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RESUMO

Os mecanismos envolvidos na gravidade da maldria causada por P. vivax ainda nao foram
completamente esclarecidos. Neste estudo foi avaliada a influéncia das diferentes variantes da
Proteina Circunsporozoita (CSP) sobre os niveis de citocinas plasmaticas, da carga parasitdria
e das enzimas arginase, 6xido nitrico sintase (NOS2) e superéxido dismutase (SOD), varidveis
que influenciam diretamente o desfecho da infeccdo, utilizando individuos infectados com
Plasmodium vivax provenientes de uma drea da pré-Amazonia brasileira. Amostras de 25
pacientes infectados exclusivamente por P. vivax e 9 controles sauddveis foram coletadas e
processadas para obtenc@o do plasma, dos eritrocitos e das células mononucleares (PBMCs). A
infec¢do aguda induziu aumentos nos niveis de IL-6 e IL-10 e redu¢do nos niveis de TGF-3 em
relac@o aos controles saudaveis. Apenas 8 pacientes tiveram concentragdes detectaveis de IFN-
vy e as citocinas IL-2, IL-4, TNF-a e IL-17 apresentaram concentragdes muito baixas ou
indetectaveis em ambos os grupos. As atividades de arginase e SOD estavam igualmente
aumentadas, ao passo que a atividade de NOS2, avaliada indiretamente pela producdo de
nitritos, estava inalterada em relagdo aos individuos sauddveis. Os polimorfismos da CSP
influenciaram diretamente os resultados obtidos. Além de induzir as maiores cargas parasitdrias
em relacdo a VK210, a variante VK247 também apresentou as maiores concentragdes de IL-6.
Apesar de IL-6 e IL-10 terem apresentado niveis correlacionados no plasma, esta correlacio sé
se manteve nos individuos infectados com VK210, variante que também induziu aumento na
atividade de arginase. Os polimorfismos da CSP e a carga parasitiria ndo apresentaram
correlacdo com as atividades da SOD e da NOS2. Ratificando que a influéncia sistémica do
parasito foi determinante para os perfis observados, todos os parametros da resposta imune do
hospedeiro que estavam alterados no plasma voltaram a patamares normais no sobrenadante de
cultura de 48 h das PBMCs. Por fim, apesar de aumentada nos pacientes, a producdo de IL-10
ndo foi acompanhada pela producdo de TGF-B. Isto, associado aos niveis aumentados de
arginase observados, indicam que a IL-10 pode estar sendo produzida por uma fonte alternativa
na maldria. Desta forma, propomos que macréfagos reguladores t€ém importante participagdao
na fase aguda da maldria vivax e que os polimorfismos da CSP afetam diretamente o controle
da resposta inflamatdria e, consequentemente, o desfecho da infecg¢ao.

Palavras-chave: Proteina Circunsporozoita; Citocinas; Arginase; Oxido Nitrico Sintase;
Superdxido Dismutase.



ABSTRACT

Mechanisms involved in severe P. vivax malaria remain unclear. In this study, we investigated
the influence of different Circumsporozoite Protein (CSP) variants on circulating plasma
cytokines, parasite load and enzymes as arginase, nitric oxide synthase (NOS2) and superoxide
dismutase (SOD), variables that determine the malaria outcome, in individuals infected with
Plasmodium vivax from a pre-Amazon area from Brazil. Samples of 25 patients infected
exclusively with P. vivax and 9 healthy controls were collected and processed to obtain plasma,
erythrocytes and mononuclear cells (PBMCs). Acute infection increases IL-6 and IL-10 and
reduction TGF- compared to healthy controls. Only 8 patients had detectable concentrations
of IFN-y and IL-2, IL-4, TNF-a, and IL-17 cytokines showed very low or undetectable
concentrations in both groups. The activities of arginase and SOD were similarly increased in
patients, whereas NOS2 activity, assessed indirectly by nitrite production, was unchanged
relative to healthy subjects. CSP polymorphisms showed influence on the results. In addition
to inducing the highest parasite loads in relation to VK210, VK247 variant also had higher
concentrations of IL-6. Although IL-6 and IL-10 has been correlated in plasma, this correlation
was only maintained in individuals infected with VK210. VK210 has also been shown to be
related to the arginase activity increase, which may be related to the IL-10 increase induced by
this variant. Polymorphisms of CSP and parasite load did not influence SOD activity. The
systemic influence of the parasite was determinant for the observed profiles since all parameters
of the host immune response that were altered in plasma returned to normal levels in the 48 h
PBMC:s culture supernatant. Finally, although increased in the patients, the production of 1L-
10 followed against TGF-f levels. This, associated to the increased levels of arginase, indicate
that IL-10 may be produced by an alternative source in malaria. Thus, we propose that
regulatory macrophages have an important role in the acute phase of vivax malaria and that
CSP polymorphisms directly affect the control of the inflamed response and, consequently, the
infection outcome.

Keywords: Circumsporozoite Protein; Plasmodium vivax; Cytokines; Arginase; Nitric Oxide
Synthase; Superoxide Dismutase
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1 Introducao

Na ultima década, os avancos no controle da maléria foram significativos, no entanto a
doenca permanece com uma elevada prevaléncia no mundo, infectando cerca de 212 milhdes
de pessoas distribuidas em 91 paises presentes nas regides tropicais e subtropicais e causando
cerca de 429 mil de mortes por ano, vitimando uma crianga a cada 2 minutos em algum lugar
do planeta. Apesar destes nimeros, ¢ uma doenca negligenciada e ainda existem muitas lacunas
acerca de seu conhecimento, especialmente em aspectos genéticos.

Desenvolvidas ao longo de milhares de anos, as variagdes genéticas entre humanos
determinaram sua susceptibilidade ou resisténcia as infec¢cdes por Plasmodium sp, a exemplo
do polimorfismo na regido promotora do gene que codifica a IL-12p40, que foi associado com
redu¢do na producgdo de 6xido nitrico e aumento da mortalidade em decorréncia de maléria
cerebral em individuos portadores de P. falciparum (MORAHAN et al, 2002). Em outra
evidéncia da influéncia genética individual no curso da maléria, os Fulani, um povo distribuido
em virios paises do oeste da Africa, foram identificados como uma populacio que apresentava
elevados titulos de anticorpos contra P. falciparum e eram clinicamente menos susceptivel a
maldaria. Esta propriedade foi associada com aumento na frequéncia do alelo 1L4-524 T que
codifica a IL-4 nesses individuos (LUONI et al, 2001). Alteracdes genéticas que culminam em
hemoglobinopatias também conduzem a mecanismos de resisténcia inata contra Plasmodium
(STEVENSON e RILEY, 2004). Porém, além das variacdes genéticas inerentes ao hospedeiro,
€ de suma importancia identificar as varidveis parasitdrias que podem afetar a resposta imune.

A maldria afeta gravemente os indices socioecondmicos das regides atingidas (WHO,
2016) e cada vez mais tem seu controle dificultado devido a resisténcia aos antimaldricos
disponiveis (WHO, 2015). Neste panorama, pesquisas que esclarecam as lacunas no
conhecimento acerca da doenca sdo essenciais para o seu controle efetivo, entre elas, as que
investigam a influéncia de fatores genéticos do parasito na resposta imune do hospedeiro
(WEINBERG et al, 2008), que podem contribuir para o desenvolvimento de uma vacina efetiva.

Sendo assim, neste estudo avaliou-se a influéncia de polimorfismos em uma proteina
altamente imunogénica de Plasmodium vivax, a Proteina Circunsporozoita (CSP), sobre a carga
parasitdria e sobre aspectos da resposta imune do hospedeiro, tais como seu perfil de citocinas
e de enzimas relacionadas a imunidade contra a maldria.

Nossos resultados foram apresentados na forma de 2 artigos. O primeiro encontra-se

publicado no periddico PLOS Neglected Tropical Diseases (Qualis Al) e o segundo sera

14



submetido ao periédico Malaria Journal (Qualis B1). Nesses artigos foi demonstrado que os
polimorfismos na CSP de Plasmodium vivax t€m um papel chave nos mecanismos de
imunopatogenicidade da doenca e que o aprofundamento dos estudos acerca deste e de outros
polimorfismos em proteinas imunogénicas do parasito podem auxiliar na ado¢cdo de medidas

futuras que permitam um controle mais efetivo da maldria nas regides atingidas.
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2 Referencial Teorico

2.1 Epidemiologia da malaria

Descrita primeiramente por Hipdcrates (460-370 a.C.) que a classificou como uma
doenca sazonal, a maldria estd presente na histéria da humanidade hd milhares de anos. Ha
relatos de provaveis episodios da doenga que datam de mais de 3000 anos, em regides como
China, India e Grécia. O causador do paludismo, como também é conhecida a doenca, s6 foi
descrito no final do século XIX pelo francés Charles Louis Alphonse Laveran que encontrou
parasitos no sangue de pacientes que possuiam a chamada febre palustre, o que lhe rendeu o
prémio Nobel de 1907 (LAMBERT, 2003; SCHUMANN, 2007).

Quatro espécies do género Plasmodium tém sido referenciadas como causadoras da
maldria em humanos: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae e
Plasmodium ovale. Porém, atualmente admite-se a ocorréncia de uma quinta espécie, antes
descrita apenas na maldria em macacos: Plasmodium knowlesi (BAIRD e HOFFMAN, 2004;
COX-SINGH et al, 2008).

Trata-se de uma doenga atrelada a um elevado impacto socioecondmico, deixando
marcas irrefutdveis ao longo da histéria. Uma das mais recentes, em 1906, deu-se durante a
constru¢do do canal do Panam4, cuja finalizacdo ficou condicionada ao controle da doenca na
regido, uma vez que dos 26.000 trabalhadores do canal, cerca de 21.000 foram hospitalizados
alguma vez em decorréncia da doenca (CDC, 2010). Atualmente, a maldria é a quarta maior
causa de morte na Africa Subsaariana, principal foco das mortes em decorréncia da infec¢io
em todo o mundo (WHO, 2015).

Os recursos financeiros sempre foram e continuardo a ser um dos pontos de sustentacao
de qualquer programa de controle de doencas. O principal fundo de financiamento da malaria,
o Fundo Internacional para Controle da Malaria, foi de US$ 2.1 bilhdes em 2013, US$ 1.9
bilhdes em 2014, aumentando para cerca de US$ 2.9 bilhdes em 2015, porém mantendo-se em
um patamar muito aquém dos US$ 5.1 bilhGes anuais estipulados para alcangar as metas globais
de controle da doenca. Apesar disto, muitos avangos no combate a maléria foram alcancados
(WHO, 2014; WHO, 2015; WHO, 2016).

A maldria estd entre as maiores causas de mortalidade em seres humanos, especialmente
nas regides tropicais (COBAN et al, 2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde, em
2015, ainda houve transmissdo ativa da doenca em cerca de 91 paises presentes nas regides

tropicais e subtropicais, contra 108 paises que tinham transmissao ativa da doeng¢a no ano 2000
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(Figura 1) (WHO, 2016), com o agravante que cerca de % dos paises que fazem o uso de

piretréides para controlar o vetor relataram ocorréncia de resisténcia (WHO, 2015).

I Countries endemic for malaria, 2016 I Countries endemic in 2000, no longer endemic in 2016
[ Countries not endemic for malaria, 2000 Il Not applicable

Figura 1. Paises endémicos para malaria nos anos 2000 e 2016.
Fonte: WHO, 2016

Além disso, o nimero de casos de malaria reduziu-se em cerca de 41% nos ultimos
quinze anos, com 212 milhdes de casos reportados em 2015 (WHO, 2016). O niimero de 6bitos,
cuja maior concentragdo é na Africa (92%), também sofreu uma queda substancial, reduzindo-
se de 985 mil em 2000 para cerca de 429 mil em 2015, dos quais cerca de 91% causadas por
Plasmodium falciparum, tendo como principais vitimas (71%) as criangas abaixo de 5 anos.

Na regido das Américas, foram registrados cerca de 800 mil casos de maldria em 2015,
o que representa uma reducdo de 31% em relacdo ao ano 2000. Plasmodium vivax continua
sendo a espécie responsdvel pela maior parte dos registros nesta regiao (WHO, 2016) e, em
todo o mundo, foi responsavel por cerca de 3100 mortes neste ultimo ano. Apesar de ainda se

manterem elevados, estes dados mostram avangos no combate a doenga (WHO, 2016).

