento com antimalarico.
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4.31 Animais repique

Amostras criopreservadas de P. berghei (cepas ANKA ou NK65), contendo
5 x 107 eritrocitos infectados/mL, foram descongeladas em temperatura ambiente e
posteriormente inoculadas via intraperitoneal (i.p.) em camundongos C57BL/6
(200pL/animal). A parasitemia sanguinea foi monitorada diariamente, através de
esfregacos confeccionados a partir de 2pL de sangue obtido da veia caudal, até atingir
taxas entre 5 e 15%. Os animais foram, entdo, anestesiados com solugao fisiologica
de cloreto de sodio contendo Xilazina 1% (5mg/kg) e Quetamina 5% (90mg/kg),
procedendo-se a exsanguinagdo por meio de pungdo cardiaca. Em seguida, a
confirmagé&o do obito foi realizada por meio de deslocamento cervical. O sangue
coletado foi diluido em Tampéao fosfato-salino (PBS), seguindo-se dois ciclos de
centrifugagcédo a 300g, por 5 minutos. Apos a retirada do sobrenadante, o sedimento
de hemacias foi ressuspendido para 1mL de PBS e o numero total de hemacias na
suspensao foi estimado, por meio de contagem em Camara de Neubauer, apds
diluicdo de 1000x. Considerando-se o numero de células e a parasitemia, uma nova
diluigéo foi realizada de forma a se obter a concentragao de 103 eritrocitos parasitados
para cada 100uL de PBS; volume que foi inoculado via intraperitoneal (i.p.) em cada

animal experimental nas exposi¢oes previas.

4.3.2 Grupos experimentais e procedimento de exposigao prévia.

Foram definidos 7 grupos experimentais (Quadro 1), cada um composto por
5 a 12 animais agrupados aleatoriamente. Foram realizados 3 experimentos
independentes, a fim de investigarmos parametros associados ao desenvolvimento
de imunidade no periodo de 30, 90 e 180 dias apds exposicao prévia.

As exposicdes aos parasitos de cada grupo experimental seguiram o
esquema descrito no quadro 1, com o desafio acontecendo 30, 90 e 180 dias apds a

ultima exposigao prévia.



Quadro 1 Descrigdo dos grupos experimentais utilizados no estudo.
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Grupo Descricao do

grupo 12 exposigao 22 exposicao Desafio
1 Controle Sem exposigao prévia Nao desafiado
2 Controle Sem exposicao prévia P. berghei ANKA
3 Controle Sem exposicao prévia P. berghei NK65
4 Desafio homélogo | P. berghei ANKA X P. berghei ANKA
5 Desafio homdlogo | P. berghei ANKA P. berghei ANKA P. berghei ANKA
6 Desafio heterdlogo | P. berghei NK65 X P. berghei ANKA
7 Desafio heterélogo | P. berghei NK65 P. berghei NK65 P. berghei ANKA

X- Sem exposigao

As exposicdes foram realizadas inoculando-se 10° hemacias parasitadas
com P. berghei cepa ANKA, conforme descrito no item 4.3.2. Em camundongos
C57BL/6 a linhagem ANKA ¢ altamente virulenta, causando MC e 6bito entre 6° a 11°
dias apos o desafio. O mesmo procedimento foi realizado com a cepa NKG65 de P.
berghei, linhagem que induz anemia grave devido a alta carga parasitaria em
camundongos C57BL/6, mas nao MC.

No 3° dia apds cada infecgdo foi iniciada a confeccdo de esfregaco
sanguineo a partir de sangue coletado da veia caudal a fim de confirmar a infecgéo.
Quando as primeiras formas sanguineas dos parasitos no sangue periférico foram
detectadas, iniciou-se o tratamento de todos os animais do grupo utilizando-se
30mg/kg de mefloquina e 15mg/kg de artesunato diluidos em 100uL de agua potavel.
O tratamento foi feito por meio de gavagem durante 5 dias consecutivos.

Apos 30 dias, os animais pertencentes aos grupos 4 e 6 foram desafiados
enquanto os do grupo 5 e 7 foram reexpostos aos parasitos, seguindo-se 0s mesmos
procedimentos descritos anteriormente. Animais pertencentes aos grupos 2 e 3 foram
somente desafiados com 10° hemacias infectadas com P. berghei ANKA (Grupo 2) e
P. berghei NK65 (Grupo 3), sem qualquer exposig¢ao prévia aos parasitos.

Para avaliagcao da persisténcia da imunidade os animais foram expostos
aos parasitos vivos seguindo-se 0 mesmo procedimento experimental. No entanto, o
desafio somente foi realizado no dia 90 e 180 apds a finalizagdo do tratamento.

O desenho dos experimentos para realizagdo dos processos de exposi¢cao

e coleta de amostras esta descrito na figura 6.
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Grupos experimentais
I

Pré-expostos Desafiados
Exposicao 103 Desafio 10°
eritrocitos eritrocitos
- parasitados parasitados
22 pré-exposic¢ao
ds5->
Trat. por 5 dias =
Mefloquina e Artesunato

Apés 30 dias 2

Desafio 10° eritrocitos
infectados

d90 ou d180

Figura 6 Esquematizagéo dos processos de exposi¢cédo aos parasitos.

d = dias ap6s exposigao; i.p. = intraperitoneal.

4.4 Procedimento de obtencao de extrato proteico bruto para realizagao

do ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A determinagdo dos niveis plasmaticos de anticorpos IgG parasito-
especificos nos animais foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Para tal, extrato proteico total oriundo de parasitos obtidos a partir de sangue de
animais foi utilizado como antigeno. Para produc&o de antigeno de P. berghei NK65
utilizou-se animais cuja parasitemia estivesse entre 15-30% e entre 6-8% no caso de
P. berghei ANKA. Apds anestesia (solugao fisiologica de NaCl contendo Xilasina 1%
e Quetamina 5%), o sangue, coletado com anticoagulante por puncdo da veia
braquial, foi centrifugado a 300g durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
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plasma foi desprezado e as hemacias lavadas usando-se meio RPMI1640 (GIBCO)
incompleto. Apds centrifugagdo a 300g durante 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 10 mL de PBS. Para a lise dos eritrocitos,
foi adicionada a suspensdo, 60 pL de saponina a 1%, seguindo-se incubagao a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apds esse tempo, foram acrescentados 10 mL
de PBS, seguindo-se centrifugagao a 300g, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspendido em 20mL de PBS, seguindo-se nova
centrifugacdo a 300g, durante 10 minutos a 4°C. Ao final de duas lavagens, o
sobrenadante foi descartado sendo, entdo, acrescentados ao sedimento dois volumes
de tamp&o TEM-Triton X-100 (1 mL de tris-base -1M - pH8.0); contendo 10 pL (2%)
de inibidores de proteases (iodacetamida, Tosilina Clorometil Cetona-TLCK, Fluoreto
de Fenilmetilsulfonil-PMSF e aprotinina; SIGMA — ALDRICH). Apdés 15 minutos de
incubagdo em gelo, a amostra foi centrifugada a 300g, durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e a concentracao proteica determinada pelo método de
Lowry (LOWRY, 1951). O material foi distribuido em criotubos e criopreservado em

nitrogénio liquido até o uso.

441 Deteccao de anticorpos IgG totais

O ELISA para determinacédo das taxas de anticorpos IgG totais parasito-
especificos foi realizado de acordo com o protocolo previamente padronizado no
laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Juiz de Fora. Para isso,
placas de 96 pocgos foram sensibilizadas com 1ug de antigeno bruto de P. berghei
NK65 ou P. berghei ANKA diluidos em 50uL de solugdo tampéao carbonato, seguindo-
se incubagao a 4°C por 12 a 16 horas. Entdo, as placas foram lavadas com solugao
de PBS+Tween 0,05% e secas em papel absorvente. Em seguida, adicionou-se aos
pocos 150uL de solugdo PBS+Tween 0,05% contendo 5% de caseina derivada de
leite (Molico, Nestlé), seguindo-se incubagéo por 2h a 37° C. Apos 4 lavagens com
PBS+Tween 0,05% e secagem em papel absorvente, foram adicionados aos pogos
50uL de uma solugao de PBS contendo 5% de caseina e amostras de soro na diluigao
de 1:100, seguindo-se nova incubacao por 1h e 30 min a 37°C. Ao final desse periodo,
as placas foram lavadas 4 vezes e secas em papel absorvente, seguindo-se adigéo

de 50ul de solugéo contendo anticorpo monoclonal conjugado a enzima peroxidase



55

na diluicdo de 1:2500. Apds incubagao por 1h a 37°C e lavagem, foram adicionados
50ul/pogo de solugdo de TMB (Becton Dickinson - BD), seguindo-se nova incubagao
por 10 min em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reagdo enzimatica foi
interrompida utilizando-se 30uL/poco de solugdo de acido sulfurico (1:20). A
densidade dtica (DO) foi determinada em um leitor de placas de ELISA (Costar) em
comprimento de onda de 450 nm (DO 450). Para determinagdo do cut-off foram
utilizados soros provenientes de seis animais nunca expostos aos parasitos da
malaria, sendo o valor do mesmo definido como média das absorbancias acrescidas

de trés desvios padroes.

4.4.2 Deteccao de anticorpos das subclasses IgG1, IgG2a, IgG2b e 1gG3

Os testes de ELISA para determinacéo das taxas de anticorpos IgG das
subclasses IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 foram realizados de acordo com o protocolo
previamente padronizado no laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora. Para tal, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 1ug de antigeno
bruto de P. berghei NK65 ou P. berghei ANKA diluidos 50uL de solugdo tampéao
carbonato, seguindo-se incubagao a 4°C por 12 a 16 horas. Entdo, as placas foram
lavadas com PBS+Tween 0,05% e secas em papel absorvente. Em seguida,
adicionou-se aos pogos 150 uL de solugdo PBS+Tween 0,05% contendo 5% de
caseina, seguindo-se incubacéao por 2h, a 37° C. Apds 4 lavagens com PBS+Tween
0,05% e secagem em papel absorvente, 50uL de uma solugdo de PBS contendo 5%
de caseina e amostras de soro na diluicdo de 1:100 foram adicionados aos pogos
seguindo-se nova incubagao a 4°, por 12 a 16 horas. Ao final desse periodo, as placas
foram lavadas 4 vezes e secas em papel absorvente, seguindo-se adigao de 50uL de
anticorpo anti-IgG1 ou anti-lgG2a biotinilado (1:8000), anti-lgG2b ou anti-IgG3
(1:6000) e incubagao por 1h em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds
incubacéao por 1h a 37°C e lavagem, foram adicionados 50uL por pogo de solugéo de
TMB (Becton Dickinson - BD), seguindo-se nova incubagdo por 10 min em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacdo enzimatica foi interrompida
utilizando-se 50 pL/pogo de solugao de acido sulfurico a 2N. A densidade ética (DO)
foi determinada em um leitor de placas de ELISA (Costar) em comprimento de onda

de 492nm (DO 492). Para determinagao do cut-off foram utilizados soros de seis
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animais nunca expostos aos parasitos da malaria, sendo o valor do mesmo definido
como média das absorbancias acrescidas do valor de trés vezes o desvio padrao.
Os resultados foram expressos como indice de reatividade (IR), tanto para
IgG total, quanto para as subclasses analisadas. Esses valores foram determinados
pela razdo: médias das absorbancias/ valor de cut-off previamente obtido. A

soroconversao foi considerada positiva quando o IR apresentou valor maior ou igual

al.
4.5 Procedimentos experimentais apos o desafio com PbA ou PbN
451 Curva de parasitemia

Para avaliar o efeito das exposi¢gdes no desenvolvimento parasitario (seja
por desafio homdlogo ou heterdlogo), a parasitemia dos animais foi acompanhada
diariamente do 5° ao 10° dia apds o desafio e, em dias alternados até o 20° dia, nos
animais nao eutanasiados. Para tal, a carga parasitaria, de animais infectados por P.
berghei NK65, foi aferida através da retirada de uma gota de sangue coletada a partir
da veia caudal, seguindo-se esfregaco sanguineo, fixagdo com metanol e coloragao
pelo método de Giemsa. Os niveis de parasitemia foram definidos pela porcentagem
do numero de hemacias parasitas em um total de 1000 hemacias avaliadas,
realizadas através de microscopia oOptica.

Os niveis de parasitemia de camundongos infectados com P. berghei
ANKA foram definidos pela porcentagem do niumero de hemacias contendo parasitos
transfectados com proteina verde (GFP) em um total de 10 000 eventos durante a
aquisicao em citdmetro de fluxo (FACSCANTO Il). Para isso, 2uL de sangue da veia
caudal foram coletados e misturados em 1mL de tampao de citometria (tampao fosfato
a 10% de soro fetal bovino — GIBCO). A estratégia utilizada para analise da

parasitemia esta expressa na figura 7.
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Figura 7 Estratégia de analise dos eritrdcitos infectados por P. berghei ANKA marcado com GFP

P1= designa a populagao eritrécitos totais. P2= designa a populagéo de eritrdcitos que contém parasitos marcados pela proteina
verde fluorescente (GFP).

45.2 Curva de mortalidade

Para avaliar o efeito das exposi¢cdes prévias ao parasito causador da
malaria na sobrevivéncia, apds o desafio os animais foram observados diariamente
até o 20° dia seguindo-se as seguintes recomendacdes: 1) avaliacdo a cada 24 horas
se na auséncia de sinais neurologicos; 2) avaliagdo em intervalos de tempo inferior a
24 horas podendo alcancar intervalos de até duas horas entre as observacgdes a

depender do escore clinico (item 4.5.3).

453 Escore Clinico

Os danos neuroldgicos causados pela MC experimental induzida nos
camundongos C57BL/6 foram mensurados através de escore clinico descrito por
Carrol e colaboradores (2010). Foram observados parametros relacionados a
coordenagao, comportamento exploratério, forca e tbnus muscular, reflexo de
autopreservacao e higiene (Tabela 2). Os animais foram pontuados com 0 a 2 pontos
em cada parametro - foram atribuidos 2 pontos aos animais que desempenharam
plenamente a atividade observada, 1 ponto aos animais que desempenharam

parcialmente a atividade observada e 0 ponto para os animais que n&o realizaram a
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atividade proposta- totalizando 20 pontos atribuidos aos animais sem nenhum dano
neuroldgico.

Aos animais que foram atribuidos 20 pontos, procedeu-se a observagao
apods 24 horas enquanto os animais que apresentavam escore clinico entre 16 e 19
pontos foram observados novamente dentro de 12 horas. Seguindo-se essa
estratégia, os animais com escore clinico entre 11 e 15 pontos foram observados a
cada 6 horas, quando o escore atribuido ficou entre 6 e 10 pontos, os animais foram
avaliados em intervalos de 2 horas e animais com escore clinico menor ou igual a 5
pontos foram eutanasiados.

Além da analise do escore clinico, os animais infectados com P. berghei
NK65 foram eutanasiados quando apresentaram niveis de parasitemia maiores que

50% e sinais clinicos relacionados a anemia, como fraqueza e letargia.

Tabela 2 Parametros avaliados no Escore Clinico

Coordenacao

Marcha
Balango/Equilibrio

Comportamento exploratério

Desempenho Motor

Forca e Tdbnus muscular

Posicéo do corpo
Forca dos membros

Reflexo de autopreservacgao

Fuga de toque

Reflexo do pavilhdo auricular
Reflexo plantar

Agresséo

Higiene

Grooming

454 Eutanasia

Ap0és o desafio experimental, os animais que apresentaram o escore clinico
igual ou menor que 5 foram pesados e eutanasiados. Para isso, foram anestesiados,
via i.p., com 100uL de solugéo fisioldgica contendo Xilazina 1% (5mg/kg) e Quetamina
5% (90mg/kg), procedendo-se a perfusdo cardiaca com 40mL de PBS. A seguir, 0
cérebro foi removido, sendo uma fragao desse 6rgao fixada em paraformaldeido 4%

para posterior desidratagcédo, diafanizag&o, inclusdo e analise histologica. A outra
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fracao foi armazenada em soro fetal bovino (GIBCO), em freezer -80°C para posterior
extracao e andlise dos niveis de IL-10, IFN-Y e TNF-a por ELISA. O bacgo foi pesado
em balanga de precisao para correlagdo entre a massa do 6rgao e o perfil clinico
desenvolvido. O érgéo foi, entdo, armazenado em tubo de 50mL contendo 10mL de
meio RPMI1640 (GIBCO) + 5% de soro fetal bovino (GIBCO) e mantido em recipiente

contendo gelo até o processamento para marcagao e aquisi¢ao dos esplendcitos.

4.5.5 Processamento do bago e marcacgao dos esplendcitos para analise

fenotipica

Para isolamento dos esplendcitos, os bagos foram macerados em
cellstrainner (BD 70um) adicionando-se 8mL de meio RPMI1640 (GIBCO) +5% de
soro fetal bovino (GIBCO). O produto da maceracéo foi centrifugado por 5 minutos a
300g a 4°C. Ao final da centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e foi realizada
nova lavagem. Foram, entédo, adicionados 5mL de solucdo tampao ACK para lise de
eritrocitos, ao final de 4 minutos foram adicionados 10mL de meio RPMI1640 (GIBCO)
+5% de soro fetal bovino (GIBCO) para neutralizagdo da reagao de lise. O macerado
foi centrifugado por 5 minutos a 300g, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ajustado para 1mL utilizando-se meio RPMI RPMI1640 (GIBCO) +5% de
soro fetal bovino (GIBCO). As células viaveis foram contadas utilizando-se Camara de
Neubauer e solugado contendo Azul de Tripan (Sigma-Aldrich) e, entdo, ajustadas para
5x10% células/mL. Em uma placa de 96 pogos, foram plaqueados 5 pogos com 200uL
da solucdo de células. Para cada animal eutanasiado foram plaqueados 5 pocos,
sendo um poco para células sem marcacao os outros quatro pogos para os painéis de
anticorpos definidos previamente.

A placa foi centrifugada por 10 minutos a 240g a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 25uL de solugdo contendo os anticorpos marcados
(Biolegend) com lIsotiocianato de fluoresceina (FITC) anti-CD45 (1:1200), anti-CD4
(1:1200); marcados com ficoeritrina (PE) anti-CD21 (1:400), anti-CD8 (1:400);
marcados com proteina piridina de clorofila (PerCP) anti-CD19 (1:400), anti-CD3
(1:200), marcados com aloficocianina (APC) anti-lgM (1:100). Apds incubagao de 1h
a 4°C e protegida da luz, a placa foi novamente centrifugada, o sobrenadante foi

descartado e foram adicionados 150uL de paraformaldeido tamponado a 4% (SIGMA
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— ALDRICH)( TABELA 3). Apés a placa ser incubada por 20 minutos a 4°C protegida
da luz, procedeu-se nova centrifugagéo; o sobrenadante foi, entdo, descartado e as
células marcadas foram ressuspendidas em 300uL de Tampao de citometria (PBS
contendo 5% de soro fetal bovino (GIBCO) e 0,5% de azida de sddio — VETEC). Os
esplendcitos foram adquiridos em FACS CANTOII (Becton Dickinson), na ordem de
100 000 eventos, utilizando o software Cell Quest e os dados foram analisados
utilizando o software FlowJo versédo 10.0. O numero de células foi calculado levando-
se em consideracdo a quantidade de células recuperadas no momento do

processamento.

Tabela 3 Anticorpos utilizados na andlise fenotipica dos esplendcitos dos animais experimentais,
agrupados segundo os fluorocromos.

Fluorocromo Clone
FITC
CD45 30-F11
CD4 GK1.5
PE
CD21 7TE9
CDS8 53-6.7
PerCP
CD19 6D5
CD3 145-2C11
APC

IgM RMM-1
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A estratégia de analise para a delimitagdo das populagdes celulares dos
esplendcitos estao descritas na figura 4.
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Figura 8 Estratégia de analise para marcacgao fenotipica esplendcitos

(A) Linfécitos B, células marcadas com anticorpos anti-CD19 (PerCP) e anti-CD45 (FITC), posteriormente anti-CD21(PE) e anti-
IgM (APC); (B) Linfécitos T, células marcadas com anticorpos anti-CD3 (PerCP), posteriormente anti-CD4(FITC) e anti-CD8 (PE).

4.5.6 Analise histolégica

Para investigar o impacto das exposi¢des prévias no tecido nervoso foram
feitos cortes histoldgicos a partir do cérebro de cada animal experimental. Nos animais
que desenvolveram ou ndo MC, sejam expostos previamente ou n&o, foi investigada
a ocorréncia de adesao endotelial de hemacias parasitadas e de processo inflamatério

(extravasamento de hemacia, infiltragao linfocitaria). Para isso, uma fragéo do cérebro
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coletado foi fixado em solucao de paraformaldeido a 4%, pH 7.2-7.4 por 24 h e
posteriormente transferidos para uma solucao alcool 70%. Entdo, os tecidos fixados
foram acondicionados em cassetes histologicos e desidratados pela imersdo em
concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90%, absoluto e 50% alcool/ 50%
xilol), por 30 minutos em cada solugado. A diafanizagéo foi feita através da utilizagao
de duas imersdes em xilol por 20 minutos cada. Finalmente, o érgéo foi impregnado e
incluido em parafina. Cada bloco contendo o érgao foi submetido a microtomia e as

ldminas foram submetidas a coloracdo com Hematoxilina-Eosina.

4.5.6.1 Coloracao de Hematoxilina-eosina

A coloragao de rotina Hematoxilina-Eosina foi realizada em laminas com
cortes do tecido cerebral para observacado geral das alteragbes histopatoldgicas. O
processo de coloragao foi iniciado com a imersédo das laminas em 3 banhos de xilol,
de duragao de 10 minutos (primeiro banho) e 5 minutos (segundo e terceiro banhos),
para desparafinizagdo. Em seguida, para hidratacdo dos tecidos, as laminas foram
imersas em banhos subsequente, de 1-3 minutos cada, em solucdo de alcool
absoluto, alcool 95%, alcool 80%, alcool 70%, e agua por 5 minutos e em agua
destilada por mais 5 minutos. Entdo, os cortes foram submersos em corante
Hematoxilina (corante acido) por 2 minutos, seguindo-se lavagem em agua corrente
por 5 minutos. Seguindo-se nova imersao em corante Eosina (corante basico), por 30
segundos a 2 minutos e lavagem em agua corrente por 1 minuto. Finalmente, as
ldaminas foram imersas em quatro banhos de alcool (70%, 80%, 95% e 100%) por 1
minuto em cada concentragao e depois em trés banhos de xilol por 2 minutos cada,
seguindo-se montagem da lamina com laminula e Enthelan. A andlise foi realizada

utilizando-se objetiva de 40x.