2.2 Malaria no Brasil e no Maranhao

No inicio do século XX a maldria era o maior problema de saide publica do Brasil,
estando presente em 85% do territorio nacional. Este quadro comecou a mudar quando a
Organizacdao Mundial de Saide (OMS) propds a erradicagdao da doenca, levando o governo
brasileiro a criar em 1965 a Campanha de Erradicacdo da Malaria (CEM), que praticamente
eliminou a doenca nas regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul do pais, reduzindo o

numero de casos de cerca de 6 milhdes anuais na década de 1940 para menos de 53 mil em
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1970 e deixando-a praticamente restrita a regido da Amazodnia Legal (LOIOLA et al, 2002;
SILVA et al, 2009) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicio e risco de transmissao
da maléaria no Brasil em 2014.
Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS
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2016 I 128.229 -10% m
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numero de casos diferenca entre anos (%)

Figura 3. Numero de casos de malaria notificados no Brasil e diferenca
percentual entre 2014, 2015 e 2016.
Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS

Atualmente, no Brasil, das 5 espécies de parasitos causadores da maldria humana,
somente P. falciparum, P. vivax e P. malariae sdo encontrados, com cerca de 99,7 % dos casos
ocorrendo nos nove Estados da Amazonia Legal, distribuidos em localidades de baixo, médio
e alto risco de transmissao (Figura 2), sendo P. vivax responsavel por 84% das notificacdes e
P. falciparum por aproximadamente 16% (BRASIL, 2015). Nesta regido, as condi¢des
ambientais, com elevadas temperatura e umidade e colecdes hidricas abundantes, propiciam o
desenvolvimento do mosquito vetor, representado majoritariamente no pais por trés espécies:
Anopheles darlingi, Anopheles aquasalis € Anopheles albitarsis (WHO, 2014).
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Em 2016, segundo dados do Ministério da Sadde, foram notificados mais de 128 mil
casos da doenga no pais. Este nimero é 10% inferior ao de 2015 e cerca de 11% inferior ao
registrado em 2014 (Figura 3), sendo considerado o melhor resultado obtido no controle da
infec¢do nos dltimos 35 anos (BRASIL, 2016). Entre os estados da federacdo, o Amazonas e o
Acre lideram as estatisticas do nimero de casos (Figura 4).

No caso particular do Maranhdo, um dos piores anos malarigenos de sua histéria foi
1987, quando 54% dos casos da doenca eram por P. falciparum. Logo depois, outro periodo
marcante na histéria da sadde publica do Estado foi o biénio 1999-2000, quando se chegou a
um Indice Parasitdrio Anual (IPA) geral de 13.9, com pico de 43.6 no norte do Estado (SILVA
et al, 2009).

Entdo, na perspectiva do PIACM (Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle da
Maléria) e do PNCM (Programa Nacional de Controle da Malaria), o Maranhdo desenvolveu
suas estratégias de controle, que acabaram por reduzir seu IPA para 1.1 no ano de 2007, com
cerca de 6520 casos registrados (SILVA et al, 2009). Atualmente, no Estado, todas as dreas
com transmissao ativa sdo consideradas de baixo risco (Figura 2), tendo sido registrados 760
casos da doenca em 2016, correspondendo a aproximadamente 1% do total de ocorréncias da

Amazonia Legal (BRASIL,2016) (Figura 4).

2015 2016
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Figura 4. Casos de malaria notificados por Estado e percentual de participacao
no total de casos notificados na Regiao Amazonica nos anos 2015 e 2016.
Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS
2.3 Ciclo de vida

z

A malédria é uma doencga infecciosa causada por um protozodrio taxonomicamente
pertencente ao filo Apicomplexa, subordem Haemosporina, familia Plasmodiidae e ao género

Plasmodium, que contém mais de 172 espécies.
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Conforme descrito pelo inglés Ronald Ross, entre 1897 e 1898, o protozoario possui ciclo
de vida heteroxeno (CDC, 2010) que se inicia pela picada das fémeas de mais de 30 espécies
de mosquitos do género Anopheles, que inoculam esporozoitos na pele humana durante o
repasto sanguineo (KISZEWSKI et al, 2004). Dentro de 15 minutos a algumas poucas horas,
estas formas atingem a corrente sanguinea e chegam ao figado, onde parasitam os hepatdcitos,
dando inicio ao ciclo exoeritrocitico da malaria (YAMAUCHI et al, 2007) (Figura 5A).

Os esporozoitos de P. vivax e P. ovale podem evoluir para uma fase latente denominada
hipnozoito, responsaveis pelas recidivas que ocorrem semanas, meses ou anos depois (BAIRD
e HOFFMAN, 2004; CHEN et al, 2007).

Os esporozoitos que ndo entram em laténcia originam os trofozoitos teciduais, que
sofrem divisdes mitoticas (esquizogonia) e dao origem aos esquizontes, que logo rompem-se e
liberam merozoitos na corrente sanguinea (Figura SA). Este ciclo tissular dura cerca de uma
semana para P. vivax e P. falciparum e duas semanas para P. malariae. Quando os merozoitos
rompem os hepatdcitos e sdo liberados na corrente sanguinea, inicia-se o ciclo eritrocitico, a
fase sintomatica da doenca (HAFALLA et al, 2011) (Figuras 5B).

Os merozoitos possuem tropismo pelas hemdécias e sua penetracdo nestas células
depende de interagdes especificas. No caso de P. vivax, a penetragdo nos eritrocitos €
dependente da interacdo entre a proteina ligante de Duffy (Duffy Binding Protein-DBP),
presente no parasito, e o antigeno Duffy, nos eritrécitos (RYAN et al, 2006; CAVASINI et al,
2007; MCHENRY et al, 2010).

Os protozodrios da espécie P. vivax parasitam preferencialmente, se ndo
exclusivamente, os reticulécitos (SUWANARUSK et al, 2004; STURM et al, 2006) e como
estes perfazem cerca de 1 a 2 % do total de glébulos vermelhos, esta predilecdo € também
responsavel pelas baixas parasitemias observadas nas infec¢des por esta espécie (MUELLER
et al, 2009).

No interior das hemdcias, os merozoitos diferenciam-se em trofozoitos jovens, que
amadurecem e, por esquizogonia, originam o0s esquizontes sanguineos, que rompem-se
liberando de 16 a 32 novos merozoitos na circulagdo (HAFALLA et al, 2011) (Figura 5B).

O ciclo sanguineo se repete sucessivas vezes, a cada 48 horas nas infecc¢oes por P. vivax,
P. falciparum e P. ovale ou a cada 72 horas nas infec¢des por P. malariae (GREENWOOD et
al, 2005). Alguns merozoitos resultantes da esquizogonia sanguinea se diferenciam em
gametdcitos, formas sexuadas responsdveis pela infeccao do vetor e inicio da fase sexuada

(Figuras 5B).
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Figura 5. Ciclo de vida de Plasmodium sp.
Fonte: adaptado de MUELLER et al, (2009)

O ciclo sexuado foi descrito primeiramente por Grassi, Bastianelli e Bignami entre 1898
e 1899 (CDC, 2010) e inicia-se quando, no interior do mosquito, os microgametas fecudam os
macrogametas, formando o ovo ou zigoto, que se torna mdvel (oocineto) e, utilizando
movimentos ameboides, atravessa o epitélio do intestino médio do mosquito e encista-se
(oocisto). No interior do oocisto os parasitos multiplicam-se por esporogonia € originam 0s
esporozoitos. A ruptura do oocisto libera as formas infectantes do parasito que se dirigem para
as glandulas salivares do vetor e, por ocasido do repasto da fémea do mosquito anofelino,

poderdo ser inoculados em novo hospedeiro humano (MUELLER et al, 2009) (Figura 5C).

2.4 Aspectos clinicos

A fase hepdtica do ciclo de vida de Plasmodium é clinicamente silenciosa, sendo a fase
intraeritrocitica, durante o periodo de esquizogonia sanguinea, a responsavel pelo aparecimento
dos sintomas (YAMAUCHI et al, 2007; GOLDBERG e COWMAN, 2010). O quadro agudo
da maldria, que dura cerca de 6 a 12 horas, é caracterizado por febre, calafrios, sudorese, astenia

e cefaleia e pode variar de um individuo para outro na dependéncia de alguns fatores, tais como:
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espécie do plasmddio, imunidade do hospedeiro, tempo de doenga e carga parasitdria. A febre
geralmente € superior a 40°C e no inicio ocorre em intervalos regulares, determinados pelo
periodo entre um ciclo esquizogbnico e outro, sendo a cada 48 horas para P. vivax, P.
falciparum e P. ovale e a cada 72 horas para P. malariae (HALDAR e MOHANDAS, 2009;
BRASIL, 2010; MEDINA et al, 2011).

Durante muito tempo, a infec¢ao causada por P. vivax foi associada apenas a este quadro
agudo caracteristico e considerada clinicamente branda, em parte, porque os estudos iniciais
foram realizados em regides de clima temperado, onde o curso clinico da doenca é menos
agressivo quando comparado ao promovido por cepas tropicais (SONG et al, 2006; MUELLER
et al, 2009). Porém, atualmente, a espécie tem sido associada a casos graves, antes atribuidos
apenas a P. falciparum. Nos ultimos anos, os dados clinicos e epidemioldgicos da infec¢do por
P. vivax tém atraido a atencdo dos orgaos de saude de diversos paises (PRICE et al, 2009;
BASSAT et al, 2011; LACERDA et al, 2012).

A maldria grave € caracterizada, entre outras coisas, por acidose litica, maléria cerebral,
disfunc¢do hepatica com ictericia acentuada, lesdo pulmonar aguda, edema pulmonar, sindrome
da angustia respiratdria aguda, choque, insuficiéncia renal, ruptura do baco, trombocitopenia,
hemorragia e anemia intensa (BAIRD, 2007; LAMIKANRA et al, 2007; HALDAR et al, 2009).
Achados em paises como India (KOCHAR et al, 2005; KOCHAR et al 2009), Papua Nova
Guiné (GENTON et al, 2008), Indonésia (TJITRA et al, 2008; POESPOPRODJO et al, 2009)
e Brasil (ALEXANDRE et al, 2010) tém mostrado a ocorréncia de casos graves ocasionados
por P. vivax. Inicialmente este quadro era atribuido a erro diagnostico ou a ocorréncia de
comorbidades. Visando eliminar estas incertezas, Kochar et al. (2009) e Alexandre et al. (2010)
excluiram em seus pacientes a possibilidade de infeccao mista com P. falciparum e a ocorréncia
simultanea de doengas com aspecto clinico semelhante a maldria, tais como dengue, hepatite
viral, leptospirose e infeccdo bacteriana, demonstrando que aquele quadro era decorrente
exclusivamente da maldria vivax.

Diante disto, estudos tém sido conduzidos no intuito de explicar este novo fato
relacionado a doenca. Entre estes, estdo pesquisas envolvendo mecanismos de citoadesdo,
roseteamento e variagdes genéticas em proteinas imunogénicas de P. vivax, que, entre outras
coisas, podem ajudar desenvolver novas ferramentas de combate a maldria (MARIN-
MENENDEZ A et al, 2013), a exemplo de vacinas, e a elucidar os mecanismos envolvidos na
resisténcia a drogas (SOUZA-NEIRAS et al, 2007) e nas recidivas, comuns em infecgdes por

P. vivax (CRAIG e KAIN, 1996).
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2.5 Proteina Circunsporozoita (CSP): um potencial alvo imunogénico

As ferramentas moleculares t€m sido valiosas aliadas nas pesquisas que envolvem genes
codificantes de estruturas antigénicas dos plasmdédios e tém reavivado as esperangas de
encontrar respostas aos questionamentos ainda vagos a respeito das espécies, como por
exemplo, as caracteristicas intrinsecas dos hipnozoitos que os fazem interromper seu
desenvolvimento e causar as recidivas de infec¢des por P. vivax , além de ajudar a predizer a
eficiéncia de estratégias de intervencdo no controle da doenca (ESCALANTE et al, 2002;
MUELLER et al, 2009).

Entre os principais alvos destes estudos estd a Proteina Circunsporozoita (CSP) de P.
vivax. Trata-se de uma proteina diretamente envolvida no processo de invasao dos hepatdcitos
pelos esporozoitos (AREVALO-HERRERA et al, 2011), com cerca de 58 kDa e altamente
imunogénica em humanos. Esta proteina tem sido um dos principais alvos utilizados em
pesquisas envolvendo a producdo de vacinas (ESCALANTE et al, 2002; HERRERA et al,
2005; YADAVA et al, 2007; AGNANDIJI et al, 2011).

A Proteina Circunsporozoita exibe duas regides terminais altamente conservadas (N e
C-terminal) e uma regido central varidvel composta por dois tipos de nonapeptideos que se
repetem em tandem, GDRA(A/D)GQPA e ANGA(G/D)(N/D)QPG, -caracteristicos das
variantes moleculares intituladas VK210 e VK247, respectivamente (ARNOT et al, 1985;
ROSENBERG et al, 1989). Além destas duas variantes, existe uma terceira descrita por Qari et
al. (1993) chamada de P. vivax-like, cuja CSP possui a sequéncia repetitiva
APGANQ(E/G)GGAA.

No aspecto imunolégico, segundo Souza-Neiras et al. (2010), a produgdo de anticorpos
as variantes € restrita a regido central da CSP (que as diferencia) e, na presenga de VK210,
ocorre uma menor resposta de anticorpos a VK247. Além disso, também mostraram que a
resposta as estas variantes torna-se menor na presenca de P.vivax-like. Arévalo-Herrera et al.
(2011) relataram que as regides terminais da proteina também sdo capazes de ativar a resposta
imune, em especial a regido N-terminal, contra a qual foram detectados anticorpos IgG1 e IgG3,
sugerindo que esta regido da proteina possui epitopos alvo de células Thl.