4.5.6.2 Imunohistoquimica

Para avaliar a expresséo de linfocitos T helper (CD4+), citotdéxicos (CD8+) e
linfécitos B (CD19+) no tecido cerebral dos animais imunizados, os cortes foram
depositados sobre laminas silanizadas. Os cortes foram entdo desparafinados em

banhos de 1-2 minutos em xilol 100%, seguindo-se 6 banhos em etanol absoluto e,
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finalmente 2 banhos em etanol 95%. Entéo, os cortes foram reidratados em 3 banhos
de agua destilada. Para recuperagdo antigénica, as laminas foram imersas, e
mantidas por 20 minutos, em recipiente contendo tampao citrato (pH 6.0), aquecido
previamente a 95°C, seguindo-se resfriamento por 15 minutos em temperatura
ambiente e lavagem em agua destilada em agitagdo. Para o bloqueio da peroxidase
endogena foram realizados dois banhos, de 15 minutos cada, em de solugc&o de agua
destilada contendo 10% de peréxido de hidrogénio. Em seguida as laminas foram
lavadas 3 vezes em agua destilada. As laminas foram, entdo, lavadas em tampao
TRIS Salino (TBS) (0,065g de TRIS, 8g de cloreto de sddio, 500uL PBS de TWEEN
20 diluidos em 1000mL de agua destilada) e secas em papel absorvente. Foram
acrescidos anticorpos monoclonais primarios anti-CD4, Anti-CD8 ou anti-CD19
(1:100) (SANTA CRUZ Biotechnology), diluidos em tamp&o TBS. As laminas foram
mantidas em camara umidificada por 24 horas, a 4°C. Seguiu-se lavagens das laminas
utilizando-se TBS/TWEEN20 e secagem das laminas em papel absorvente, os cortes
foram, entdo, incubados com anticorpo secundario biotinilado, diluido em tampéo
TBS/TWEENZ20, por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as laminas
foram lavadas com tampado TBS/TWEEN20 e secas com papel absorvente. As
ldaminas foram incubadas com solugdo contendo estreptavidina-peroxidase por 30
minutos, a temperatura ambiente. A revelagao foi feita a partir da incubacgao dos cortes
utilizando diaminobendizina (DMB) e peroxido de hidrogénio. Procedeu-se a lavagem
por 3 vezes em agua corrente e contracoradas com hematoxilina de Harris por 30
segundos, quando foram, novamente, lavadas em agua corrente. As laminas foram

montadas utilizando-se resina (Enthelan) e laminulas.

4.5.7 Extragao de citocinas in loco

Para a extracao de citocinas a partir de tecido cerebral foram preparados
100mL de solucéo de extracdo, contendo: NaCl 0,4M; tween 20 0,05%; albumina de
soro bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1 mM; cloreto de benzetdnio
0,1'mM; EDTA 10 mM; 0,002% de aprotinina e agua ultrapura ou destilada quantidade
suficiente para (g.s.p.) 100mL. Para cada 100mg de tecido foram utilizados 1mL do
tampéo de extracdo, seguindo-se homogeneizagao e centrifugagdo a 300g por 10

minutos a 4°C. O sobrenadante oriundo da centrifugagdo foi armazenado em freezer
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-80°C para posterior analise pelo método de ELISA. No momento do uso, as amostras
foram descongeladas e centrifugadas a 300g por 15 minutos para coleta do

sobrenadante.

4.5.8 Deteccgao dos niveis de citocinas in loco

Ensaios de ELISA para determinacgao in loco dos niveis de IFN-y, TNF-a e
IL-10 foram realizados de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Becton
Dickson). Para tal, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 100ul/pogo de
tampao de revestimento contendo os anticorpos de captura de cada citocina de
interesse (IL-10 - 1:1000; TNF-a - 1:250; IFN-y - 1:250), seguindo-se incubagéo a 4°C
por 18 horas. Entdo, as placas foram lavadas trés vezes com tamp&o de lavagem,
secas em papel absorvente, bloqueadas com 200ul/poco de solugao diluente e
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Para determinar a concentracdo em
pg/mL de cada citocina presente no homogenato, curvas padrdes foram incluidas em
cada placa nas diluicbes recomendadas pelo fabricante. As amostras foram, entao,
adicionadas as placas em duplicata (100uL/poco), seguindo-se incubagao a 4°C por
18 horas. Apds esse periodo, as placas foram lavadas cinco vezes com tampao de
lavagem e secas em papel absorvente. Entdo, 100uL de solugéo de solugao diluente
contendo os anticorpos de detecgao foram adicionados a cada pog¢o, seguindo-se
incubacgao por 1 hora a temperatura ambiente. Apos lavagem por 5 vezes com tampao
de lavagem, 100uL de Avidin-HRP diluida em solucéo diluente foram acrescentados
a cada poco, seguindo-se nova incubacao por 30 minutos. Finalmente, apos lavagem
das placas (5 — 7 vezes) foram adicionados 100uL de solugéo substrato em cada pocgo,
seguindo-se incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente. A reagdo enzimatica
foi interrompida pela adicdo de 50uL de solugdo de parada em cada pocgo. A
densidade otica (DO) foi determinada em um leitor de placas de ELISA em
comprimento de onda de 450nm (DO 450).

4.5.9 Avaliagao da permeabilidade vascular da barreira hematoencefalica

Para demonstrar a alteragao ou integridade da permeabilidade vascular de

camundongos C57BL/6 pré-expostos aos parasitos e posteriormente infectados com
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P. berghei ANKA, que apresentaram ou nao sinais de danos neuroldgicos foram
anestesiados, com solugdo via i.p., com 100uL de solugado fisiolégica contendo
Xilazina 1% (5mg/kg) e Quetamina 5% (90 mg/kg), e entdo foram inoculados via
intravenosa (i.v.) com 100uL de solugéo fisiolégica de Azul de Evans a 1% (SIGMA —
ALDRICH). Decorrida uma hora apés a inoculagdo, os animais foram eutanasiados
com dose anestésica aumentada e procedeu-se perfusao cardiaca com 10mL de PBS.
Entdo, a pele da porgao superior da cabecga foi retirada a fim de expor a calota
craniana para analise macroscopica do espalhamento do corante. Posteriormente o
cérebro foi retirado para analise. A intensidade de marcagao do tecido pelo corante

azul de Evans foi documentada tanto no cérebro envolto quanto livre da calota.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Para analise entre os grupos foi utilizado o software GraphPad Prism
(Versao 5.0). Foi utilizado o teste de ANOVA 1-via, seguindo-se pos-teste de
Bonferroni nas comparag¢des multiplas (bago, citocinas, parasitemia, anticorpos,
esplendcitos). Valores de p<0,05 foram considerados significativo. Na analise da

sobrevivéncia foi utilizado o teste 2.
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6 RESULTADOS

6.1 Padronizagcao da concentragao de eritrécitos parasitados por PbA

para indugcao de MC em camundongos C57BL/6

Visto que variadas concentragdes de hemacias parasitadas por P. berghei
ANKA (PbA) tém sido utilizadas para o estabelecimento do quadro de MC murina nés,
inicialmente, avaliamos a influéncia de tais variagdes na dindmica de desenvolvimento
desse quadro. Para tal, com base na literatura (ONWUAMAH, AGOMO e ODEIGAH,
2010; PINZON-CHARRY et al., 2010) foram testados os inéculos de 10%, 106e 5 x 108
células parasitadas. A partir do 4° dia apds a infecgdo, os animais foram avaliados
diariamente, quanto ao perfil clinico, parasitemia e sobrevivéncia. Observou-se que
independentemente da concentracao de células parasitadas utilizadas, os animais
infectados com PbA desenvolveram sinais clinicos sugestivos de MC entre o quinto e
o sétimo dia apds a infeccao (FIGURA 9A). Entre os sinais clinicos mais evidentes
destacaram-se o comprometimento do equilibrio, da marcha, da movimentacio, da
higiene, dos reflexos auricular e plantar. Apos o Obito, a presenga de areas
hemorragicas na calota craniana corroborou o desenvolvimento de MC (FIGURA 10).
Em relacéo a sobrevida, houve diferenca significativa no tempo de vida dos animais
em fungéo do indculo (FIGURA 9C, p<0,001). Nesse caso, os animais que receberam
10° eritrécitos parasitados tiveram sobrevida ligeiramente superior aos inoculados
com 10 ou 5 x 108 eritrécitos parasitados. No entanto, todos os animais morreram
dentro do periodo esperado para o ébito decorrente de MC (FIGURA 9C).

Conforme esperado, na comparagao entre os trés grupos, a parasitemia
média diaria (FIGURA 9B) foi dependente do indculo; no dia 6 apds o desafio, as
médias foram de 8%, 10,3% e 14,5% para os grupos que receberam 10%,10% e 5 x 10°
eritrocitos parasitados, respectivamente

Devido a linearidade dos dados analisados conjuntamente, optou-se por
dar continuidade aos experimentos utilizando o inéculo de 10° células parasitadas.

Esse € o mesmo ja utilizado por nosso grupo em estudos anteriores.
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Figura 9 Avaliacao de diferentes concentragdes de hemacias parasitadas por PbA para indugao de MC

em camundongos C57BL/6.

(A) Escore Clinico; (B) Sobrevivéncia; (C) Parasitemia média diaria (%). n = 10. Escore clinico e porcentagem de parasitemia:
ANOVA de 1 via, pos-teste de Bonferroni, p <0,05. Percentual de sobrevivéncia: Teste do Qui-quadrado, p<0,001.
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Figura 10 - Fotografias representativas da calota craniana de animais que receberam diferentes
concentragdes de indculos.

Observe a grande extensdo de areas hemorragicas para todas as concentragbes de parasitos
utilizados.

(A) 10° hemacias parasitadas; (B) 10 hemacias parasitadas; (C) 5 x 10° hemacias parasitadas.

6.2 Desenvolvimento de MC em animais desafiados com PBA apés 30,

90 e 180 da exposigao prévia a parasito homoélogo e heterélogo

Para avaliar o papel da exposi¢cdo prévia a parasitos vivos, de fase
sanguinea, de PbA e PbN na protegdo contra a MC induzida por PbA em
camundongos C57BL/6 foram avaliados o perfil clinico, taxa de sobrevivéncia e
parasitemia apresentados pelos animais experimentais.

Inicialmente, as infecgbes com PbA foram realizadas 30 dias apés 12 ou 22
exposigcao ao parasito homélogo ou heterélogo. Os dados obtidos a partir do 4° dia do
desafio experimental nos permitiram observar que 100% dos animais desafiados com
PbA, porém sem qualquer exposigdo prévia a parasito homologo ou heterdlogo,
sucumbiram ao 6bito entre o 7° e 0 10° dia da infecg¢ao, periodo considerado critico
para o desenvolvimento de para MC. Dentre os animais que foram previamente
expostos 1 ou 2 vezes a PbA e que foram posteriormente desafiados com a cepa
homologa, 22% e 21% se mostraram protegidos da MC, respectivamente,
permanecendo vivos até o final do seguimento (20° dia; FIGURA 11.A e 11A.3).
Quando, porém, os animais foram expostos previamente 1 ou 2 x a infec¢ao por PbN,

a frequéncia de proteg¢ao contra a MC observada no 12° dia apds desafio com PbA foi



70

de 43% e 54%, respectivamente (FIGURA 11 A.4). Ao final do seguimento, 37% e
41% dos animais, respectivamente, ainda permaneciam vivos.

A analise dos sinais clinicos e da parasitemia sanguinea nos animais que
foram a o6bito entre o 7° e o 10° dia, sugere, conforme esperado, que a morte foi
decorrente de MC. Nesse caso, 0s animais se mostraram debilitados fisicamente,
como estimado pela medida de escore clinico inferior a 5 pontos (FIGURA 12.A), e
parasitemia média inferior a 6% ao longo dos dias (FIGURA 11 A.3, B.3, C.3). Por
outro lado, animais previamente expostos, 1 ou 2x, a PbA ou PbN que resistiram ao
periodo critico de desenvolvimento de MC desenvolveram hiperparasitemia (pico de
38% e 40,5% para animais expostos previamente a 1 e 2x a PbA e 25% e 13,6%%
para animais previamente expostos a PbN), sendo a anemia a principal causa dos
Obitos ocorridos até o final do seguimento (FIGURA 11 A.3, A.4). Essa observagao &
reforcada pela analise do perfil clinico desses animais, o qual manteve-se superior a
13 pontos ao longo do acompanhamento.

Interessantemente, 10% dos animais expostos 2x a PbA, 6% dos animais
expostos 1x a PbN e 26% dos animais expostos 2X a PbN apresentaram niveis de
parasitemia abaixo de 1% desde inicio da infecgéo, tendo sido eutanasiados no 30°
dia apos o desafio (dados nao mostrados).

Visto que a exposicao prévia a P. berghei ANKA e NK65 mostrou-se capaz de
induzir protecdo contra o desenvolvimento de MC, a persisténcia dessa protecéo foi
avaliada desafiando-se animais C57BL/6 com PbA nos dias 90 e 180 apds a ultima
exposi¢cao ao parasito homoélogo e heterélogo. Como observado nos graficos 11B.1 e
11B.2, animais previamente expostos a PbA e PbN e desafiados 90 dias depois com
PbA também foram protegidos contra o desenvolvimento de MC. Especificamente, os
melhores resultados foram observados para animais que foram repetidamente
expostos a infecgdo malarica. Nesse caso, 50% dos camundongos expostos 2x a PbA
ultrapassaram o periodo critico para doenga permanecendo vivos até o 20° dia do
seguimento. Esses animais, contudo, desenvolveram hiperparasitemia, com pico
médio de 35% no 18° dia (FIGURA 11B.3). Contudo, dos animais expostos
previamente 2X a PbN, 86% foram protegidos da MC, sendo que os 72% que
permaneceram vivos até final do seguimento apresentaram baixa parasitemia
sanguinea (parasitemia média = 0,2% no 20° dia) durante todo o periodo do
acompanhamento (FIGURA 11B.4). Interessantemente, 14% dos animais pré-

expostos 1x a PbA ou PbN também foram protegidos contra danos neurologicos
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(FIGURA 12B) sendo a parasitemia média entre os dias 12 e 20 do seguimento de 5,8
% e 16,4%, respectivamente (FIGURA 11B.3 e 11B.4). O efeito positivo das
exposicoes prévias na protecéo contra a MC é refletido na analise do perfil clinico dos
animais (FIGURA 12).

Enquanto os animais desafiados 30 e 90 dias apds exposic¢ao prévia a infecgao
malarica apresentaram taxas de proteg¢ao contra a MC que variaram entre 14% a 85%,
a depender da cepa de parasito utilizada e numero de infecgbes prévias, essa
protecdo ndo ultrapassou 22% nos desafios de 180 dias (FIGURA 12C).
Surpreendentemente, todos os animais que foram expostos 2x ao parasito homaologo
ao utilizado no desafio experimental apresentaram sinais clinicos indicativos de MC
sucumbindo ao 6bito entre os dias 9 e 10 do seguimento (FIGURA 11C.1). Tais sinais
incluiram dificuldade de coordenacgao, reducdo do comportamento exploratério, forca
e tébnus muscular, perda de reflexo de autopreservacao e de higiene. Todos os animais
que desenvolveram MC, independentemente se pré-expostos ou ndo a infecgao,
apresentaram, ligeiramente antes do o6bito, nitida debilidade clinica (escore clinico
mensurado em < 5 pontos), mesmo que na presenga de baixa parasitemia sanguinea
(média de 3,9; no dia 10; FIGURA 11C.3 e 11C.4). Interessantemente, 76% (n=9) dos
animais pré-expostos 2x a PbN apresentaram queda subita do seu estado clinico entre
0 7° e 0 8° dia da infecgdo (FIGURA 13) ao passo que aqueles, que foram protegidos
da MC (pré-expostos 1 ou 2 x a PbN), mantiveram-se bem clinicamente (escore clinico
médio de 19 pontos), sendo capazes de controlar os niveis de parasitemia sanguinea

por todo o periodo do seguimento.
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Figura 11 Efeito da exposi¢do prévia de camundongos C57BL/6 a P. berghei ANKA e P. berghei NK65 na protecédo contra a MC, considerando-se desafio
experimental nos dias 30, 90 e 180.

(A1) Sobrevivéncia Desafio homdlogo dia 30; (A2) Sobrevivéncia Desafio heterélogo dia 30; (A3) Parasitemia Desafio homdlogo dia 30; (A4) Parasitemia Desafio heterdlogo dia 30; (B1) Sobrevivéncia
Desafio homologo dia 90; (B2) Sobrevivéncia Desafio heterdlogo dia 90; (B3) Parasitemia Desafio homdlogo dia 90; (B4) Parasitemia Desafio heterélogo dia 90; (C1) Sobrevivéncia Desafio homélogo
dia 180; (C2) Sobrevivéncia Desafio heterdlogo dia 90; (C3) Parasitemia Desafio homélogo dia 180; (C4) Parasitemia Desafio heterélogo dia 180. Grupos de Desafio dia 30: Desafio PbA e 1 exp PbA,
n=18; 2 exp PbA, n=19; Desafio PbN, n=11; 1 exp PbN, n=17; 2 exp PbN= n=24. Grupos de Desafio 90 dias: Desafio PbA e 1 exp PbA, 2 exp PbA, n=10; Desafio PbN, 1 exp PbN, 2 exp PbN= n=9.
Grupos de Desafio 180 dias: Desafio PbA e 1 exp PbA, 2 exp PbA, n=10; Desafio PbN, 1 exp PbN, 2 exp PbN= n=9.
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Figura 13 Perfil clinico de camundongos C57BL/6 pré-expostos 2 x a infec¢gao malarica por P. berghei

NKG65 e desafiados no dia 180 com P. berghei ANKA 180. n=9

Resumidamente, o perfil clinico, frequéncia média de parasitemia e taxas de

sobrevivéncia observado ao final do seguimento e em razdo do numero de exposigao

prévia aos parasitos da malaria sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 4 Perfil clinico, frequéncia média de parasitemia e taxas de sobrevivéncia observado ao final
do seguimento e em razao do numero de exposigao prévia aos parasitos da malaria

30 dias 90 dias 180 dias
Parametros
- PbA PbN PbA PbN PbA PbN
(Média)
1x 2x 1x 2x 1x 2x 1x 2x 1x 2x 1x 2x

Escore clinico 17 18 17 17 15 16 15 19 16 19 18 19
Parasitemia (%) 8,7 5,5 9,2 51 3,8 10,3 59 2,7 10,7 0,7 1,5 0,9
Sobrevivéncia (%) 22 21 37 41 14 50 14 86 20 10 22 22

6.3 Analise macroscépica da calota craniana e microscépica do tecido

encefalico dos animais que desenvolveram ou nao MC apods

exposicao prévia a parasito homélogo ou heterélogo

A figura 14 é composta por imagens representativas da calota craniana

dos animais desafiados com PbA nos dias 30, 90 e 180 apds ultima infecgao malarica

experimental, segundo o desfecho clinico final de MC ou MC@Q (ou seja, que nao
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desenvolveram MC). Conforme esperado, extensas areas de hemorragia foram

observadas nos animais com MC, independentemente do momento do desafio,
enquanto animais MCJJ apresentaram a calota craniana com aspecto similar ao dos
animais nao infectados (Controle) ou desafiados com PbN, cepa que nao induz MC.
Entdo, para comprovar que essas hemorragias nos animais MC estavam associadas
ao rompimento da barreira hematoencefalica e que, ao contrario, ela permanecia
integra nos animais MCJ, o corante azul de Evans foi injetado i.v. em animais
apresentando ou nao sinais de danos neurolégicos. Como visualizado na figura 16,
os cérebros de camundongos MC exibiram coloragdo azul distribuida no tecido,
indicativa de vazamento vascular, o que nao foi observado nos cérebros de
camundongos MCY (Figura 14).

Ja a analise histologica do encéfalo, independentemente do momento em
que se realizou o desafio experimental, demonstrou que a presenca de vasos
sanguineos congestos devido ao acumulo de eritrécitos e de células inflamatérias
em sua luz e as hemorragias teciduais foram frequentes em animais MC, porém n&o

ocorreram em animais MCJ. (FIGURA 16).
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Controle

Nao infectado MC Desafio HP Desafio

Figura 14 Fotografias representativas da calota craniana dos animais, considerando-se perfil clinico
e desafio experimental nos dias 30, 90 e 180.

Controle = ndo infectado; MCQ = designa os grupos que foram a ébito, mas ndo em decorréncia de malaria cerebral; HP =
designa os grupos que foram a ébito em decorréncia do desenvolvimento de hiperparasitemia; MC = designa os grupos que
foram a ébito em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; 30 dias = desafio no dia 30 apos ultima exposigao; 90
dias = desafio do dia 90 apés ultima exposi¢ao; 180 dias = desafio no dia 180 apéds Ultima exposigao.
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MC@

Figura 15 Fotografias representativas das calotas cranianas e dos cérebros submetidos a coloragéo

de Azul de Evans.
MC@ = designa o animal que foi a ébito, mas ndo em decorréncia de malaria cerebral; MC = designa o animal que foi a ébito
em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral.



MCQ

Controle

Figura 16 Fotomicrografias representativas de seccdes do cérebro de animais, considerando-se perfil clinico e desafio experimental nos dias 30, 90 e
180.
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Controle = néo infectado; MCQ = designa os grupos que foram a 6bito, mas ndo em decorréncia de malaria cerebral; HP =
designa os grupos que foram a obito em decorréncia do desenvolvimento de hiperparasitemia; MC = designa os grupos que
foram a ébito em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; 30 dias = desafio no dia 30 apds ultima exposigao; 90
dias = desafio do dia 90 ap6s ultima exposigéo; 180 dias = desafio no dia 180 apods ultima exposigéo.

Aumento 400X; Setas vermelhas indicam livres; Setas pretas indicam areas hemorragicas ou vasos sanguineos congestos.

6.3.1 Relacgao entre perfil clinico apresentado pelos animais pré-expostos a
infecgao malarica por PbA e PbN e niveis de anticorpos séricos, niveis
de citocinas anti- e pré-inflamatorias, indice esplénico e perfil

fenotipico de células esplénicas

Visto que animais C57BL/6 foram protegidos da MC induzida por PbA
quando pré-expostos a parasitos homologos ou heterdlogos, nés, entdo, buscamos
investigar a participacao de parametros imunoldgicos especificos nessa protecéo.

Os resultados sao apresentados nos subitens 6.3.1.1, 6.3.1.2, 6.3.1.3, e

6.3.1.4, a seguir.

6.3.1.1  Associagcao entre anticorpos IgG e perfil clinico apresentado pelos
animais desafiados com PbA 30, 90 e 180 dias apds pré-exposigao

aos parasitos da malaria.

Para demonstrar que a exposi¢cdo prévia de camundongos C57BL/6 a
parasitos vivos de fase sanguinea de PbA e PbN sdo capazes de induzir resposta
imune humoral, uma amostra de sangue foi coletada da veia caudal de todos os
animais recebidos do CBR/UFJF, para realizagdo de ensaio imunoenzimatico a partir
do soro obtido. Como esperado, antes das infecgdes experimentais todos os animais

foram negativos para anticorpos IgG total parasito-especifico (Figura 17).
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Figura 17 indice de reatividade de anticorpos IgG total em animais C57BL/6 n&o expostos a infecgao
malarica.

A linha vermelha indica o limite para soroconversao, IR>1 indica soroconversao.

Para a analise da soroconversao e de reatividade cruzada de anticorpos,
0s grupos experimentais foram divididos considerando-se a cepa de P. berghei (ANKA
ou NKG65) utilizado nas exposi¢cdes prévias e o desfecho observado apos o desafio
com PbA (MC ou MCQ). Os resultados podem ser visualizados nas figuras 18, 19 e
20. De maneira geral, independentemente do tempo decorrido até o desafio foi
possivel fazer trés observagdes mais amplas: 1) para todos os isétipos a
soroconversao foi dependente da exposi¢cdo prévia a malaria ou a uma infecgao
persistente, como aquela verificada para os animais somente desafiados com PbN; 2)
soro proveniente de animais expostos a PbA e a PbN foi capaz de reconhecer
antigeno homologo e heterdlogo, independentemente do isétipo pesquisado,
sugerindo reatividade cruzada de anticorpo; 3) independentemente do IR verificado
para os isotipos pesquisados nos grupos pré-expostos em relagdo aos animais
somente desafiados ndo houve, em qualquer dos tempos de desafio, uma relacao

clara entre os IR e o perfil clinico dos animais.
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tipo de exposicao prévia, em animais desfiados no dia 30 apds Ultima exposigao.