As variantes podem exibir diferentes caracteristicas tanto em relac@o a resposta a drogas
quanto a intensidade dos sintomas (KAIN et al,1993; MACHADO e POVOA, 2000). Porém,
dados que mostrem possiveis diferencas quanto a viruléncia ainda sdo escassos. Devido a estas
diferencas entre elas, o diagndstico molecular adquire importancia nas politicas de controle e

estudo da malaria causada por P. vivax. Varias técnicas ja foram padronizadas com este fim,
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entre elas, o sequenciamento do gene da CSP (KHO et al, 1999) e a GFM/PCR/ELISA, uma
técnica que utiliza Membrana de Fibra de Vidro na preparacio das amostras para PCR/ELISA
(MACHADO e POVOA, 2000). Porém, foi a PCR/RFLP (Reagao em Cadeia da Polimerase
por Andlise de Polimorfismos de Comprimento dos Fragmentos de Restri¢do) que apresentou
os melhores resultados, tanto em relagdo aos custos quanto ao tempo de execucdo (ALVES et
al, 2007).

A eficacia da imunidade protetora do hospedeiro contra a CSP pode ser diretamente
influenciada pelos polimorfismos inerentes a esta proteina, os quais podem apresentar-se em
maior ou menor grau, dependendo da regido. Diferentes graus de polimorfismos para uma
mesma variante ja foram encontrados entre cepas de clima tropical e temperado no Ira
(ZAKERI et al, 2006). Isto € mais um fator complicador no que diz respeito ao desenvolvimento
de vacinas baseadas nesta proteina (ESCALANTE et al, 2002).

Apesar de todas as medidas profildticas usualmente recomendadas, considera-se o
desenvolvimento de uma vacina como a medida mais eficaz e segura para o controle da doenca
e consequente reducdo de seus impactos socioeconOmicos. Existem vdrias vacinas em
desenvolvimento concomitantemente. Destas, apenas duas contra P. vivax encontram-se em
fase clinica, em oposicao as mais de 23 (de um total de 70) em desenvolvimento contra P.
falciparum, demonstrando ainda certa negligéncia em relacdo a infec¢do causada pela espécie
equivocadamente considerada de curso clinico brando. Das vacinas em estudo, a que estd em
estagio mais avangado € a RTS,S/ASO1 contra P. falciparum, que encontra-se em ensaios de
fase III e cujo desenvolvimento estd sendo conduzido em paises africanos, tendo alcangado até
o momento uma reducdo de 39% na incidéncia clinica da doenca e de 31.5% no nimero de
casos de maldria grave entre criancas de 5-17 meses que tomaram as 4 doses (MALKIN et al,
2006; MUELLER et al, 2009; AGNANDIJI et al, 2011; AGNANDJI et al, 2015; WHO, 2016).

O conhecimento dos polimorfismos presentes nas espécies, além de ser importante nos
estudos envolvendo a producdo de vacinas, também ¢é fundamental para a elaboracdo das
politicas de controle da doenca. Neste aspecto, a pesquisa combinada de mais de um sitio
polimérfico, a exemplo da analise combinada de polimorfismos na CSP e na Proteina de
Superficie do Merozoito (MSP-1), pode ser de grande utilidade, pois permite um melhor
entendimento da diversidade genética da espécie (LECLERC et al, 2004; CHENET et al, 2008).

Entender como se comporta a resposta imune do hospedeiro frente a tamanha
diversidade genética em proteinas imunogénicas do parasito parece ser um passo essencial para

evoluirmos no controle da maléaria.
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2.6 Aspectos imunologicos

A constante exposi¢do do hospedeiro ao parasito € capaz de desenvolver uma espécie
de protecdo em caso de novos episédios de maldria, mas isso ocorre de forma diferenciada de
acordo com a espécie, visto que P. vivax, devido as suas caracteristicas bioldgicas intrinsecas,
a exemplo de seu mecanismo de invasdo dos eritrdcitos e da variabilidade em seus antigenos
de superficie, parece induzir o desenvolvimento de imunidade mais cedo que P. falciparum
(MICHON et al, 2007). Além disso, esta protecdo demora anos para se desenvolver e se da
apenas contra a forma clinica da doenca, ndo sendo, portanto, uma prote¢do estéril
(ROESTENBERG et al, 2009; HAFALLA et al, 2011). O desenvolvimento deste referido
estado de premunic¢do fica evidenciado pelo fato de que a incidéncia de maldria por P. vivax
reduz-se significativamente com o aumento da idade, atingindo seu pico aos 2 anos e reduzindo-
se significativamente apds os 5 anos nas dreas endémicas (MICHON et al, 2007). A resposta
imune do hospedeiro que culmina com este estado protetor tem caracteristicas peculiares a cada
fase da infec¢do. Por isso os mecanismos envolvidos nesta premuni¢do ainda carecem de

maiores esclarecimentos.

2.6.1 Estagio pré-eritrocitico e a imunidade protetora

Em todos os estdgios de seu ciclo, Plasmodium enfrenta uma série de mecanismos de
defesa do hospedeiro e a instalacdo da infec¢do depende de sua capacidade para supera-los. Isto
inicia-se ja4 no momento de sua inoculagdo na pele. Em modelo experimental com maldria
murina foi demonstrado que uma pequena parte dos esporozoitos (20 %) inoculados na pele
alcangam o sistema linfatico e chegam ao linfonodo drenante (YAMAUCHI et al, 2007). Nos
linfonodos, os esporozoitos sdo degradados e apresentados aos linfécitos T por células
dendriticas (AMINO et al, 2008) (Figura 6).

Em contrapartida, esporozoitos que ndo foram drenados ndao podem permanecer muito
tempo na derme, pois a saliva do mosquito induz a degranulacdo de mastdcitos e a infiltragdao
de neutréfilos no sitio de inoculagdo, fato que poderd culminar na destruicdo dos parasitos
(DEMEURE et al, 2005).

Para escapar desta resposta inicial, os esporozoitos se deslocam ativamente através das
células do hospedeiro, rompendo suas membranas até atingir os vasos sanguineos e, desta
forma, penetram no parénquima hepatico, onde estao suas células-alvo: os hepatécitos (AMINO

et al, 2008; TORGLER et al, 2008).
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Esta migracdo do parasito provoca o rompimento da membrana das células do
hospedeiro e culmina com a liberagdo de material citosélico altamente imunogénico que pode
causar respostas inflamatérias (TORGLER et al, 2008).

No figado, estudos com murinos mostram que as células T CD8+ t€m papel fundamental
no desenvolvimento de imunidade protetora (HAFALLA et al, 2011). Estas células sdo ativadas
em presenca de antigenos apresentados pelos hepatdcitos que, no figado, também
desempenham papel de células apresentadoras de antigenos (APC) (CHAKRAVARTY et al,
2008). Porém, associado a isto, também ¢ indispensavel a participacdo de APCs profissionais,
tais como as células dendriticas, que, apesar de atuarem pré-estimulando células T no préprio
figado, desenvolvem a maior parte deste papel no linfonodo drenante (JUNG et al, 2002;
CHAKRAVARTY et al, 2007) (Figuras 6 e 7). Porém, os mecanismos pelos quais as células T
CD8+ desempenham seu papel efetor na maléria ainda carecem de maiores esclarecimentos.

Sabe-se que uma via efetora de grande relevancia destas células se da pela liberagcdo de
interferon gama (IFN-y). Esta citocina induz a produgdo de IL-12, que, por sua vez, estimula
células natural killer (NK) a produzirem ainda mais IFN-y. Esta citocina ativa a enzima 6xido
nitrico sintase induzida (NOS2), culminando com o aumento da producdo de 6xido nitrico
(NO), molécula importante nos processos de reparacdo tecidual e controle de infecgdes
(TORGLER et al, 2008; HAFALLA et al, 2011).

A producdo de NO também pode ocorrer de modo independente de linfécitos T, via
Toll/MyD88. Os receptores tipo Toll estdo presentes nos hepatdcitos, nos macréfagos e células
dendriticas. No interior dos hepatdcitos, a interacdo entre antigenos parasitarios e estes
receptores culmina com a ativacdo do fator de transcrigdo NF-kB, principal regulador da
resposta inflamatéria no hospedeiro, que também induz a NOS2 e culmina com aumento na
producdo de NO (TORGLER et al, 2008) (Figura 7).

Entre os antigenos-alvo das células T CD8" nos esporozoitos merece destaque a Proteina
Circunsporozoita. Pesquisas com murinos tém demonstrado grande participacao de células T
CD8+ especificas para epitopos desta proteina no desenvolvimento de imunidade protetora nos

individuos (FREVERT et al, 2009).
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Figura 6. Interacio parasito-hospedeiro na pele.
Spz: esporozoitos; EEF: formas exoeritrociticas
Fonte: adaptado de HAFALLA et al, (2011)

A resisténcia a infeccdo em humanos também tem sido associada aos linfécitos T CD4+
produtores de IFN-y e especificos para CSP, porém estas células parecem ndo ter um papel tao
relevante quanto os linfocitos T CD8* na protegao conferida aos pacientes nesta fase da doenca
(SEGUIN et al, 1994; PLEBANSKI et al, 2005).

No aspecto humoral, o principal alvo de anticorpos neutralizantes nesta fase € a regio
central da CSP. Entre as funcdes efetoras desenvolvidas pelos anticorpos estd a inibi¢do da
invasao dos hepatdcitos pelos esporozoitos (CROMPTON et al, 2010; HAFALLA et al, 2011).

Apesar dos grandes avancos obtidos nas ultimas décadas, ainda permanecem muitas
davidas quanto aos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da imunidade protetora contra
os estdgios pré-eritrociticos da maldria. Desta forma, tem-se buscado a identificacdo de novos

epitopos imunogénicos nas formas infectantes.
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Figura 7. Interacao parasito-hospedeiro no figado
Spz: esporozoitos; LSEC: células endoteliais do sinuséide hepético; KC: células de
Kupffer; TLRs: receptores Toll; EEF: formas exo-eritrociticas
Fonte: adaptado de HAFALLA et al, (2011)

2.6.2 Imunidade no estagio eritrocitico

A hemoglobina presente nos eritrocitos € essencial para a sobrevivéncia de Plasmodium,
sendo necessdria para sua nutricdo na fase sanguinea da doencga. Devido a esta dependéncia
fisiolégica do parasito em relagdo a hemoglobina, individuos portadores de hemoglobinopatias
possuem resisténcia inata contra as formas graves da maldria. Esta resisténcia natural ¢ comum
em portadores de traco falciforme (AIDOO et al, 2002; WILLIAMS et al, 2005) e deficiéncia
de glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) (MAIGA et al, 2014). Porém, em individuos sem
estas barreiras naturais, a infec¢cdo segue outro curso.

A ruptura dos esquizontes e a subsequente liberacio dos merozoitos da inicio aos
tradicionais sintomas da infec¢do, que se desenvolvem em consequéncia de uma resposta
inflamatoria de citocinas derivadas, inicialmente, de células do sistema imune inato (MILLER
et al, 2002).

A exacerbacdo ou o abrandamento da doenca depende de um balanco delicado na

producdo destas citocinas (JAIN et al, 2009; GONCALVES et al, 2010). Porém, s@o muito
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comuns relatos de individuos, especialmente adultos e criangas acima de 8 anos, vivendo em
dreas end€micas e clinicamente silenciosos, mesmo com formas parasitdrias no sangue
periférico. Este fato tem levado a indagac¢des acerca dos mecanismos imunolégicos envolvidos

nesta etapa do ciclo do parasito (CROMPTON et al, 2010).

Dendritic cell

Infected
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Infecte:
erythrocytes
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Figura 8. Imunidade inata e adaptativa na fase sanguinea da malaria.
TLRs: receptores tipo “Toll”’; NK cell: células Natural Killer; TH1 cell: célula “T helper” 1;
NO: 6xido nitrico; TCR: receptor de célula T.
Fonte: adaptado de Stevenson e Riley (2004)

A forma parasitdria alvo da resposta imune nesta fase da doenga € o merozoito. A MSP-
1, uma proteina de superficie do merozoito envolvida na penetracio das hemécias € o principal
antigeno parasitario presente nesta fase da infecgdo (TRIPATHI et al, 2011). Esta proteina
também se mostrou candidata ao desenvolvimento de vacinas, a exemplo do que ja ocorre com
a CSP (RICHARDS e BEESON, 2009; HAFALLA et al, 2011).