(A)indice de reatividade IgG1 (B) indice de reatividade IgG2a (C) indice de reatividade IgG2b (D) indice de reatividade IgG3

HP = designa o grupo que foi a ébito em decorréncia de hiperparasitemia apés desafio com PbN; MC = designa os grupos que
foram a dbito em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; MC@ = designa os grupos que foram a ébito, mas néo
em decorréncia de malaria cerebral; Exp PbA = Grupos expostos previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei ANKA; Exp
PbN = Grupos exposto previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei NK65. .* ANOVA 1 via, pdés-teste Bonferroni, p<0,05.
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Figura 19 indice de reatividade de anticorpos IgG total e subclasses, considerando-se perfil clinico e
tipo de exposicao prévia, em animais desfiados no dia 90 apds Ultima exposig¢ao.

(A)indice de reatividade IgG1 (B) indice de reatividade IgG2a (C) indice de reatividade IgG2b (D) indice de reatividade IgG3

HP = designa o grupo que foi a 6bito em decorréncia de hiperparasitemia ap6s desafio com PbN; MC = designa os grupos que
foram a dbito em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; MC@ = designa os grupos que foram a ébito, mas néo
em decorréncia de malaria cerebral; Exp PbA = Grupos expostos previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei ANKA; Exp
PbN = Grupos exposto previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei NK65. .* ANOVA 1 via, pés-teste Bonferroni, p<0,05.
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Figura 20 indice de reatividade de anticorpos IgG total e subclasses, considerando-se perfil clinico e
tipo de exposicao prévia, em animais desfiados no dia 180 apés ultima exposicao.

(A)indice de reatividade IgG1 (B) indice de reatividade IgG2a (C) indice de reatividade IgG2b (D) indice de reatividade IgG3

HP = designa o grupo que foi a 6bito em decorréncia de hiperparasitemia ap6s desafio com PbN; MC = designa os grupos que
foram a 6bito em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; MCQJ = designa os grupos que foram a 6bito, mas nao

em decorréncia de malaria cerebral; Exp PbA = Grupos expostos previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei ANKA; Exp
PbN = Grupos exposto previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei NK65. .* ANOVA 1 via, poés-teste Bonferroni, p<0,05.
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6.3.1.2 Niveis de citocinas pré (TNF-a e IFN -y) e anti-inflamatéria (IL-10) de
acordo com o perfil clinico dos animais imunizados e desafiados 30,

90 e 180 dias apods a ultima imunizagao

Considerando que resposta imune humoral pareceu nao influenciar o
progndstico da infeccdo, nds a seguir investigamos essa relagdo com os niveis de
citocinas pro- e anti-inflamatodrias detectadas no cérebro dos animais. Os resultados
encontram-se ilustrados na figura 21.

Pelos dados, observa-se que no cérebro de animais pré-expostos a PbA
ou PbN e desafiados apos 30 dias, os niveis da citocina pro-inflamatoria IFN-y
(FIGURA 22B) e da citocina IL-10 (FIGURA 21A) que nesse modelo de infecgéo
desempenha papel anti-inflamatério, se mantiveram semelhantes entre os grupos.
Observa-se ainda que independente dos 6bitos dos animais serem decorrentes de
MC ou nédo (MCQ), os niveis dessas citocinas foram semelhantes entre si e ao grupo
controle (ndo infectado). A citocina TNF-a apresentou-se ligeiramente diminuida em
animais expostos previamente a PbN que nao desenvolveram MC (MC@Q) quando
comparados aos animais que desenvolveram MC (FIGURA 21C).

Os grupos desfiados 90 dias depois da exposicao apresentaram aumento
nos niveis de IL-10 em comparagao aos grupos Controle (sem tratamento) e grupos
somente desafiados com PbA ou PbN (MC Desafio PbA e HP Desafio PbN) (FIGURA
21D). No entanto, esse aumento parece n&o estar relacionado com o desenvolvimento
de um ou outro espectro clinico da doenga, uma vez que animais que desenvolveram
MC ou nao apresentaram niveis semelhantes entre si de IL-10.

Em relacdo aos niveis de TNF-a e IFN-Y, citocinas com papel pré-
inflamatorio, esses ndo se mostraram distintos nem na comparacéao entre os grupos
pré-expostos, ou mesmo na comparagao com os grupos Controle (sem tratamento)
ou somente desafiados (MC Desafio PbA, HP Desafio PbN) (Figura 21E e F).

Do mesmo modo, nos grupos que foram desafiados 180 dias apds a ultima
exposicao, foi observado que as concentragdes de TNF-a e IFN-Y, bem como de IL-
10 ndo apresentaram diferengas significativas na comparagao entre os grupos que
desenvolveram os diferentes perfis clinicos da doenga (MC ou MC@) (FIGURA 21G,

H e I). O mesmo ocorreu quando a comparagéao foi realizada entre os animais pré-
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expostos e os grupos Controle (sem tratamento) ou que foram somente desafiados
(MC Desafio PbA).



86

IL-10 B IFN-y c TNF-a
500 2000 2000 p<0.05
Q
o 20000 1500 4 15004 _ . ©
s o T =y . Y . o
n A * 00 A
0 S 15000 'H L et & ., - A vv "
@ O e = v o .
B 1000 ~4 ® A v ** 1000 { v
S S o a . = o uy *
o £ 4 4 o* o
B 0 e m e gy gl 0 C + T £ T =+ %i‘ = S
[s] mgh v
<] u 500 ¢ = v\ & 500 © [m}
(N4 v <
8 sl 2y = & T S BN YU AN g
° 'V 5] L] "L vy fela) oo L vy [u]
eee I3 vy AN ©,c O .. m, 4 oo O
| |
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T 0 .| T T T T T T
D 25000 - | 2000 F 200
l l l p<0.05 -
A
200004 O i
3 . % %ﬁ_ 1500 1500
= A 82 O a Y o
S 15000 ¢ o ™ A ¢ & o
0o . f v © 1000 M o 1000
8§ - i E Y &
B = 10000-| j{} an
oo aA vy
o g
S 500 500
O 5000-| ‘o jt_ -~ -‘v % & i
| |
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
25000 — H 2000 ' 2000-
20000
g 1500 -] 1500 |
m.& 15000 |
% s 1000 1000 | -
o £ 100004 LYY o
88 e Wap A a% bed o
o L A AA—,
500 (o] o 500 - ]
o _ oo y 4
5000 o *%: Vo e = Eo
[a]
Nk . adield Vol o e o e
T 1 T T T T T 0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
CRL NMC WP MC MCZ NC MO CIRL MC HP MC MCZ MC MCZ CRL MC HP MC MCZ MC MC®
| | I 1 I 1 | | | { } { I } { | {
Desafio Exp PbA Exp PN Desafio Exp PbA Exp PN " Desafo Exp PbA Exp PON

Figura 21 Niveis de citocinas anti-inflamatéria (TNF-a e IFN-Y) e pré-inflamatdria (IL-10) determinadas no cérebro, considerando-se o perfil clinico e o tipo de
exposicao, em animais desafiados nos dias 30, 90 e 180 apds a ultima exposicao.
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(A)IL-10, Desafio dia 30; (B) TNF-a, Desafio dia 30; (C) IFN-Y, Desafio dia 30; (D) IL-10, Desafio dia 90; (E) TNF-a, Desafio dia 90; (F) IFN-
Y, Desafio dia 30; (G) IL-10, Desafio dia 180; (H) TNF-a, Desafio dia 90 (I) IFN-Y, Desafio dia 30

HP = designa o grupo que foi a ébito em decorréncia de hiperparasitemia apds desafio com PbN; MC = designa os grupos que foram a 6bito
em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; MCQ = designa os grupos que foram a 6bito, mas nao em decorréncia de malaria
cerebral; Exp PbA = Grupos expostos previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei ANKA; Exp PbN = Grupos exposto previamente 1 ou
2 vezes a Plasmodium berghei NK65. * ANOVA 1 via, pés-teste Bonferroni, p<0,05.

6.3.1.3 Avaliacao do indice esplénico em animais imunizados e nao imunizados

Uma vez que infecgdes malaricas repetidas geralmente levam a esplenomegalia e
considerando-se, ainda, o bago como um importante 6rgao do sistema imunoldégico, o efeito
das exposi¢des a parasitos vivos no aumento desse 6rgao também foi investigado. Para tal,
no momento da eutanasia, o bacgo foi retirado, limpo em relagdo a excesso de gordura, lavado
em solugdo salina e pesado em balanca de precisdo. Os resultados foram calculados e
expressos como indice esplénico, que consiste na relagao entre peso do baco e o peso dos
animais (LOPES et al., 2015).

Para os desafios realizados no dia 30 e 90, os resultados para os indices esplénicos
foram similares. Em geral, observou-se que animais que desenvolveram MC,
independentemente se pré-expostos (a PbA ou PbN) ou ndo a infecgdo malarica,
apresentaram o baco ligeiramente aumentado em relagao ao controle ndo exposto (30 dias —
7 vezes; 90 dias — 6 vezes em relagao ao controle). Porém, esse aumento nao foi significativo
(p > 0,05) (FIGURA 22A). Ao contrario, observou-se que nos animais protegidos da MC esse
aumento foi significativo (p<0,05) em relacdo aqueles pré-expostos ou nado que
desenvolveram MC e ao controle ndo exposto. Nesse caso, os indices foram 12 e 8 vezes
superiores ao controle nao infectado para animais pré-expostos a PbA e PbN,
respectivamente, nos grupos que foram desafiados no dia 30; e 4 e 10 vezes maiores que 0
grupo controle ndo infectado, nos grupos expostos a PbA e PbN, no dia 90 apds a exposicao
(FIGURA 22B). Esses valores foram, no entanto, similares ao observado para o bago dos
animais desafiados com PbN, sugerindo que a hiperparasitemia modula a esplenomegalia
observada.

Ja no experimento de 180 dias observou-se que animais do grupo pré-exposto a
PbN, que foram protegidos da MC, tenderam a apresentar |IE superior ao apresentado por
animais que evoluiram para o quadro grave da infecg¢ao (Figura 22C). Contudo, esse resultado
pode ser somente reflexo do n reduzido de animais nesse grupo. A falta de dados para o grupo

MCY pré-exposto a PbA traz limitagdes a analise dos resultados.
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Figura 22 indice esplénico no momento da eutanasia, considerando-se p perfil clinico e o tipo de exposi¢do, em
animais desafiados nos dias 30, 90 e 180 apés a ultima exposic¢ao.

(A)Desafio no dia 30 apods ultima exposicéo; (B) Desafio no dia 180 apés ultima exposigao; (C) Desafio no dia 180 apos ultima exposi¢ao
HP = designa o grupo que foi a 6bito em decorréncia de hiperparasitemia apos desafio com PbN; MC = designa os grupos que foram a 6bito
em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; MCQ = designa os grupos que foram a ébito, mas ndo em decorréncia de malaria
cerebral; Exp PbA = Grupos expostos previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei ANKA; Exp PbN = Grupos exposto previamente 1 ou
2 vezes a Plasmodium berghei NK65. .* ANOVA 1 via, pds-teste Bonferroni, p<0,05.
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6.3.1.4 Analise fenotipica de esplenécitos de animais que desenvolveram ou nao

malaria cerebral apés terem sido pré-expostos a infecgao experimental

Como intuito de avaliar as frequéncias de linfécitos T helper (CD3*CD4%), T
citotoxicos (CD3*CD8*) e B (CD19*CD45%) no bago dos animais que sofreram infecgdes
prévias de malaria em fungéo do perfil clinico apresentado apds desafio experimental (MC ou
MCY), o 6rgao foi retirado no momento da eutanasia e processado para fenotipagem celular.
Essa analise foi realizada somente com os animais desafiados 30 dias apds ultima exposi¢cao
aos parasitos.

Em relagdo aos linfécitos esplénicos T CD4*, observou-se que animais somente
desafiados com PbN (HP Des) apresentaram uma redugao na frequéncia (média de 8,31%;
p<0,05) tanto em relagdo aos animais controles (nédo infectado, média de 44,37%; p<0,05)
quanto em relagdo aos somente desafiados com PbA (MC Des — média de 43,67%; p<0,05)
e aos previamente expostos que desenvolveram (MC Exp — média de 42%; p<0,05) ou ndo
MC (MC@Q Exp — média de 33, 86%; p<0,05) (FIGURA 23A).

Por outro lado, quando se analisou o compartimento de linfocitos T citotdxicos
(CD3*CD8") (FIGURA 23B) observou-se que em relagdo aos animais controles, a frequéncia
dessas células estava significativamente reduzida nos camundongos que nao desenvolveram
MC, independentemente se pré-expostos ou ndo (HP Des e MCJ Exp).

Esse mesmo comportamento foi observado para linfécitos B totais CD19*CD45*
(FIGURA 23C, média de 0,15% e 8,12% para HP Des e MC, respectivamente; p<0,05), B
naive (FIGURA 23D, média de 0,02% e 0,38% para HP Des e MCd, respectivamente; p<0,05)
e B ativadas (FIGURA 23F, média de 0,095% e 0,089% para HP Des e MC{, respectivamente;
p<0,05). Na analise do perfil fenétipo de linfécitos B esplénicos ativados chama a atengéo o
fato do subtipo ativado estar significativamente elevado nos animais que desenvolveram MC
apos exposigao (MC Exp — 9,35%) em relagdo aos animais controle (ndo infectado, 2,5%)
(p<0,05) (FIGURA 23E).
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Figura 23 Perfil fenotipico de esplendcitos dos animais de acordo com perfil clinico de animais desafiados no dia

30 apos ultima exposigcao

(A) Linfocitos T Helper (CD3+CD4+); (B) Linfocitos T Citotoxicos (CD3+CD8+); (C) Linfécitos B Totais (CD19+CD45+); (D) Linfécitos B Naive
("CD19+CD45+ CD21+IgMHigh"); (E) Linfocitos B Ativados (CD19+CD45+CD21-IgMLow).

HP = designa o grupo que foi a 6bito em decorréncia de hiperparasitemia apoés desafio com PbN; MC = designa os grupos que foram a 6bito
em decorréncia do desenvolvimento de malaria cerebral; MCQ = designa os grupos que foram a 6bito, mas nao em decorréncia de malaria
cerebral; Exp PbA = Grupos expostos previamente 1 ou 2 vezes a Plasmodium berghei ANKA; Exp PbN = Grupos exposto previamente 1 ou
2 vezes a Plasmodium berghei NK65. * ANOVA 1 via, pés-teste Bonferroni, p<0,05.
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6.3.2 Avaliacao da presenca de linfécitos T helper (CD4*), T citotéxicos (CD8%) e
linfécitos B (CD19%) no cérebro de animais desafiados 30 dias ap6s pré-

exposi¢cao a malaria

Visto que, independentemente ou ndo de uma pré-exposicao aos parasitos da
malaria, n&o houve diferenga nos niveis de anticorpos séricos e niveis de citocinas detectados
in loco nos animais que desenvolveram ou nado MC e, considerando ainda que, animais preé-
expostos a infeccdo que nao desenvolveram MC apresentaram frequéncia reduzida de
determinadas populagdes celulares em relagado aqueles que evoluiram para o quadro grave,
decidiu-se por avaliar qualitativamente a presenca de linfécitos T helper (CD4%), linfocitos T
citotoxicos (CD8*) e linfocitos B (CD19%) no tecido nervoso. Utilizando-se a técnica de
imunohistoquimica foi possivel observar que, animais controle (sem tratamento) néao
apresentaram no tecido nervoso marcagao positiva para nenhum dos tipos celulares
pesquisados (FIGURAS 24A, 24B e 24C). No mesmo sentido, animais pré-expostos que nao
desenvolveram MC apresentaram pouca ou nenhuma marcacgao para esses tipos celulares
(FIGURAS 25G, 25H e 25I). Por outro lado, notou-se a presenga marcante de todos os
linfcitos avaliados no encéfalo dos animais que desenvolveram o quadro grave da doenga
neuroldgica (FIGURAS 25D, 25E e 25F). Torna-se ainda necessaria uma analise qualitativa
cuidadosa do material coletado a fim de se definir qual (is) dos subtipos celulares seria(m)

prevalente(s) em funcéo do desfecho clinico observado.
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SEM MARCACAO

Figura 24 Marcacao de linfécitos B, T helper e T citotoxicos por imuno-histoquimica no tecido cerebral de camundongos.

Sem Marcagdo: Lamina de controle negativo.

Grupo Controle (Sem tratamento): (A) Anticorpo anti-CD4; (B) Anticorpo anti-CD8; (C) Anticorpo anti-CD19

Aumento 400X, 20um; Asteriscos e setas vermelhas indicam tecido ou vasos sanguineos sem marcagao; Setas pretas indicam tecido ou vasos sanguineos com marcagao.



Figura 25 Marcacgéo de linfocitos B, T helper e T citotoxicos por imuno-histoquimica no tecido cerebral de camundongos (Continuagao Figura 25)
Malaria cerebral: (D) Anticorpo anti-CD4; (E) Anticorpo anti-CD8; (F) Anticorpo anti-CD19
Nao malaria cerebral: (G) Anticorpo anti-CD4; (H) Anticorpo anti-CD8; () Anticorpo anti-CD19

Aumento 400X, 20um, Asteriscos e setas vermelhas indicam tecido ou vasos sanguineos sem marcacao; Setas pretas indicam tecido ou vasos sanguineos com marcagao.
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7 DISCUSSAO

Considerando que, na atualidade, a malaria ainda é considerada um grande
problema de saude mundial e que, ainda, muitos estudos apontam que a exposigao
natural (DRUILHE e KHUSMITH, 1987; FARRINGTON et al., 2017; SIMMONS et al.,
2017; BOYLE et al., 2019) ou experimental a malaria (ROESTEMBERG et al., 2011;
MORDMULLER et al., 2017; SCHATS, 2019; MUELLER et al., 2005; LOVEGROVE et
al., 2008) geram resposta imunoldgica e protecdo contra a doenga, a busca pela
elucidacdo dos mecanismos participantes dessa resposta tém despertado grande
interesse, a fim de contribuir para a futura confecgdo de uma vacina eficaz e segura
contra a malaria. Um dos pilares para o desenvolvimento de um protétipo ideal é sua
capacidade de responder a diversas espécies e linhagens do causador da doenga, o
que se mostra um dos principais desafios na confeccao da vacina antimalarica ideal.
Diante disso, esse estudo objetivou avaliar o impacto das exposi¢cdes a cepa menos
virulenta no desenvolvimento da MC experimental. A analise da ocorréncia de
imunidade antimalarica transcendente a cepa em camundongos expostos a parasitos
vivos de fase sanguinea de P. berghei cepa NKG65 foi realizada através de parametros
parasitolégicos e imunolégicos, da avaliacao dos perfis histopatoldgicos, do perfil de
resposta humoral e celular apresentado pelos animais, frente ao desafio com P.
berghei ANKA.

71 Concentragao de eritrocitos parasitados para indugao de MC

experimental murina

Pesquisas que envolvem o estudo da MC experimental vém sendo
realizados ha décadas, através da utilizagdo de primatas ndo humanos e modelos
murinos, buscando elucidar os mecanismos envolvidos na sindrome da MC (DE
SOUZA et al., 2009). A utilizagdo desses modelos é de grande importancia, visto que
por questdes éticas os estudos em seres humanos somente podem ser realizados
post mortem, o que limita a geragcao de conhecimento acerca do desenvolvimento da
MC (GHAZANFARI et al., 2018).
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Atualmente, modelos murinos para MC experimental sdo amplamente
utilizados, uma vez que esses animais sao de facil manutengao, apresentam ciclo
reprodutivo relativamente rapido e permitem o isolamento de genes de interesse em
novas geracoes (TORRE et al., 2018). Um modelo murino ja bem estabelecido para a
MC experimental é o que utiliza camundongos das linhagens C57BL/6 infectados via
intraperitoneal ou via intravenosa por P. berghei ANKA. Entretanto, a concentragao
do in6culo utilizada no estabelecimento da MC experimental, bem como a
porcentagem de animais que desenvolvem MC, variam entre os grupos de pesquisa
que utilizam tal modelo (REST, 1982; LACKNER et al., 2006; FRANKE-FAYARD et
al., 2005; LOVEGROVE at el., 2008, BASIR et al., 2012).

Diante disso, nosso primeiro passo para realizagao dos ensaios de
exposicao prévia aos parasitos foi estabelecer a concentracdo de eritrécitos
parasitados mais eficaz na indugdo da MC experimental. Para tal, foram utilizadas 3
concentragdes de eritrocitos parasitados por PbA, 10°% 108 e 5x108. Em nossas
observagbes, todos os indculos usados geraram MC em 100% dos animais, porém,
os animais que foram inoculados com 5x10° e 10° eritrocitos parasitados apresentaram
queda brusca do estado clinico, chegando ao 6bito de forma abrupta. Diferentemente
do que foi observado por Amani e colaboradores (1998), que utilizando indculo de 108
eritrocitos parasitados com quatro linhagens de P. berghei ANKA, demostraram que o
rapido declinio do estado geral dos animais, culminando em &bito de forma aguda, foi
associado a linhagem de Plasmodium berghei utilizada e ndo a concentragdo de
eritrocitos parasitados. Nesse mesmo estudo, as taxas de MC variaram entre 50 e
100% dos animais inoculados. O mesmo grupo de pesquisa mostrou em 2000, que a
utilizagéo de indculo menor (5x10° eritrécitos parasitados) levou a morte de 100% dos
animais no dia 9 apds a infecgédo, enquanto o maior inéculo utilizado na ocasido (108
eritrocitos parasitados), levou a 6bito 60% dos animais, porém de forma gradativa
dentro do periodo esperado para o desenvolvimento de MC (AMANI et al., 2000).

Dessa forma, considerando que o grupo experimental inoculado com 10°
eritrocitos infectados apresentou curva de mortalidade e de avaliagdo de escore
clinico descendentes, dentro do periodo esperado para o desenvolvimento da MC e
qgue os niveis de parasitemia foram de até 8% em média, o que acompanha dados ja
descritos sobre o desenvolvimento de quadro clinico de MC em modelos murinos
(ENGWERDA et al., 2005; CARVALHO et al., 2010), esse foi o indculo selecionado

para a indugao da MC experimental nos ensaios de exposicao.
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7.2 Impacto das exposigoes heterélogas no desenvolvimento da MC

experimental

No presente estudo, apdés uma ou duas exposigbes a 103 eritrocitos
infectados com P. berghei ANKA ou P. berghei NK65, cerca de 30% e 50% dos
animais expostos previamente ndo desenvolveram MC, respectivamente, sugerindo
que as exposicoes realizadas 30 dias antes do desafio experimental sdo eficientes em
proteger os animais contra o aparecimento de sinais e sintomas clinicos condizentes
com o quadro de MC. Mesmo apdés o periodo considerado critico para o
desenvolvimento da sindrome, os animais sobreviventes ndo demonstraram nenhum
sinal de dano neurologico durante o acompanhamento, indo a 6bito por anemia

causada por hiperparasitemia ou por eutanasia ao final do experimento (20° dia apos

o desafio).