Estudo in vitro utilizando células mononucleares (PBMCs) em co-cultura com P.
falciparum demonstrou que as células NK t€ém um importante papel para desencadear a
imunidade protetora durante a fase sanguinea da maldria, uma vez que foram as primeiras a
produzirem IFN-y de forma altamente dependente de IL-12 oriunda das células dendriticas

(Figura 8A). A producao de IFN-y pelas células NK, além de ativar os macréfagos aumentando
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sua capacidade fagocitica e induzindo a producdo de reativos intermedidrios do oxigénio e
nitrogénio (Figura 8B) (STEVENSON e RILEY, 2004), também promove a diferenciacdo de
células T naive em linfécitos Thl (Figura 8C), que pela producio de IL-2 ampliam a ativagao
das células NK e consequentemente a ativacdo de macrdéfagos e células dendriticas
(STEVENSON e RILEY, 2004). A ativacdao de macréfagos, por sua vez, também induz a
producdo de TNF-a e a secrecao autdcrina desta citocina amplifica ainda mais a resposta imune
adaptativa, numa espécie de mecanismo autoestimulante (ARTAVANIS-TSAKONAS e
RILEY, 2002).

Os linfécitos Thl ativados também tém a propriedade de secretar IFN-y, porém, neste
mesmo estudo in vitro com P. falciparum foi demonstrado que a producdo desta citocina por
linfécitos T yd s6 ocorre apds 48-72 h e por linfécitos T aff apos 4 a 6 dias, evidenciando a
importancia das células NK no combate a infec¢cao em seus momentos iniciais (ARTAVANIS-
TSAKONAS e RILEY, 2002).

A participacdo destes tipos celulares vai além da fase aguda da doenca na qual
promovem a resposta mediada por células. Em modelo de malédria murina com Plasmodium
chabaudi AS foi evidenciado que linfocitos Thl sdo mediadores essenciais para a formacao de
anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 (Figura 8D) (SU e STEVENSON, 2002), considerados de
grande importancia na imunidade protetora e que foram relacionados a reducido de morbidade
em individuos com mais idade, e, portanto, mais tempo de exposi¢do. Porém, ratificando a
importancia da resposta humoral apenas em longo prazo, estes anticorpos se formam tardia e
lentamente (OEUVRAY et al, 2000). Sendo assim, a resposta imune de fase aguda €
independente da participacdo dos linfécitos B e da resposta humoral, conforme foi demonstrado
em estudos com modelo murino de infeccdo com Plasmodium chabaudi chabaudi AS
(STEVENSON e RILEY, 2004), pois, durante o tempo necessdrio para ocorrer sua produgao,
os sintomas ja se iniciaram. Além disso, os titulos destes anticorpos caem rapidamente, pois
sdo produzidos por plasmécitos de vida curta (CROMPTON et al, 2010).

A resposta humoral parece ter grande importincia apenas em individuos que
permanecem durante anos em dreas endémicas sob constante exposicdo aos parasitos, pois
verificou-se que altos niveis de anticorpos gerados contra um grande nimero de epitopos
parasitdrios sao necessarios para se obter imunidade clinica, o que demanda tempo e torna lenta
este tipo de resposta contra a doenca (HAFALLA et al, 2011).

Em contrapartida, a reposta inflamatéria que se desenvolve na fase aguda e que foi

descrita anteriormente € essencial para o controle da parasitemia. De forma semelhante ao
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observado para as demais citocinas inflamatdrias, a IL-6 parece ser importante para o controle
da doenca visto que concentragdes reduzidas desta citocina t€ém correlacdo com elevadas cargas
parasitarias (LYKE et al, 2004). Porém, estas citocinas mostram papéis diversificados na
infec¢do, pois, a0 mesmo tempo que contribuem para controld-la, também medeiam altera¢des
patoldgicas que culminam com o desenvolvimento dos sintomas (ANSTEY et al, 2009). O
proprio IFN-y, apesar de estar relacionado ao controle da infec¢do nos estagios iniciais, também
pode desencadear a superproducdo de citocinas pré-inflamatérias, resultando no agravamento
do quadro clinico (ARTAVANIS-TSAKONAS e RILEY, 2002).

Entre os principais sintomas desencadeados pelas citocinas inflamatdrias esta a febre.
Seu inicio ocorre apds a ativagdo de células dendriticas e macréfagos por mecanismo
dependente de TLR9 (Toll-like receptor 9), um receptor intracelular que reconhece o DNA
plasmodial que reveste a hemozoina liberada durante o rompimento das hemécias
(PARROCHE et al, 2004). Este reconhecimento via TLR9 desencadeia a translocagcdao de NF-
kB no nicleo e conduz a secrecio de citocinas inflamatdrias, que induzem a cicloxigenase 2
(COX-2), regulando positivamente a producdo de prostaglandinas e culminando com o

aparecimento de febre (Figura 9) (BALL et al, 2004; SCHUMANN, 2007).
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Figura 9. Ativacao da resposta imune pela hemozoina
TLR-9: Receptor Toll-9; COX-2: cicloxigenase 2
Fonte: adaptado de SCHUMANN, 2007

31



Estes mecanismos da imunidade inata controlam satisfatoriamente a parasitemia, mas,
gradualmente, mecanismos da imunidade adquirida sdo requeridos para o controle efetivo da
infec¢do, de forma a evitar danos colaterais ao hospedeiro (STEVENSON e RILEY, 2004).

Logo, é de suma importancia regular a resposta inata inflamatéria desencadeada durante
a infeccdo. Tanto na maldria murina quanto na humana, este papel imunorregulador € exercido
principalmente pelas citocinas TGF-§ e IL-10. Estas duas citocinas, atuando de forma isolada
ou em conjunto, diminuem a proliferacao e fungdo linfocitaria e controlam a superproducao de
IFN-y e TNF-a (STEVENSON e RILEY, 2004). Desta forma, atuam com um efeito
imunorregulador negativo sobre a imunidade mediada por células na maldria, controlando os
mecanismos de defesa do proprio individuo que sejam potencialmente detrimentais, desde que
a parasitemia esteja sob controle (LEORATTI 2008; JANGPATARAPONGSA et al, 2008;
HAFALLA et al, 2011).

Desta forma, a IL-10 e o TGF-B sdo essenciais para a manuten¢do da homeostasia da
relacdo parasito- hospedeiro (HAFALLA et al, 2011) e isto tem incitado a investigacdo da
possivel fonte destas citocinas, especialmente IL-10, nas infec¢Oes por Plasmodium e os
resultados tém sido conflitantes.

Entre as células identificadas como sua possivel fonte em modelos com malédria murina
estdo células Thl efetoras (CD4*IFN-y*CD44#ex]COSHen]27:ov) (ROSARIO et al, 2012) e
células T regulatorias tipo 1 (Trl) adaptativas (CD4*CD25 Foxp3 CD127") (COUPER et al,
2008), ao passo que em pacientes infectados com P. vivax ja demonstrou-se aumento na
quantidade de células T CD4*CD25"Foxp3*, sugerindo ser esta célula Treg cldssica a principal
fonte de IL-10 no curso das infec¢des em humanos (BUENO et al, 2010). Neste dltimo caso, a
infec¢do também cursou com aumento de TGF-f3.

A produgdo de IL-10 por linfécitos depende do estimulo de TGF- (WALTHER et al,
2005; NIIKURA et al, 2011). Resultados recentes (HAN et al, 2010; RIBEIRO et al, 2016) tém
demonstrado infec¢des agudas por P. vivax apresentando IL-10 aumentada, porém com TGF-f3
reduzido, indicando que aquela citocina pode estar sendo produzida por uma fonte alternativa.
Portanto, somente o paradigma Th1/Th2/Treg parece ndo ser suficiente para explicar o perfil
de citocinas durante a infeccdo por P. vivax, tornando necessdria uma investigagdo mais
aprofundada da participacdo de outros tipos celulares no curso da infecc¢ao.

Neste contexto merecem atengdo especial os macréfagos. Sua ativagdo € um processo
presente em vdrias doengas, incluindo desordens metabdlicas, doengas alérgicas e autoimunes,

cancer, infecgdes virais e bacterianas, além de doencgas parasitdrias (MURRAY et al, 2014). Na
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maldria, a habilidade destas células mononucleares para fagocitar eritrdcitos infectados mesmo
na auséncia de anticorpos citofilicos ou opsonizantes constitui-se em um dos principais
mecanismos de reposta imune do hospedeiro nas fases iniciais da infeccao (SERGUIDES et al,
2003).

Os macréfagos sdao reconhecidos como células heterogéneas, capazes de apresentar
respostas funcionais polarizadas em relacdo a um estimulo ambiental. Esta capacidade de
polarizacdo os levou a serem classificados em M1-cldssico (resposta imune inata) e M2-
alternativo (fase de resolucdo da inflamagao) (MANTOVANI et al, 2002; BRONTE e
ZANOVELLO, 2005).

A origem dos termos “classico” e “alternativo” data da década de 90 quando se observou
pela primeira vez que a citocina IL-4 tinha a capacidade induzir aumento da expressdao do
receptor de manose em macréfagos murinos, ativando-os para um perfil alternativo, diferente
dos efeitos produzidos por IFN-y (STEIN et al, 1992). Somente alguns anos depois Mills e
colaboradores (2000) propuseram as terminologias M1/M2 que ndo tinham o objetivo de
descrever apenas macréfagos ativados ou inativados, mas células expressando diferentes
programas metabodlicos. A participacdo destes tipos funcionais de macréfagos em doencas
como Esclerose Miltipla (KOUWENHOVEN et al, 2001), Lipus (LI et al, 2010) e Filariose
(SEMNANI, 2013) tem sido demonstrada. Porém, sua participacdo em outras doencas
infecciosas, a exemplo da maldria, e sua contribui¢do para o desfecho da infeccdo, ainda
carecem de maiores explicacdes e podem ajudar a entender o comportamento imunolégico dos
individuos frente aos diversos parasitos.

A descricao da ativa¢do de macréfagos € um processo ainda controverso e muitas vezes
confuso (MURRAY et al, 2014), mas algumas caracteristicas que diferenciam estes subtipos

celulares ja sdo bem conhecidas.

2.7 Caracterizacao de macrofagos

Os macréfagos polarizados se diferenciam quanto a producao de citocinas, expressao de
receptores de membrana e fungdo efetora (HUNTER et al, 2009).

Sabe-se que macréfagos M1 sdo ativados por IFN-y ou LPS e produzem citocinas
inflamatorias como IL-1, IL-6 e IL-23, além de regular positivamente a enzima 6xido nitrico
sintase induzida (NOS2), levando a producdo de NO, molécula importante nos processos de
reparagdo tecidual e controle de infec¢des pela morte dos parasitos (Figura 10) MANTOVANI
et al, 2002; BRONTE E ZANOVELLO, 2005, HAFALLA et al 2011).
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IFN-y pode ser produzido tanto por células da imunidade inata, quanto adaptativa. As
células NK (natural killer- células da imunidade inata) sdo a fonte primdria desta citocina que,
ao ativar os macréfagos, desencadeiam a producdo de reativos de oxigénio e nitrogénio por
estes fagdcitos e aumentam sua capacidade microbicida/citotdxica, propiciando resisténcia
contra infec¢des. Porém, a producdo de IFN-y pelas células NK € transitéria. Neste contexto,
os linfocitos Th1 (T helper 1- células da imunidade adaptativa) assumem a producao de IFN-
v e propiciam a manutencdo do perfil M1 de ativacdo. A atuacdo dos linfécitos T € antigeno
especifica, ao contrdrio dos macréfagos, que, apds ativados, atuam independentemente do
reconhecimento antigénico (MOSSER e EDWARDS, 2008).

De forma semelhante aos macréfagos M1, macréfagos M2 podem surgir em resposta
tanto a estimulos inatos quanto adaptativos. Basoéfilos e mastdcitos sdo a fonte de IL-4, um dos
primeiros sinais inatos liberados quando ocorre alguma lesdo tecidual (LOKE et al, 2007),
contato com fungos ou mesmo parasitas. Porém, semelhante ao visto para M1, a manutencao
de macréfagos M2 também € dependente da resposta adaptativa mediada por linfécitos Th2 (T
helper 2), que desempenham tal atividade pela producdo de IL-4 e IL-13, em resposta a danos
de mucosas (REESE et al, 2007) ou mesmo de tecido ndo mucoso provocada por helmintos, por
exemplo (WILSON et al, 2007).

Macréfagos M2, além de produzirem pequenas quantidades de citocinas pro-
inflamatoérias e grandes quantidades de IL-10, também regulam positivamente a producao de
arginase I (argl). Desta forma, um ponto critico que define a caracterizagdo funcional destas
células polarizadas € a forma como metabolizam a L-arginina. Macréfagos M1 metabolizam a
L-arginina pela NOS2 para produzir NO, ao passo que macréfagos M2 metabolizam a L-
arginina pela arginase I (argl) para produzir L-ornitina, molécula precursora de putrescina,
espermidina, espermina e L-prolina (Figura 10), envolvidas em processo de reparagao tissular
e proliferacdo celular (MANTOVANI et al, 2002; BRONTE e ZANOVELLO, 2005; MIA et
al, 2014). Das 3 formas existentes de NOS, a NOS2 € a que possui a capacidade de produzir as
maiores quantidades de NO e € a isoforma presente em varias células do sistema imune,
incluindo as células mieldides, ao passo que NOS1 esta no tecido neuronal e NOS3 nas células
endoteliais (ALDERTON et al, 2001). A avaliacdo dos niveis de 6xido nitrico (NO) no plasma
ou na urina € feita com a dosagem de seus metabdlitos oxidados estdveis, tais como o0s nitritos
(NO2) e nitratos (NO3) (GRANGER et al, 1996).