O Oobito dos animais por anemia causada pela hiperparasitemia se
justificaria, somente, pela destruigdo do alto numero de eritrécito parasitados, ja que
existe uma correlacado positiva entre altos niveis de parasitemia e a diminuicdo de
eritrocitos na anemia aguda por malaria (BIEMBA et al., 2000). Entretanto, existem
outros contribuintes para a ocorréncia da anemia grave na malaria, estudos realizados
em modelos murinos, modelos primatas ndo humanos e em seres humanos mostram
que o montante de eritrocitos n&o parasitados destruidos pode chegar a 10 vezes o
namero de eritrocitos parasitados (JAKEMAN et al., 1999; PRICE et al., 2001;
HELEGBE et al., 2009; MORENO et al., 2013). Em seres humanos infectados, mesmo
diante de baixos niveis de parasitemia, a doenga pode evoluir para anemia grave, uma
vez que a presenga da hemozoina, dentre outros fatores, pode levar a diseritropoiese
(producao de eritrécitos insuficientes para as atividades do organismo) e a eritropoiese
ineficaz (destruigdo de eritrocitos no interior da medula 6ssea) (LAMIKANRA et al.,
2007; IHEKWEREME et al., 2014).

Embora a literatura mostre que a morte por hiperparasitemia seja esperada
em uma fracdo dos camundongos C57/BL6 infectados com PbA que ndo desenvolvem
MC, nesse e em experimentos prévios realizados por nosso grupo, a totalidade dos
animais que sdo somente infectados por PbA vai a 6bito pelo desenvolvimento de MC,
corroborando, mais uma vez, que em nossos estudos a sobrevivéncia dos animais se

deve as imunizagdes realizadas com parasitos vivos de fase sanguinea.
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Uma fragcdo dos animais que sofreu exposicao prévia apresentou baixos
niveis de parasitemia durante todo o seguimento. Conforme ja demostrado em
estudos anteriores, 0s animais expostos ao parasito tornam-se semi-imunes, o que
influencia no desenvolvimento de altos niveis de parasitemia (EVANS et al., 2006,
BAO et al., 2015). Similarmente ao que ocorre em seres humanos (JAKEMAN et al.,
1999), os animais que foram eutanasiados ao final do ensaio (20° d.p.i) apresentaram
durante o todo o experimento niveis de parasitemia menores que 1%. A presencga da
carga parasitaria demonstra o sucesso do desafio experimental, porém sem aumento
de parasitemia ao longo do periodo avaliado, sugerindo que as exposi¢cdes prévias
realizadas podem gerar protecdo nédo sé contra danos neuroldgicos, mas também
contra o aumento de parasitemia, entretanto as exposi¢cées nao foram capazes de
contribuir para a total limpeza do parasito da circulagdo sanguinea.

Diante da protecao conferida pelas exposi¢cdes aos animais desafiados no
dia 30, verificamos se a diminui¢ao no indice de desenvolvimento da MC permanecia
efetivo com o decorrer do tempo. Desse modo, foram analisados a sobrevivéncia, a
presenca de sinais neuroldgicos (escore clinico) e a parasitemia de animais que
receberam o mesmo esquema de exposicao prévia, porém que foram desafiados 90
e 180 dias ap6s a ultima exposi¢cao. Observou-se que a protegao proporcionada pelas
exposi¢coes permanece efetiva nos animais 90 dias apds a ultima exposi¢ao prévia,
visto que os parametros avaliados (sobrevivéncia, presenga de sinais neuroldgicos e
parasitemia) apresentaram-se semelhantes aos dos animais que foram desafiados no
dia 30. De outro modo, os mesmos parametros aferidos ndo se mantiveram similares
ap6s uma maior passagem de tempo. Mesmo assim, cerca de 20% dos animais
desafiados 180 dias apds a ultima exposi¢cao sobreviveram além do periodo critico
para o desenvolvimento da MC. Ainda, a protecao conferida pelas imunizagdes apos
180 dias pareceu, de algum modo, afetada, no sentido de que os animais
sobreviventes apresentavam rapido declinio nos sinais clinicos, indo a 6bito de forma
abrupta.

Essa diminui¢gado na capacidade de evitar o agravamento da doencga € vista
em seres humanos apos longos periodos sem exposi¢ao ao parasito. Sabe-se que
individuos residentes em areas de alta endemicidade sao afetados pelo agravamento
da doenga, principalmente ao final do primeiro ano de vida até cerca de 5 anos de
idade, porém, apds anos de exposi¢cao ao parasito, criangas mais velhas e adultos

permanecem em areas endémicas com baixos niveis de parasitemia e, na maioria das
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vezes, sem apresentar sinais clinicos da doenga (DOOLAN et al., 2009; BEJON et al.,
2010). Essa protecgao clinica causada por exposigdes repetidas permanece por algum
tempo apds os individuos deixarem a area endémica (BOUCHAUD et al., 2005;
PISTONE et al., 2014), porém, eles passam a ser vulneraveis ao agravamento da
malaria quando se ausentam dessas areas por mais tempo (FARNERT et al., 2015).
Em experimento utilizando parasitos de fase sanguinea atenuados quimicamente,
camundongos foram protegidos do desenvolvimento de forma grave da doencga, apos
desafio experimental com parasitos homélogos de fase sanguinea, realizado até 9
meses apos as imunizagdes (RAJA et al., 2016). Ainda, Good e colaboradores (2013)
demonstraram que imunizagdes com parasitos atenuados de fase sanguinea geraram
protecao contra o agravamento da malaria, em desafio homadlogo realizado 6 meses
apos a imunizacéao.

Os niveis de sobrevivéncia e diminuicdo de sinais clinicos apresentados
parecem nao refletirem-se na diminuicdo dos niveis de parasitemia de todos os
animais expostos, embora uma parte deles tenha permanecido com niveis de
parasitemia proximos de 1% durante todo o experimento, outra parte que nao foi a
obito por MC morreu por anemia causada por hiperparasitemia, reiterando dados ja
observado que mostram que a imunidade antidoenga parece, em certo nivel,
dissociada da imunidade antiparasitaria (BOUSEMA et al., 2014; RODRIGUEZ
BARRAQUER et al., 2018; WHITE e WATSON, 2018; SHANKS, 2019).Nesse sentido,
a analise dos mecanismos de aquisicdo da imunidade antidoengca pode ser uma
abordagem valida, no sentido de direcionar os estudos para entendermos como a
imunidade antimalarica é gerada.

De qualquer maneira, a utilizagao de artificios que impegam ou atrasem o
aparecimento dos sinais clinicos de MC, e o atraso da morte causada pela sindrome,
estendem o periodo viavel para a administracdo do tratamento antiparasitario efetivo,
evitando a morte ou sequelas causadas pela MC.

A observacao de que parte dos animais expostos tiveram sua sobrevivéncia
prolongada pelas imunizagdes, bem como de que apresentaram supressao de sinais
clinicos relacionados a MC, foram reforgadas pela avaliacdo do aspecto macroscopico
da calota craniana e dos achados histolégicos no tecido cerebral. A avaliagado
macroscopica demonstrou que todos os animais que morreram em decorréncia do
agravamento do quadro de MC apresentavam areas hemorragicas difusas na

superficie da calota craniana no momento do o6bito. Em refor¢co, a analise da
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integridade da barreira hematoencefalica feita com azul de Evans mostrou ocorréncia
de extravasamento do corante para o tecido nervoso somente nos animais que
evoluiram para MC. Da mesma forma, as analises histolégicas demostraram a
presenca de vasos congestos, com adesao de células inflamatérias ao endotélio
cerebral dos animais com MC, em contrapartida a maioria dos animais que morreu
por anemia causada por hiperparasitemia apresentou vasos sanguineos livres de tais
células. Esses achados corroboram observagdes realizadas anteriormente, as quais
demostraram que camundongos C57BL/6 infectados por P. berghei ANKA
apresentaram sinais de MC associados a presenga pontos hemorragicos na calota
craniana e sinais de rompimento da barreira hematoencefalica, com presenca de
células inflamatdrias circundando os vasos sanguineos (HUNT e GRAU, 2003;
LACKNER et al., 2006; EPIPHANIO et al., 2010; NACER et al., 2012; PONSFORD et
al., 2012; MILNER et al., 2015).

7.3 Analise do impacto das exposi¢oes heterélogas em parametros

imunolégicos

Considerando-se que as exposi¢des utilizando a cepa menos virulenta de
P. berghei levou a protegao contra MC de parte dos animais e ainda, a importancia do
papel da imunidade humoral em infecgdes malaricas, a qual é vista como a principal
linha de defesa durante a fase sanguinea do ciclo (COHEN et al., 1961;
SABCHAREON et al.,, 1991.), nosso passo seguinte foi investigar os niveis de
anticorpos circulantes presentes no soro dos animais no momento da eutanasia. Para
tal, os indices de reatividade das subclasses de anticorpos IgG, citofilicas (IgG1 e
IgG2a) e nao citofilicas (IgG2b e 1IgG3), foram medidos em resposta aos antigenos de
P. berghei ANKA e P. berghei NK65. Em nossos experimentos foi possivel observar
que todos os animais expostos previamente aos parasitos soroconverteram em
relacdo aos isotipos de IgG avaliados. Nesse caso, os anticorpos circulantes foram
capazes de reconhecer tanto antigenos homologos, quanto os heterdlogos ao desafio,
nao havendo qualquer tipo de relacdo entre a subclasse avaliada e o perfil clinico
apresentado pelos animais. Esses dados corroboram estudos anteriores onde

demonstrou-se a existéncia de niveis semelhantes de anticorpos entre individuos que
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desenvolveram ou ndo MC (THARAVANIJ et al., 1984; FRIBOURGH-BLANC et al.,
1985; ERUNKULU et al., 1992).

Contudo, mesmo que nenhuma associagao positiva entre anticorpos e
protecao tenha sido observada em nossos estudos, ndo € possivel concluir que os
anticorpos avaliados n&o participem dos mecanismos imunolégicos que promovem
protecdo. Essa informagdo se baseia no fato do ELISA, amplamente usado para
determinar os niveis de anticorpos séricos, ndo permitir a diferenciagcdo dos mesmos
quanto funcionais (PERSSON et al., 2006), potencialmente bloqueadores (isto &,
aqueles capazes de competir por epitopos comuns na molécula antigénica) e/ou
neutros (ndo afetam a invasdo) (GUEVARA PATINO et al., 1997; DEKKER et al.,
2004). Portanto, torna-se fundamental, para a elucidagao do papel dos anticorpos na
protecao contra o desenvolvimento de MC em animais pré-exposi¢cao a cepa menos
virulenta de P. berghei, a aplicagédo de ensaios funcionais ou de transferéncia passiva.
Esses ensaios ja tiveram sua importancia descrita em 2004, quando John e
colaboradores demonstraram que niveis elevados de anticorpos 1gG anti-PfMSP-119
nao estiveram associados a protec¢ao antimalarica. Entretanto, em ensaios de inibicdo
de invasdao com duas linhagens de P. falciparum, uma “selvagem” e outra
expressando a MSP-119 de P. chabaudi, esses anticorpos foram capazes de
opsonizar parasitos expressando MSP-119 homadloga, bloqueando, assim, a invasao
(JOHN et al., 2004). Estudos semelhantes realizados anteriormente demostraram a
importancia funcional dos anticorpos anti-MSP-119 espécie-especificos na imunidade
antiparasito, nos quais foi observado que anticorpos IgG que reconhecem essa
proteina séo significativamente eficientes no bloqueio da invasao de eritrdcitos por
parasitos expressando a MSP-119 homéloga (O'DONNELL et al., 2001; DE KONING-
WARD et al., 2003).

O equilibrio adequado entra a resposta imune anti e pro-inflamatérias sao
crucias para o prognostico de resolugédo ou agravamento da doenga. Uma resposta
imune pré-inflamatéria adequada leva ao ‘clearence” parasitario e consequentemente,
a resolugao da doenca, mas se resposta inflamatoria permanecer e se exacerbar, a
malaria pode evoluir para um quando de agravamento e obito. Por outro lado, se a
resposta for inadequadamente branda, ndo havera a “limpeza” do parasito e a doenca
permanecera ativa, levando o individuo a morte (DUNST et al., 2017). Dentre os
fatores imunes contribuintes para uma resposta imune eficiente e adequada estédo as

citocinas secretadas em resposta a infec¢ao. Ja foi demonstrado que altos titulos de
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IFN-Y e TNF-a no inicio da infecgdo agem estimulando macrofagos, células
dendriticas e linfocitos T helper a combater a infecgdao, porém, com o decorrer do
tempo, a continuidade descontrolada da resposta imune pode levar ao agravamento
da doenga (KOBAYASHI et al., 1996; MITCHELL et al., 2005; TCHINDA et al., 2007).
Tanto em seres humanos, quanto em modelos animais, altos niveis dessas citocinas
contribuem com esse agravamento (GRAU et al., 1989; MSHANA et al.,, 1991;
MANDALA et al., 2017). Durante o processo de resolugcado da infecgcédo, a resposta
imune reguladora é muito importante, suprimindo a resposta imune pré-inflamatéria e
promovendo a resposta imune anti-inflamatéria, favorecendo a homeostase
(COUPER et al., 2008, DO ROSARIO e LANGHORNE, 2012). Dentre as citocinas
anti-inflamatérias que desempenham importante papel em infecgcbes malaricas,
podemos destacar a interleucina 10 (IL-10), que conforme ja foi demonstrado,
apresenta atividade de supressao inflamatoria in vitro (PLEBANSKI e HILL., 2000) e
na transmissdo natural (PORTUGAL et al., 2014). Ainda, estudos com modelos
murinos demonstram que animais infectados a administragdo de IL-10 diminui a
susceptibilidade ao desenvolvimento da MC experimental (KOSSODO et al., 1997).

Em nosso estudo, porém, as exposigdes realizadas 30, 90 e 180 dias antes
do desafio pareceram nao influenciar na producéo tanto de citocinas pré-inflamatarias,
como IFN-Y e TNF-a, bem como nos niveis da citocina anti-inflamatéria, IL-10, nesse
modelo de infecgdo. Nesse caso, 0os animais que desenvolveram ou ndo MC apéds as
exposicoes, apresentaram niveis de tais citocinas semelhantes entre si e aos ao grupo
de controle, que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Possiveis hipoteses que
podem explicar esses resultados sdo 1) o fato dos animais atualmente criados e
disponibilizados pelo CBR da Universidade Federal de Juiz de Fora néo serem “germ
free”, o que poderia causar o descompasso observados nos niveis de citocinas
pesquisados; e 2) outros mediadores inflamatorios como granzimas e perforinas
poderiam estar mais associados ao quadro de MC como visto em alguns estudos
(NITCHEU 2003; HAQUE et al., 2011; HUGGINS et al., 2017; KAMINSKI et al., 2019).
Portanto, essas questdes necessitam ser melhor investigadas.

Durante infecgdes malaricas, um dos principais sinais associados a doenca
€ a esplenomegalia, ela € considerada um marcador de endemicidade para a doenga
(WHITE et al., 2014) e ocorre por uma maior ativagdo do bago em resposta a presenca
do parasito na corrente sanguinea. Os eritrécitos nao infectados com deformabilidade

reduzida e infectados s&o opsonizados e levados pelo sangue até o bago, onde s&o
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retidos e destruidos. Nesse sitio ainda ocorre a geragao e ativacéo de linfécitosBe T
especificos, com participagdo de macrofagos e células dendriticas, contribuindo para
o aumento do 6rgao (CHOTIVANICH et al., 2002; ENGWERDA et al., 2005). O bago
desempenha importante papel no decorrer da infecgcdo, seres humanos
esplenectomizados apresentam maior dificuldade em suprimir a infe¢gdo no organismo
(BACH et al.,, 2005; KHO et al., 2019), o mesmo € observado em infeccoes
experimentais em camundongos (QUINN e WYLER, 1980; YADAVA et al., 1996),
embora também ja tenha sido observado que animais infectados por P. berghei
apresentem diminuigdo do agravamento da doenga, quando na auséncia do bago
(DEL PORTILLO et al., 2012). Diante disso, analisamos o indice esplénico, que é dado
pela razdo entre a massa corporal e a massa do bagco. Comparando os indices
esplénicos dos animais que desenvolveram MC com os indices dos animais que nao
apresentaram esse sinal de agravamento, observamos que animais que morreram em
decorréncia de anemia por hiperparasitemia, por volta do 20° dia apdés o desafio,
apresentaram maiores indices esplénicos quando comparados aos animais que
morreram de MC, antes do 10° dia apds a infeccdo, nao havendo diferenga quanto ao
tipo de exposi¢cao administrada (homaéloga ou heterdloga ao desafio).
Interessantemente, animais que foram desafiados 90 ou 180 dias apds a
ultima exposigdo também apresentaram dados semelhantes, sugerindo que a
ativacao esplénica ocorra somente apds o desafio estando associada a persisténcia
da infeccdo. O aumento no indice esplénico dos animais hiperparasitémicos
provavelmente se deve ao maior tempo de exposi¢ao ao parasito circulante, ja que ao
longo do periodo apds o desafio, os animais que morreram em decorréncia de anemia
por hiperparasitemia ficaram expostos ao parasito por muito mais tempo quando
comparados aos animais que morreram de MC, aumentando a ativagdo do bago e
consequentemente, sua massa total. Esses dados corroboram estudos seres
humanos, os quais demonstraram que a esplenomegalia esta mais associada a
quadros de anemias grave que a quadros de agravamento neuroldgico (RANQUE et
al.,, 2008; BUFFET et al.,, 2009, KOTLYAR et al., 2014), podendo estar ainda
associada a retencdo de uma fragdo da biomassa parasitaria (SAFEUKUI et al., 2008;
KOTLYAR et al., 2014), evitando o sequestro nos capilares cerebrais. Entretanto, em
nosso trabalho nao foi possivel realizar essa associagao, visto que nao foi avaliada a
carga parasitaria do bago de animais que nao desenvolveram MC em comparagao ao

que desenvolveram tal sindrome.
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Considerando-se que linfécitos T helper (CD4%), T citotoxicos (CD8*) e
linfocitos B (CD19*) presentes no bago desempenham um papel importante na
protecédo e/ou exacerbagéo das infecgdes malaricas (KUMAR et al., 1989; YANEZ et
al.,, 1999; ENGWERDA et al.,2005) nos investigamos as frequéncias de tais
populacdes celulares presentes no bago dos animais experimentais apds o desafio no
dia 30, considerando-se o desfecho clinico MC e MCJ. Observou-se que, a excegao
dos linfocitos T helper e linfocitos B ativados, as demais populagdes avaliadas se
mostraram diminuidas nos grupos de animais que ndo desenvolveram MC em relagao
ao grupo controle. Uma hipétese para explicar esses resultados seria o exacerbado
estimulo do sistema imune mediado pela alta carga parasitaria dos animais
experimentais. Ja foi demonstrado que infecgbes malaricas levam a diminuigdo da
populacado de linfécitos CD4+ murinas in vitro e que 0 mecanismo responsavel por
essa diminuicdo € mediado por IFN-Y e apoptose (HIRUNPETCHARAT e GOOD,
1998; WIPASA et al., 2001; XU et al., 2002, WYKES et al., 2013). A populagéo de
linfocitos T CD8* também é influenciada pela presenca dos plasmédios no organismo;
infecgdes por P. chabaudi, por exemplo, podem levar a um decréscimo de 50% dessa
populacao entre o 9° e 18° dias apds a infecdo (HELMBY et al., 2000). A exaustéo de
linfocitos T CD8* parasito-especificas durante a malaria aguda, que se manifesta pela
diminuicdo da populagao e perda de fungao, exacerba a infecgdo e pode contribuir
para sua cronicidade (HORNE-DEBETS et al., 2013). Portanto, ainda existem lacunas
a serem compreendidas no que se refere ao papel desses linfécitos para a imunidade
antimalarica. A diminuigdo da populagéo de linfocitos T CD4* implica na reducéo da
ativagao de linfécitos B e, consequentemente na producao de anticorpos (BUTLER et
al., 2011), que sao extremamente importantes na resposta imune a malaria (COHEN
etal., 1961, SABCHAREON et al., 1991). Uma observagao intrigante obtida em nosso
estudo foi o fato de animais hiperparasitémicos que apresentaram niveis elevados de
anticorpos IgG terem sua populagdo de linfocitos B ativadas reduzidas a niveis
semelhantes aos verificados em animais nunca expostos a malaria.

Além do papel dos linfocitos T CD4*, CD8" e linfécitos B na corrente
sanguinea e no baco durante as infecbes malaricas, essas células também
desempenham importante papel in situ do desenvolvimento da MC (AMANTE et al.,
2010). A presenca de linfoécitos T CD4* e CD8* promovem o acumulo de parasitos nos
orgaos, o que € considerado um fator de risco para o agravamento neurolégico da
malaria (SCHOFIELD e GRAU, 2005; MCQUILLAN et al., 2011; WHITE et al., 2014).
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Nesse sentido os linfécitos TCD4+ auxiliam no recrutamento de linfocitos TCD8+
através da producéo de IFN-Y (VILLEGAS — MENDEZ et al., 2012), induzindo-os a
secrecao de granzimas e perforinas, mediadores fundamentais no desenvolvimento
de MC (HAQUE et al., 2011). Realmente, a deplegéo desses linfécitos no sexto dia
apos a infecdo experimental impede o desenvolvimento MC em camundongos
(BELNOUE et al., 2002). Em seres humanos, a presencga de linfocitos T CD8 no
cérebro ja foi associada ao desenvolvimento da MC (RIGGLE et al., 2020). Em nossas
analises, observamos de forma qualitativa que os animais que desenvolveram MC
apresentaram marcacao imunohistoquimica para linfécitos T CD4*, CD8™ e linfocitos
B, enquanto animais controle ou que morreram por hiperparasitemia nao
apresentavam essa marcagao. Nossos achados corroboram estudos anteriores que
demonstram que o processo de desenvolvimento da MC é mediado, também, por
essas populagdes celulares (AMANTE et al., 2010; RENIA et al., 2006).

De maneira geral, nossos experimentos nos permitiram observar que
exposi¢oes prévias a parasitos de baixa viruléncia sdo capazes de proteger os animais
do desenvolvimento da MC experimental murina, porém, mais estudos sao
necessarios no intuito de avaliar o real papel dos anticorpos e de populacdes celulares

in situ nessa protecao.
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8 CONCLUSOES

Os resultados presentes neste estudo nos permitem concluir que:

1-

2-

A exposicao a parasitos ndo indutores de MC parece ser capaz de ativar
processos que protegem contra o desenvolvimento desse quadro;

Poucas exposi¢des prévias aos parasitos homologos ou heterdlogos sao
suficientes para proteger contra MC;

A imunidade gerada nas exposi¢cdes prévias € reduzida ao longo do tempo
corroborando estudos prévios sobre a geracdo defeituosa de células B de
memoria;

Somente mensurar os niveis de anticorpos plasmaticos parasito-especificos
pode nao ser ideal nas associagbes com protegdo, visto que niveis elevados
de anticorpos citofilicos e nao citofilicos foram observados tanto em animais
qgue desenvolveram quanto nos protegidos de MC, reafirmando a necessidade
de técnicas que megam a atividade funcional dessas moléculas;

Outros mediadores que ndo somente as citocinas avaliadas nesse estudo
podem estar envolvidas nos processos de MC;

A ativacado esplénica parece ser mediada sobretudo pela persisténcia da
infeccdo malarica;

Animais protegidos da MC apresentam perfil fenotipico no bago e no cérebro

distinto daqueles que evoluem para o quadro grave.
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