H4 duas isoformas de arginase presentes na maioria dos mamiferos, que diferem por sua

distribuicdo tecidual e localizacdo subcelular. Arginase I (ARG I) € uma proteina citoplasmatica
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predominantemente expressa no figado, mas também encontrada em grande quantidade nos
eritrocitos (IYER et al, 1998), ao passo que a Arginase II (ARG II) € uma proteina mitocondrial
de distribui¢do tecidual mais ampla, porém expressa constitutivamente em niveis reduzidos,
especialmente em macréfagos, rins, cérebro e intestino delgado, sendo que tanto células
endoteliais quanto macréfagos podem expressar as duas isoformas (WEINBERG et al, 2008).

A arginina, substrato para acdo das enzimas NOS e Arginase, é considerada aminoécido
essencial apenas em recém-nascidos e criangas. Nos adultos a maior parte da arginina
disponivel é proveniente da degradacio de proteinas, mas também pode ser adquirida pela dieta.
Apenas cerca de 5- 15% da arginina disponivel em adultos € proveniente da sintese-de-novo a
partir da citrulina (WEINBERG et al, 2008). E comum doencas inflamatérias e infecciosas
cursarem com baixos niveis de arginina, pois nestas circunstincias geralmente a dieta esta
prejudicada e a sintese-de-novo ndo € capaz de compensar 0 aumento que ocorre no catabolismo
deste aminoacido (YU et al, 2001; ARGAMAN et al, 2003). Devido a competi¢iao pelo mesmo
substrato, a presenc¢a da arginase pode limitar a producido de NO, mesmo na presenca de grandes
quantidades de NOS (WEINBERG et al, 2008). Desta forma, altos niveis de arginase estdo
associados ao prolongamento da infeccao na esquistossomose, tripanossomiase e leishmaniose,
provavelmente devido a deplecdo da arginina que limita a ac@o parasiticida do NO. Além disso,
as poliaminas produzidas pela atividade da arginase também propiciam o crescimento do
parasito (VINCENDEAU et al, 2003).

A producdo de NO também € controlada em parte por um grupo de enzimas que sao
descritas por serem importantes na sobrevivéncia do parasito durante a infec¢ao. Dentre elas, a
superdxido dismutase (SOD), produzida pelos macréfagos e que faz parte de um grupo de
metaloenzimas com fun¢do de proteger as células aerébicas da acdo do anion superéxido
(ANDRADE et al 2010).

Apesar de considerados uma importante linha de defesa do hospedeiro, fenétipos de
ativacdo M1 determinam maior susceptibilidade imunoldgica, pois contribuem para o
prolongamento do quadro inflamatério em curso (ANDERSON et al, 2004), para lesdes
teciduais em doencas inflamatorias cronicas (MIA et al, 2014) e até mesmo para o
desenvolvimento de doencgas autoimunes (MOSSER e EDWARDS, 2008). Em contrapartida,
o fendtipo M2 estd relacionado a propriedades imunossupressoras em contextos tumorais
(TRAVES et al 2012) e infecciosos (SEMNANI et al, 2013; ANTHONY et al, 2006; ZHAO et
al, 2008).
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Figura 10. Metabolismo da L-arginina por macréfagos ativados
Fonte: adaptado de GORDON S, 2003

Este contexto imunossupressor, apesar de importante para contrapor a exacerbacdo da
resposta inflamatoria, parece estar relacionado ao mecanismo de evasao de alguns parasitos, a
exemplo do que ja foi demonstrado para Leishmania spp (MILES et al, 2005) e Trypanosoma
sp (BAETSELIER et al, 2001).

Desta forma, o perfil de polarizacio de macréfagos parece ter papel-chave no
desenvolvimento de susceptibilidade/resisténcia nas infec¢des e o balanco de células M1/M2
pode determinar o desfecho do contexto patolégico (MIA et al, 2014).

Assim, desenha-se uma perspectiva interessante na terapéutica de diversas doencas
caracterizada pela manipulacdo deste balanco pela transferéncia de células pré-ativadas
(SHECHTER e SCHWARTZ, 2013), que, até 0 momento, tem se mostrado mais promissor em
modelos ndo humanos.

A transferéncia de células M2 poderia controlar a dindmica lesiva de doencas
caracterizadas pela prevaléncia de células M1. Porém, um ponto critico desta modalidade
terapéutica seria a capacidade de manutencao deste perfil regulador em um ambiente fortemente
pro-inflamatorio. Neste aspecto os resultados ainda sdo conflitantes. Mia e colaboradores
(2014) demonstraram que um perfil regulador induzido in vitro por IL-4/IL-10/TGF-f3 pode ser
mantido mesmo ap6s desafio com LPS/IFN-y. Além disso, demonstraram que mesmo

macroéfagos recuperados de pacientes com doenca inflamatdria cronica podem ser induzidos
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para um perfil alternativo. Erwig e colaboradores (1998) demonstraram que a natureza do
primeiro estimulo é que determina o estado final de polarizacao.

Na maldria, sabe-se que a prevaléncia de um padrao pré-inflamatério culmina com o
agravamento da infec¢do, ao passo que citocinas anti-inflamatérias sdo essenciais para
contrabalancear este perfil e contribuir para um maior equilibrio na relagdo parasito-hospedeiro
(LYKE et al, 2004; ANDRADE et al, 2010). Tem-se atribuido este perfil de citocinas a
participacdo de linfécitos T, porém restringir os eventos imunolégicos que ocorrem na doenga
a estes tipos celulares tem deixado lacunas acerca de seus mecanismos imunopatoldgicos.
Diante deste quadro, entender a participacdao de macréfagos polarizados no curso da infec¢ao
por Plasmodium podera contribuir para elucidar os mecanismos imunes envolvidos e, desta
forma, facilitar a proposicio de novas medidas terap€uticas. Entre estas medidas
imunoterapicas pode estar a manipulacao dos perfis de polarizagdo observados. Um equilibrio,
onde a resposta do hospedeiro ndo penda acentuadamente para nenhum destes perfis, poderia
ser util no controle da infec¢do e na redu¢do da morbidade a ela relacionada. Desta forma,
poderia se garantir, minimamente, uma maldria mais branda.

Diante deste contexto, neste estudo foi avaliada a influéncia das diferentes variantes da
Proteina Circunsporozoita (CSP) sobre os niveis de citocinas plasméticas circulantes, da carga
parasitdria e de enzimas relacionadas a resposta imune que determinam a atividade de
macréfagos na infeccdo, tais como a arginase, a 6xido nitrico sintase (NOS2) e a superéxido
dismutase (SOD), em amostras de individuos infectados com Plasmodium vivax provenientes

de uma area da pré-Amazonia brasileira
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3 Objetivos

3.1 Capitulo 1

Objetivo Geral:
Caracterizar o perfil de citocinas e carga parasitdria de pacientes infectados com P. vivax

e avaliar a participacdo de polimorfismos da CSP na inducao deste perfil.

Objetivos especificos:

- Quantificar a produ¢do das citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-4, IL-17, IL-10, IL-2 e TGF-3
no plasma dos pacientes e no sobrenadante de cultura das células mononucleares do sangue
periférico;

- Genotipar a CSP de P. vivax e confirmar o diagndstico parasitologico por RFLP-PCR;

- Quantificar a carga parasitaria por PCR em tempo real;

- Comparar a resposta de citocinas do plasma e do sobrenadante de cultura;

- Avaliar a influéncia das variantes da CSP sobre a carga parasitaria e o perfil de citocinas.
3.2 Capitulo 2

Objetivo Geral
Caracterizar funcionalmente os macréfagos em pacientes infectados com Plasmodium
vivax e avaliar sua correlacdo com o perfil de citocinas, com as variantes da CSP e com a carga

parasitdria.

Objetivos especificos

- Caracterizar funcionalmente os macréfagos dos pacientes in vivo pela dosagem de arginase,
nitrito e superoxido dismutase (SOD) no plasma dos pacientes;

- Relacionar as atividades de arginase, SOD e a producdo de nitritos a variante da CSP do

parasito, a carga parasitdria e ao perfil de citocinas do plasma;

38



4 Resultados

4.1 CAPITULO 1- Polymorphisms in Plasmodium vivax Circumsporozoite Protein
Influence Parasite Burden and Cytokine Balance in a Pre-amazon Endemic Area from

Brazil

Artigo publicado no periddico Plos Neglected Tropical Deseases (PLoS Negl Trop Dis 10(3):
€0004479. doi:10.1371/journal.pntd.0004479), Qualis A1 em Medicina 1, Fator de Impacto
3.948

Versdao do manuscrito: inglés americano

Short Title: CSP Polymorphisms and Malaria Outcome

Bruno de Paulo Ribeiro!?, Gustavo Capatti Cassiano®, Rodrigo Medeiros de Souza*’, Dalila
Nunes Cysne?, Marcos Augusto Grigolin Grisotto’, Ana Paula Silva de Azevedo dos Santos?,
Cldudio Romero Farias Marinho*, Ricardo Luiz Dantas Machado®, Flavia Raquel Fernandes
Nascimento?”

! Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da Satide, Universidade Federal do Maranhio
(UFMA), Sao Luis, Maranhdo, Brazil

2 Laboratério de Imunofisiologia, Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Sdo Lufs,
Maranhao, Brazil

3 Centro de Investigacdo de Microrganismos, Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP), Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

4 Departamento de Parasitologia, Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP), Sdo Paulo, Sio Paulo,
Brazil

3 Laboratério de Imunologia das Parasitoses (Universidade CEUMA), Sdo Luis, Maranhio,
Brazil

® Laboratério de Pesquisa Bédsica em Maldria (Instituto Evandro Chagas / Secretaria de
Vigilancia em Saude / Ministério da Saude - [IEC/SVS/MS), Belém, Pard, Brazil

" Centro Multidisciplinar, Campus Floresta (Universidade Federal do Acre), Cruzeiro do Sul,
Acre, Brazil
*Corresponding author

E-mail: nascimentofrf @yahoo.com.br (FRFN)

39


mailto:nascimentofrf@yahoo.com.br

P
@ PLOS | TShicat diseases

Crosshark

§on e iy

EGP'EHA{E

Gaagion: Aibair BF, Camsianc G de Sowm A
Cymne O, Grisotto MAG. de Arewdo dos Sanins
APS, atal {20 %) Pokmomphemsin Psnodim
wanCimumspammin P oan (G5 F) nlunoe
Paaste Burden and Cytokine Balance ina Pre
Amzn Endemic Ama from Baal. PLol Negl Trop
(s 103 o000 TS, dor W0 T Vipumal.

it D004475

Editer:Maiya Eujl Aacn Diomod ADS Fesmrch
Canter with e Focedfeler Univrsit, UNTED
STATES

FReceiwed: August M, X015
Acongted: Febuay 1 I8
Prubdeshar it March 4, 20 %

Copynght © 2078 Fbam o . Thisis @ open
aooess ariidle dsnbuied under he bams o the
Lmave Conmans Altibuion LUcmsa, which pamis
unresiriched use, disinbu n, and repodudioninany
medum, provided the aignal auther and soure am
o ibed.

(Dnta Avrainbdity Satemant: Al reiovant dota am
within the paper and s Suppodng Inbrmaton fles.

Fancling This workwas funded by Fundag o de
Ampna Pesquis do Estade do Maoarhdc- Gant
mumier O ERAE: www Sapamg Er o FREFR
Comselho Naconal de Desavwdvwmente Centfios e
Tocnd g Grant nurm bor - X009 25009 B0 wew.
by o FRFR Consehe Macoml de

O sy ma i Clan ffioe @ Temadtg o Grnt

Polymorphisms in Plasmodium vivax
Circumsporozoite Protein (CSP) Influence
Parasite Burden and Cytokine Balance in a
Pre-Amazon Endemic Area from Brazil

Bruno de Paulo Ribeire”, Gustavo Capatti Cazslane”, Rodrgo Medelros de Soura™®,
Dalila Hurnes Cyene”, Marcos Augusto Grigolin Grisotte®, Ana PaulaSilvade Arevedo dos
Sanog’, Cléudio Romero Faras Marnho®, Ricardo Lulz Dantas Machado”, Fldvia Raguel
Femandes Hascimento®*

1 Progmsma da Pds- gmdungio am Ciéncias da Sadda, Uneosidad o Fodoral doMaranhdio {URMA), Sda
Luis, Masnhia, Branl, 2 Labomidoo do Imunofsciogn, Urivensdada Fodaral do Maranhda {UFMA), 5 80
Luis, Masnihia, Brazl 3 Commo da vastgagd o do Miomganemas, Faoidada do Modicna do Siodomd
da [Fio Prato {FAMERP), S8o Joat do Ao Pmta, 580 Paulo, Bazi, 4 Daepatamonto do Parasisologia,
Urinarsid ada da 580 Paula {ICBUSP), S0 Paulo, 5% Paulo, Benl, 8§ Contro Multdisopinar, Campus
Raorasta {Univarsdada Fadoral da Aom ), Cremmiro do Sul, Acm, Brazil,§ Labormdin da munalogia das
Parasio ses | Urieamsidade CEUMA), Sia Luis, Mamnhdo, Baril, 7 Laborstdeo da Posquisa Bigca am
Maldrm {Insiauio Evandro Chagas § Secmtara da Vigidn oa em Sadde ! Mnisiédnoo da Saide—IECSEVE
MAZ), B aldm, Pard, Brasi

* nasormon il S yah oa.oom i

Abstract

Mechanizms invohed in severe P wiae malaria remain undear. Parasite polymomphisms,
parasite load and hostcytokine profile may influsnce the course of infection. In this study,
we investingat=d the influsnce of cincu msporozoiie protein (C5F) polymophisms on parasie
ko and cytokine profile in patients with vivex malaria. A oross-sectional study was camied
ot im three cities: S8o Luis, Cedral and Buriticu pu, Maranhio staie, Brazil, aress of high
prevalence of P. wivax. |nterleukin (IL-2, IL-4, IL-10, IL-&, IL-17, tumor necrosis fscior alpha
(Th F-a, intereron gamma (| -y & nd trans forming growth iscior beta (TGF-R were guanti-
fied in blocd plasma of patients and in supsma tants from peripheral blocd mononudear cell
(PEMC) culiures. Furthermaore, the levels of cytokines and parasite kead were comelated
with VHZ210, VK247 and P.wivar-live CSP varants. Patients infected with P. vivax showed
increzsed |L-10 and |L-& levels, which comelated with the parasie load, howswver, in multipls
comparisons, only IL-10 kept this assodation. A regulstony cylokine profile prevailed in
plasma, while an inflammatory profile prevailed in PEME cutture supemata nis and these
patterns were relaied to O 5P polymorphisms. VK247 inlecied patients showed higher para-
sitaemiz and IL-6& concentrations, which were not associated 1o IL-10 anti-inflamma tory
effect. By confrast, in VK210 patients, these two cytokines showed a strong positie comela-
tion and the parasite load was lower. Patients. with the VK210 varizn showed a regulatory
oyiokine profile in plasma , while thoss infected with the VK247 variant hawve a predominanthy
inflamma fory cytokine profile and higher parasie loeds, which abogether may result in maors
complications in infection. In conclusion, we proposs that CSP polymorphisms is
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Author Summary

Recent evidences have sssncizted P i infections with dinical complications, previ-
ously only attribuwted to P. filriperrum malria. The interaction between host and parasite
may contribuie o severity of the disease, however, the specific contribution of each factor
remazing uncear. Previows studies have shown that pohmaorphisms in Plasmodium v
C5P may interfere in systemic resctions, respornse to dneg treatmenis, lesding todifferent
symploms x5 well 2 hemoral responses. In this study, we investigate whether these poly-
maorphisms could inflsence the parasite load and cyokine profile, which shogether may
infhsence the malaria outoome. [n thissense, studies have shown that subjects with kigh
parasitic loads, responding with prodsction of pro-infla mmatory cptekines develop a
more severs disease. The present data indicste that VE7 variant are sssocizted with sig-
nificant higher paragite losds and pro-infammatory cytokine profile companed 1o VE210
variani. [nthis regand, this study demonstrates that P wvax CSP pol ymorphisms have sys-
temic effects in the host immune response, and the investigation of immunogenicity of
parasite proteins may provide evidences fora betier undestanding of this infection.

Introduction

Malari cawsed by Flasrdngm vidx i respoisible forapp o mately 50% of malaria cases
that eecur outside Africa, predominantly in countries which are in the disease elimination or
pre-elimine tion phase [1]. Once considered clinically mild when compared with P. falopanm
infection, P. vivix malaris casse debiitating effects that affect social and economic indices of
the endemic regions and has been asoc ted with the occurmence of sevem cases around the
workd, including Braeil [2-5]. The mechanisms invalved inthis processare poorly undersiood
[1.8], vwever evidences of parasite vinlence, host inflimmation and parasite burden might
ply akey mle in mabri outoome[ 7.

Parasite virulence can be determined by genetic varitons in Plismodiem, particularly on
genes encoding immunegenic parasite antigens, such asthe repeated portion of the central
region of cincumsponasite protein (CSPI[R], which ishighly immusogenic, being one of the
st studied epitopes of the Flosmodium gemes [4]. In P vvx, CS3P exhibits two highly con-
served terminal regions (N- and C-terminal) and one variable central region composed by two
iniisxpeptides that repest in tandem, GDRA[ADYGOPA and ANGA(G/D MDD PG, charae-
terigtic of the VE2 10 and VE247 moelecular variants, respectively [10,11]. In addition to these
twe variants, there i also a third varation, P vivaxc-like, whose CSP present the repeated
APGANQIENG) GGAA sequence [12].

Inn Braceil, seralogical and mole culsr stsdies have shown the prevalence of these genotypes
acmds the country, especially in the Brazilin Amsson region & confirmed by molecular disg-
o, ina study carded out by Machado and Pévoa [13] in the states of Romdiiia, Amapd and
Pard Imterestingly, in s work the sccumence of VE210 vanant was observed in sngle infec-
tions, whereas the VE 247 and P, vivax-like vadants were demonstested only in mixed infee-
tins. The distribution of these variants was rexsesed later in Gve endemic areas of Brazi, and
VE 210 siill the most prevalent variant. However, these resulis showed a change in the
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dyramics of the distibution of the VE247 and P, viex-like vadants becase both of them
were also observed in single infections [14].

Immuendogically, te coure of inlction by Plusmodium depends on the Inlnce in the pro-
duction of pro- and amti-inflammatory cytokines. In cases where an inflammatory patiem i
prevalent, the disesse tends (o be mare severe. In severe malaria, there is an increased level of
inflammatory cytekines, such asimerieron gamma ([FN-y, iumor necrosis factor alpha (THNE-
dwaid i terdeuddn (L) -6 [15.16] D the other hand, high levelsof TL-10 have alio been repoted
i indlivideals with severs disexse and has been asoctted with cerebral malaria, Mo etheless,
e wpre gubation of [L-10 appears to occur after tie incres s in inllamma ey < yvtokines, dse to
a reguliory mechanism, to prevent the exacerbaied of inflammatory response and its deleteri-
aus effects [15-17].

There are stll many questions concernin g which Botor inkerent 10 the host and the pars-
site are respodsible e incrased systemic inflammation, parasite load and wosening of the
disease. CSP varian s infection may afeo drig rsponse, symplom severity and hemoral
respitise patterns in tee host [L3.18.19], however the inflsence of these varamtsin the cpokine
res priviise i parasite Josd remains wnclear. Ths, the present study simed to chamscterize the
molecular vanan s of CSP and to correlte them with the cpokine profile and the parasite losd
ity studied region. This research can demonsteste, even indireclly, differences in the degree of
virulence of these P vieir vanans and clarify the immun o ogical aspects of infection by F.
viviir Varanls b0 wnderda nd this o ew scenario asnockied with the disae,

Materials and Methods

Study design, region and population

Across-section al study was conducted from [ansary X011 o Febrsary 2003 with P. vz
infected patients from S350 Luis, Cedral and Buriticupu, 2 pre-Amaron region of the state of
Maranhao, which presents a high prevalen ce of . wiveir infections. Eligible P vnax-infected
patients were selected among people who sought medical care at the Center for Infectious and
Parasitic Diseases | CREDIP) in 530 Luis, Unit of Bagic Health { UBS) in Cedrl and Center of
Health UFMA in Buriticupe. Epidemiaogical question naires wen applied to every patient
who freely apreed to participate the study. The patients group inchded individiels of both gen -
ders who were positive for Plasmadium vivax in thick Boed smear and negative for Plismo-
aium falaparum, that had ot yet received trestment. A control growp inclsded healthy

irnllivi izl s whe lived in the sme area, that were ol infected with either Plismodium wwx or
Flasmuodium faleiparum. The thick Bood smear malania dizg rosis was further confimed by
nested PCR with species -specific pimens based on the Plismodium small subunit boomal
BNA (BN A) genes, as described by Singh and collesgues] X0 with modifications (see 51
Ddethaf). The trestment recommendad by Brasilinn Ministry of Health was guarsnieed forall
patients, incuding those who did mot agree to partici pate in the stsdy.

Caollection of plasma. perpheral blood mononuwclear cells (FBMC) and
enythrocytes

Avotal of 8 o 10 mL of blood was colected by st ndardized venipunciure in ethylenediamine
tetr cetie acid | EDTA) tubses Vacutainer (Becton Dickingon, San Jose, CA, USA)L Then, ali-
quots obtined from plasma were frocen 1 -80°C for subsequent evalo tion o the cytokines
con centration. Approsimately 7 ml of the remaining blood was wsed 1o e separation process
ai a Fiooll-Paque PLUS gradient | GE Healthe ane, New [ emey, USA) to obtain PEMC The cells
were then resuspended in 1 ml ofRPMI 1640 me dium (Sigma, 51 Lowis, USA), supplemented
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with 2 mM L-glutamine (Sigma, St Lowis, USA), 1% streptomyein { 100 gg'ml, Merdk), peni-
cillin G {100 U ml., Sigma, St Loasis, USA) and 10% fetal bovine serum (Sigma, 5S4 Lowis,
USA]. Sarmple were stained with Trypan Blee and cell counts and viabiity were scoessed using
2 hemocytometer (MNevbaver) chamber. Subsequently, the cells were cultured a5 posterody
described. Ervihrocytes were stored in two aliquos 21 - 20°C o characterize the malecular vari-
anits of P, wiveix and 1o quantily the parasite losd a3 deserbed Liter.

PEMC cuttures

PEMCS (2 x 10F cellsimLiwell) were plated in duplicates in 48-well fat bottom plates for 485
at 37 in 2 hemidified incubator containing 5% 00, After this period, the cultere asperna-
tanits were collected and Fomen a1 S0P C for subseque m ana bysis of the cytoldnes.

Determination of cytokines by cytometric bead array (CBA)

The concentrations of the [L-2, [L-4, [L-& [L-140, [FN-y, THF-w, [L-17 cytokines were mes-
sured using CBA Thl/Th2Th17 (Becton Dickinson Biosciences, San fose, CA, USA). The dos-
ape of TGE-Powas carred out using the Single Plex Flex Set { Becton Dickinson Bimciences, San
Jose, CA, USA) kiv A ot lof 50 pl of plsma sample and cul tere superistan s wene ansl veed
it FACSCalibur Dow cytometer (Becton Dickindon, San Jose, CA, USA) previously calibrsted
with "setup beads” incubated with feemscein isthioryamie (FITC) or phvoeerythrin (PE)
acoonding to the manufaciurer s recommendations. A standard curve was periormed foreach
cytokine, The results were analyeed inthe FCAP Army Sofiware (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) and the values were expressed in pg/ml for each cymkine.

Genotyping of the CSP of P. vivax

Plasmadial [N A was extracied from an aliqual of ervihrocpes wsing the Easy-DNA Kit { nvi-
trogen, Cadsbad, CA, USA), scconding to the recommend ations of the man wbcturer. The
amplification was performed scconding o the description by Cassiano and colleagues, with
sl fications [21]. A reaction mix with 2 fnal vohome of 25 pl was oliained: P e DHA,
1X PCR buffer (20 mM Tris-HC1 pH 8 4, 50 mM K1), 1.6 mb MgCl 02 mM of each dNTP,
02 pM of exch primer (5" AGGCAGAGGACTTGGTGAGA 3" and SCCACAGGTTACACTG
CATGG 37 and 1 U of Tag Platinum {Invitrogen, Carkbad, CA, USAL

The resction was performed in a thermocycler (DM A MasterCyeler, Eppendory, Germany)
& Wolkows: an initial cycle of 94°C for 15 min, followed by 30 cycles of 9°C for 1 min, 58°C for
Lanin and 72°C for 1 min, with 2 final extension &t 72°C for 10min. As 3 pogitive control, three
plesmids were wied, containing a gene insert of the repest portion of C5P amplified from the
VE210, VE247 and P, vivar-like varinis | BlueSeript, Stratagens, La Jolla, USA). For the nega-
tive comtnd of the reaction, sterie water was wsed.

The P.vivax CS5P vadants were charcterized by the analvsis of the PCR-restriction frag-
ment kength polymoerphism (PCR-RELP), following the method described by Casinn and ca-
leagues [21]. The digestion resction was performed ina final volume of 20 pl: 10 U of Alul
(Invitrogen), 2 pl. of the encyme resction bufer, 10pl ofthe PCR product and 7 pl of sterile
DM Ase-free water. The reactions were performed in 2 waterbath 21 37°C overnight.

Quantification of the parasite load by real-time PCR (gPCR)

Plazmadial [N A was extracied from an aliquot of the Hood wsing the QlAzmp DN A Mind Kit
(QIAGEN, Hikden, Germany), scoonding to the recommendations of the manubBcturer. The
GPCR was developed according to Crongalves et al. [22], using the commercial kit Macima
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SYBE Green (Permentas, Lithuania) and preparing & resction mix with a final volume of 15ul-
7.5 pl of Maxima SYBR Green master mixtune, (05 phd of esch primer, 4.0 pl of DN Ase- free
waiter and 2 ul of genomic DMA. The P1 genus -specific primer (5-ACGATCAGATACCG
TOGTAATCTT-3') was combined with a species-specific oligonudeotide primer for P. iz,
V1 (5-CAATCTAAGAATAAACTOOGAAGAGAAA-"). These primens amplified a 100-bp
apecies-specific fragment of the 185 rEN A gene.

The asavswere perfomed in triplicate in 2 Mastereyeler Realples Gradiemt Thermal Cyeler
{Eppendod, Hamburg, Gemmany) and consisied in the densturation ofthe templaie DMNA 2
9 o 10 mimetes and 40 cveles of 15 seconds at 95°C and 1 minmute 21 60°C, acquiring Msoe-
rescence at the end of esch step of the extension. The amplification was immed istely followed
by & dbissosciation curve thet comsisted of 15 seconds 2 95°C 15 seconds 21 60°C and one grad-
el temperature ncrease of 0.2°Cs™ up to 95"C, acquiring Tuorescence at each temperature
irangition. The result obtained by the software is exp ressed as the numbserof copiesof the plas-
mudial gensome in a DNA sample, which allows the estimation of the corresponding number of
parasitesin the smple. The sequence tamget possesied a length of abouwt 1040 base pairs. For
quanitits tion of parasitemia il was wied & stondard an amplified fragment with oligoasclectids
species-specific, purified and doned into plemid vector (pGEM T-Easy, Promega), wied 1o
transform bacteria DH10B drin. After confirmation of the sequen ce of doned recombinant
plesmids by sequencing, the solution s with the correct sequence wene measured by spectropho-
tometry anmd the number of copies per ull of the target sequence was cal culaied . [t was con-
atructed a curve with 10 points froom the serial dil wtion (dilwtion factor: 10) of the plasmddisl
anlution. The Bt point contained 1 Asdx10® copies of the target sequence and the gPCR quan-
tifies tioers limit was 0.2 parasitesull. of blood.

Statistical analysis

The statistical analyses were pedormed wing GraphPad Prism 50 and Stata 12 sofwanes. The
gender proportion on the vadams was ampared wsing Fisher's exad test After the normality
et of [PAgoating and Pexmaon, the differences obaerved in the cytokine profile were eval usted
wsi g thee two-tailed Manmn- Whitney test. For the comrelation anabyses, the valus were log trans-
formed, and the Spearman test was wed 1o evaluaie individ] cytokines and parasite losd associ-
ationd. To verfy the multiple asociation of cptokines with parasite koed the multivaniable nesr
regression maodel was wed. Cytokines and parasite koad dats wene expressed by median {inter-
quartile mnge-IQR). Differences were considersd significnt when p values < 0.05.

Ethics considerations

The present study was approved by the Ethies and Resea rch Commamittee of the Universidade
Federa] do Maranho | Protoce] ne. 23115 008013/ 2010-07). AT the study pa dicipa nts signed
awritien informed consent or had their legal guardians, if they were underage.

Results

Study samples and population

Actotal of 33 individ usk tested positive for P wiveex, however 8 were exchsded because they had
already started treatment. The 25 rema ining patients were from the pre-Amanon region of
Maranho, of both genders (24% were women and 76% were men) with mean of 329 years old
{ramge 3amd 58 vears). All patients were identified infected only with P vneee. The healthy
group consisted of nine individials from pre- Amazon region, state of Maranhio, Brazil, which
head simniler profile to patients group, with mean of 294 yeas old (23% women and 77% men).
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Genotyping ofthe CSP

The maost prevalent genotype was VE2 10/ 56%), followed by mixed infction (VE210/VE247)
(2% ) amd VE 247 (20%). Mose of the patients had the P. vivix-like vanant. VE210, VE247
ansd mixed infection groups hed 2 dmilar mean of age (307, 44 4 and 43.4 vears, respectively).
The gender difference was not statistically sigmificant among VE 210 and VE 247 growps (85 8%
and 0% of males, respectively) (p = L0 On the other hand, mived infection group had a half
of male patients (508 ), but alowas not statistically different of VE247 (p =0.54) and VE210
{p =0.13) proportion.

Plasma gytokine profile

The plasma levelsof [L-2, IL-4, TNF-@ and [L- 17 were very kow or undetectable in patient
and healthy group. The concentrations of [L-6 (median of 175 pg'ml; IQR 0005187 pgimlL)
(Eig 14) and IL-10 (median of 33.05 pgtml; IQR 3.9-135.4 pgfmL) (Eig 1B), in turn, were
higheer in individusl s infeted by P viven (= 00009 and p = (0002, respectively ) when compared
i healihy gronp (median of mero e both [L-6 and [L-10). Conversely, the TGE-f concentration
wait Jorweer in dnfected individuals {median of 22417 pﬁl'm[.; IR 1434 1-33504 ]:5.!'r.|1l.] |:||:r = (LIER
when compared i healdvy growp (medisn of 90507 pgiml; IOR 56580-107531 pg/mL) (Fig 1C).
Oy eight patients had detectshle IFN-y concen trations with 2 median of approsimately aere
Twmwrever, thene was rnuiﬂdiﬁmnldll-ﬁmrx:e u:-r.n.]:nru] foviee ]-ua]'ﬂly Froup I't"w. Ly
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Relation between cytokines and parasite load
The median parasite losd quantified by gPCR was 837 parasiteyiul. (IQR 65-XWK) pa rasites/
L), with positive cormrelation both with [L-6 (r = 068; p = 000002 ) and [L-10 {r= 064;
p=0.0005) (Eig2A and JB), indicating that these two cytokines tend to increase in response o
a raie in paratitsemia In sdditon w their comelation with the parasite load, [L-oand [L-10
aloo had a positive correlation with each other (r = 086 and p< 00001 { Fig 2C). The comrels-
it between the remaining cytokines was no perfomed due to very low or undetectable con-
centrations in the plasma of patients.

However, the multiple linear regression analyses amaong the IL- 10, [L-6 and parasite oad
showed that only [L-10 keeps this asocition with parsite oed (r =0.79%and p = 0005)
{Table 1).

Influence of the CSP genotypes in the cytokine profile and in the parasite
load

The parasite los ds were higher in ind pvidisals infected by VE247 (median of 3.35 log paasies’
pl; IR 3.1-3 Blog parsitesiul) compared i patienis infected by VE210 {median of 2.5 log
paragiteyiul; QR 1.8-31 log parasites/ul) {p =0.05) and patients with mized infection
{median of 1.8log pamsitesfpl; TOR 0.52-3.1 log pamsiesiul) (p = 001) { Fig 34). The sme
et was observed regarding [1-6 concentrations, which levels were higherin patients with
VE247 (median of 16.7 pg/ml; IQR 139-8239 pp/mL) compared to patients with VE210
{rnedia noof 108 pg/ml; IQR Q001 -25.54 pagtml) (p = 00d) and to tose with miced infec-
s {meedian of 108 pg/mL; TR (0001-11.25 pg/mL) {p = 0.05) (Eig 36

The variants did not infleence the [L-10 concentrations (Fig 303, but in patients infected
with VE210, the IL-10 levels comelated with [L-6 concentrations (= (.92 and p= 0.0001) {Eig
3E). However, in patients with VE 247, this was mot observed and mo correlation between the
Uy eytokites weas fonend (£= 0.3 and p = 068) ( Fig 300), which indicstes that the incresse in
inflammatory cpokines was not followed by the regulstory efect of [L-10 in thes patients.

Cytokine profile in the culture supernatant

Ins the PEMC cultiere supematants, onaly tee [L-104 media n of 0.09 pgfml; IQR 0000 -2 5 pg/
il and THE-u (median of 10,02 pg/ml; IQR 0. 78-52.06 pgiml) concentrations wen signifi-
cantly different compared to the healthy group (median of 2ero for [L-102mi 5498 pg/ml
with IQR 23.3-375.6 pgimL for TH B [L- 10 was higher {p = 003 (Eig 4B) and THE-o was
lower (p = 0.08) (Eig 400, In contrast to the resuli observed in the plisma, [L-6 prodisced by
PBMCsof patients {medizn of 194 pgiml; IR 38 3-808 3 pa'mL) did ot deow a signifeant
difference foxm the healihy group (median of 126 pgtml; QR 558-1472 pgiml) (Eig4A)

Interestingly, a different cptokine profile was dbierved betwe en plazma and the PEMC cul-
tures supernatanis. The median [L-10 concentration was 367 times higher in the plasma froom
patients when compared to that of the culture supematant. The concentration of the infls moma -
tory < vokines TRE-aand [L-6 were higher in the cul tere supernstant than in the plama, and
[L-6 resched 111 times higher concentrations in the supermnatant (Fig 400, Most patients hed
an increxsed [L-6ooncen tration in the cultum supernstant companed to that in the plasma (Fig
AE). Inddividuals who eshilvited 2 grester [L-10 response in the plasma (sbove 30 pg/mlL) had
cells that prodisced lower amaounts of the same cytokine in culture (below 8 pgiml) (Eig 45 In
addition, patients with low levelsof IL-10in the plsma maintsned this low baseline prodic-
oo i cultuere supernatant. Altogether, these fcts explain the small medizn valee found for
this evtokine in e culture sepematant. Little or no THNF-a@ prodisction was detected in the
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miL) {B)and {C). Eadh poiri mpe o s $o minive passisomia and oyioking respon ses ofa singlin pasont
P and B or reprasan s tha miasva IL- 10 and IL-6 {C) meponses of 2 sngle patont, n =25 infected patams.
Tha mmolaions wom dolermnad by Spoaman’s @molaion tests.

o 90,17 Vipumal prid (00447 5 g0

plsma of infected patients, however an increase in production was observed the culture super-
matants (Fig 40

Dizcussion

vz sporosoites are covered with CSP, 2 highly immunegenic protein, which is involved in
v akion mechanisms into hepatocyes. In the present stdy, it was shown that the CSP poly-
mosrphisms are determinants for both the cytokine belance and e paradte load in vivax

ma baris . Further, the VE247 vadant induced 3 mone prominent inflammatory profle and the
highest parazite losds, suggesting duat these CSP pol vmorphisms lave systemic effects chang -
ing varizbles that mayinflsence the cowrse of infection.

[rsitially, it was observed that patient infected with P. v dowed increased plasm [L-10
and [L-6 levels which was associated with the parasite load. This result corroborates with ather
authors whe demonstrated that ine ressed concen trations of IL-6 and IL- 1 producing cells,
were aisociated with incrested parasitaemia [16,23] Our resuhs support the notion that in the
initia] moments of the inletion, te [L-6 conceniration increased 48 4 mspomie W i crase in
parasite kad and issubsequently controlled by [L- 10 secretion &5 s been discussed for other
authors [15-171. This hypothesis was reinforced in tis stiudy by the muliivariable regresion
aralyies, which showed that, despite the individial corelstion of parasite load with [L-6, only
[L-10) is assosciated to parasite losd in this context. Thus, we ssgget that the incresse of [L-6
induces a counter-regulbitory [L-10 production, which, in tums, is cruscial o the balance of the
e s e -Tenad iy ke raction.

[t is important o emphasiee that the severity of the malaria is intrinsgcally rebated to infam-
matory resction and, despite the Bt that [L-10prevents the deleterious effects camsed by a
exaoerbated inflammatory response [23.24], it may oon trilu s 1o the maintenance of the pars-
site in the host, in an equilibested relation. Hence, it is reasonsble to think that the malana out-
come depends on the ability of parssite to regulate the inflammatory espomse by induction of
[L-10 prosihsction. This hypoethesis is reinfroed by 2 munine model where it was demonstrated
that [L- 10 depleted mice are able to control parsite replication during P, drabaudi A8 infec-
tiom, however, they develop 2 severe malaris mediated by inflammatory cyiokine sction

The eytokines [L- 140, [L-6 and THF-a were detected in the PBMC cul ture supernataiis,
howeveran inversion in the cytokines pattern was observed in relation 1o plsma levels | Fig
Al The [L-10concentration was higher in plisma than in the supematant { Eig 4B, in the
other hand inflammatory oy tokines sisch [L-6 2 nd THE-o were higher in the supermatant {Fig
AE ard 4F). These resulis sugget that despite the PBMC from patients produced mane [L-10
than healihy individsals (Fig 489, the IL-10 production wasalmost abaished inthe absence of

Takde 1. Multivariable analysis of correla Son among oyiokines and parasie load

Factors LLowg parasite koad

Coeficient p valug 95% Conl. interval
Lo L6 -0L002 0980 -2, 0 20
Log IL-10 0.Tas Q008 06T, 1. 524

i 90,17 Vipumal pri (004 47 56000
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by nonpam matro Mann-Wiitna y U tosts{ "p<0008). In E, F, and G, aach point roprasont s ha nalative plasmafapamatan IL-6 {E)LIL-10{F), and THF-a {{&)
msponses of a sngha pafent . in D, $o bas weom e o median of eadh oyiokina in $o plesma onsugon st .

i 10,37 fpurmal o (006 47 004

systernic influence of parasite [ Eig 400, Based on that we suppose that the regulstory patlern
abserved in v is not necesary ex vive anymare, despite the presence of high levels of 116,
differently from that observed i v, where the regulatory respomnse was important to control
L.

Given this regubiiory response thal seems Lo eocur i vivg, we investigated the influence of
CEP gene polymorphisms on the plasmatic ¢ viokine posfile. The present study provided evi-
dences, even that indirectly, of diferences in the modils tion of host response and malbari out-
e armnaon g varin s of this protein. [n this stedy, there wasa prevalence of VE210 in single
infections, what comoborate with sther studies performed in the same region [14.27]. This
demanarates st there was no dominance sl maton among the varsnts along vears inthis

[t Tz already been shown that individusls with severe vivax malaris have an imbalbanee in
their cvtokine msponde towand an infammatory profile and alao have higher pamsitema
compared o these with uncomplicated malada [15]. Based on this Bet, we investigated the
iniflsence of e varian s on the parsite load ofthe individusls The result of Fig 34 show that
patien s infected with VE247 eshibited & significamtly higher parasite load than these with
VE 210 and mixed in e tions. This result differs from thet found by Meschodo and Povoa [13],
whe observed the greatest parasitsemia in individuals infced by VE2 140 This difference may
be becawse the suthors not found patien s with VE247 in single infections, what impains o
compare the resulis. A possible hypothesis for VEC247 higher parasite loads is the “immune
selection™ occurrence, since the constant VE2 10 prevalence over all these vears in analyred
region may have genersted high 2 nti- VE 2 10 an tibody titers, hindering the infection establish-
me it by this variant and Beiliating by VE247. Even though we did not ood wct the antibodies
research, it is kown that in Brarilian Amaeon endemic areas ther isa smaller antibody
respodse b0 VE24T in the presence of VEZ10 [18].

Even though CSP expression oocurs only in liver stage [28] the immunaogical mesporse o
this protein reflects in blosd sage of the parsite, snce it & a target mot oaly 1o humon)
respinie bt 2l to 3 protective cellubar response [29]. Mormeover, in 2 murine model of naturl
infection, it was demonstrate that CSP-specific CO8+ T cells were primed by dend ritic cells mot
iy Jocally ins liver but sl in draining lymph sodes [30). Beside this, it was fund in 2 murine
] thet spomecdte antigen persists for over § weeks afler immumization and remains being
presented to naive cells, incuding these that are recently recrsited from thymus [311

In order to investigae the systemic inflwence of CSP varims, we perirmed comelbstion analy-
15 of these varmnts with the phamatic cptokines. A sgnificant incresse of [L-6in patien & with
VE 247 infection was observed when compared to VE210and mixad infections { Fig 3681 On the
other hand, there was no difference in [L- W prodsction amang the growps { Fig 30). Addition-
ally, in patients with VE 210 infection there wasa significant positive cormelstion between [L-6
arwd [L- 1, which suggests that the incresse in inflammatory cviokines was followed by increase
ins thee regub bery repomnse in the sime patients | Fig 3E), cornelation that was not observed in
VE 247 infectad patients { Eig 300 These findings demonstmte that VE247 may cause a sustained
and stron ger inflammatory responde than VE2 10 since this res ponse was nol followed by [L-140.
Druse ey this absence of a saciation, we suppest that the necessary equil irumito control the infec-
tds i rel present in tee VE247, since there & a ligh inflammaory resporse 2 md parssite losd,
without association tothe counter- regd story effect of 1L-10cvokine. Based on this conkext we
supgest that VE247 may imdisce 3 maone severe infection pattem.
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Despite the apparent asocition of phamatic inlammatory pattern to the varint, there was
10 sagn ificant diference in [L -6 amd [L-10 in PBMC supernatant. Besides, there was mo oomela-
tiod between these cyokines in each vaniants groups (51 Fig). This reslt from plasma and
PBMC cultures demonstrates dyat the CSP varints may be, 3t leas partially, diferent in deeir
abdlity to indusce initia] inflammatory mesponse.

[nn conchesion, we showed for the first time thet P e CSP polymorphisms may have sys-
temic effects that infleence the crokine profile and paraite load. [t is importam 1o emplasine
thet VE247 is mot commen in siogle in ke ction in the pre- Amacon region [13,14,27]. However,
i our study, the ample of VE247 in single infection was representative since we had ahigh
percentage { X¥%). Our findings represent an important step for better wnderstanding the new
scenario related to vivax makiria and shows that paymorphisms in immunegenic proteins of
the parasite may be crscisl to better understanding this infection 2nd predict malars astoome.

Supporting Information

51 Fig Cytokine profile insupematant according cirou msporoesite protein (C3F) geno-
types. Cytokines were messured by CBA. A Interleukin & (pgimL); B Intedeukin 10 (pg/mLY;
The bar represenisthe median of the group, n= 25 patients P vahees were determined by non-
parametric Mann- Whitney U tests. In correbtions analyses, the xa s indicates Log [L-4
superiatant concentrations ( pgimlL) in VE210 (C) or VE247 (D); the y axis indicates Log [L-
T sueperma tant concen trations (pgiml) in VE210(C) or VE247 (). Each poim represents the
relative [L- 10 and [L-6 responses of 2 single patient. Correlations were dete muined by Spear-
i s correlation el

(TIE)

51 Method. Nested PCR for Plasmodinm vivix and Phoemodiom falcgparam characte rza-
tion. To confirm the thick boed smear disgnosis was pedformed a nested PCR with species-
specific primers based on the Mamodnm small asbenit ribosomal BNA (ssrBNA) genes.
{DOCX)

51 Strobe. Chedkdis of items that should be induded in cros-sectional g udies. Detailed lia
of each item of 3 cras-sectional study and its bocation in the manwseript.
{DOCX)

51 Dataset. Data underlyving the findings describved in manuscript Commp lete and individus]
data sbout the cvtokine concentrations, parasite losd and charscterimation of CSP varania
(¥XLSX)
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Suplementary method

All patients had negative thick blood smear for P. falciparum and were positive for P. vivax.
This was further confirmed by nested PCR with species-specific primers based on the
Plasmodium small subunit ribosomal RNA (sstfRNA) genes, as described by Singh and

colleagues[1], with modifications, as follow:

“Plasmodial DNA was extracted from an aliquot of the concentrate of erythrocytes using the
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), according to the recommendations of
the manufacturer. The amplification was performed according to the description by Singh and
colleagues., with modifications[1]. A reaction mix with a final volume of 25 uLL was obtained:
5 uL of DNA template, 0.25 uM of each primer (rPLU 1 and rPLU 5), 4 mM MgCl, (Fermentas,
Lithuania), 10 X PCR buffer (10 mM Tris—HCIl, 50 mM KCI, 0.08% v/v) (Fermentas,
Lithuania), 0.12 mM of each dNTP (Roche) and 0.16 U of Taq DNA polymerase (Fermentas,
Lithuania).

Nest 1 amplification conditions were as follows: step 1, 95°C for 4 min; step 2, denaturation at
95°C for 30 sec; step 3, annealing at 55°C for 1 min; step 4, extension at 72°C for 90 sec; repeat
steps 2—4 35 times, and step 4 for 5 min. One microliter (1 pL) of the nest 1 amplification
product served as the DNA template for the nest 2 amplifications. Nest 2 amplification
conditions were identical to those of nest 1 except that the annealing temperature in step 3 was
58°C for the species-specific primers (rFAL 1 and 2, rVIV 1 and 2). The PCR products of nest

2 amplifications were analyzed by gel electrophoresis and staining with bromophenol blue.

The primers used were:

rPLU 1: 5°- TCA AAG ATT AAG CCA TGC AAG TGA-3’
rPLU 5: 5°-CCT GTT GTT GCC TTA AAC TCC-3°

rFAL 1: 5°- TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3’
rFAL 2: 5°- ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3’

rVIV 1: 5°- CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3°
rVIV 2: 5°- ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAGTCCTTA-3
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Fig. S1. Cytokine profile in supernatant according circumsporozoite protein (CSP)
genotypes. Cytokines were measured by CBA. A: Interleukin 6 (pg/mL); B: Interleukin 10
(pg/mL); The bar represents the median of the group, n=25 patients. P values were
determined by nonparametric Mann-Whitney U tests. In correlations analyses, the x axis
indicates Log IL-6 supernatant concentrations (pg/mL) in VK210 (C) or VK247 (D); the y
axis indicates Log IL-10 supernatant concentrations (pg/mL) in VK210 (C) or VK247 (D).
Each point represents the relative IL-10 and IL-6 responses of a single patient. Correlations

were determined by Spearman’s correlation tests.
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Resumo

Os macroéfagos cldssicos (M1) e alternativos (M2) se diferenciam funcionalmente pela forma
como metabolizam a L-arginina e pelas citocinas que produzem. Macréfagos M1 secretam
principalmente citocinas inflamatdrias ao passo que os M2 produzem citocinas reguladoras. A
IL-10, citocina com propriedades anti-inflamatdrias tem papel crucial na maldria e sua produgdo
€ quase sempre atribuida a linfécitos T reguladores, de forma dependente de TGF-f3. Porém,
resultados recentes tém demonstrado que sua producdo também pode ocorrer por fontes
independentes desta citocina. Neste aspecto, investigar a participacdo de macréfagos
polarizados na fase aguda da maldria pode contribuir para melhor compreensao da dinamica da
infeccdo. Neste trabalho, amostras de 25 pacientes infectados exclusivamente por P. vivax e 9
controles sauddveis foram coletadas e processadas para obtencdo do plasma, dos eritrécitos e
das células mononucleares (PBMCs). Foram dosadas as atividades da arginase, da superoxido
dismutase (SOD) e da NOS2 (via producio de nitritos) no plasma e no sobrenadante de cultura
das PBMCs, enzimas que caracterizam funcionalmente a atividade dos macréfagos. Avaliou-
se entdo a participacdo de Polimorfismos da CSP de P. vivax e da carga parasitdria na inducao
do perfil observado. As atividades de arginase e SOD foram maiores em pacientes agudamente
infectados com P. vivax, sendo que pacientes infectados exclusivamente com variante VK210
apresentaram as maiores atividades de arginase em relacdo aos outros grupos. Nenhuma das
enzimas correlacionou-se com a parasitemia. Pode ser sugerido, portanto, ainda que
indiretamente, que macrofagos reguladores podem atuar nesta fase da infeccdo e que
polimorfismos da CSP té€m efeitos sistémicos que afetam diretamente este perfil e,
consequentemente, a resposta imune do hospedeiro.

Palavras-chave: Plasmodium vivax; Proteina Circunsporozoita; Macrofagos; Arginase;
Superéxido Dismutase; Oxido Nitrico Sintase.
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Introducao

O quadro clinico cldssico da maldria, caracterizado por febre, calafrios, sudorese, astenia
e cefaleia, coincide com a esquizogonia eritrocitdria (HALDAR E MOHANDAS, 2009) e se
desenvolve logo nos momentos iniciais do ciclo sanguineo devido a resposta inflamatéria de
citocinas desencadeada por células da imunidade inata visando controlar a parasitemia
(STEVENSON e RILEY, 2004). Porém, esta resposta inflamatéria, ao mesmo tempo que é
importante para o controle da infec¢do, precisa ser limitada por mecanismos reguladores, pois
também € lesiva ao préprio hospedeiro (ANSTEY et al, 2009; JAIN et al, 2010; BUENO et al,
2010).

A principal citocina envolvida neste controle € a IL-10. Dada sua importancia na infeccao,
muito tem se discutido sobre sua principal fonte na maldria, porém os dados disponiveis ainda
sao antagonicos (COUPER et al, 2008; GONCALVES et al, 2012; ROSARIO et al, 2012).

Células regulatdrias cldssicas e ndo cldssicas ja foram encontradas como fonte de IL-10
em diferentes modelos de maldria murina e humana. Neste aspecto, estudo em modelo de
maldria murina com P. chabaudi encontrou células Thl efetoras como fonte desta citocina
(ROSARIO et al, 2012), ao passo que em modelo com P. yoelii foram as células T regulatérias
tipo 1 (Trl) adaptativas as responsdveis por sua producdo. As células Trl se diferenciam das
células T cléssicas pelos marcadores de superficie e também por ndo produzirem citocinas Thl,
Th2 ou Th17 (COUPER et al, 2008). Em contrapartida, em modelo humano, demonstrou-se
aumento na quantidade de células T CD4*CD25*Foxp3* em pacientes infectados com P. vivax,
sugerindo ser esta célula T cléssica a principal fonte de IL-10 no curso das infec¢des que, neste
caso, também cursou com aumento de TGF- (BUENO et al, 2010).

Porém, sabe-se que os linfécitos Treg dependem de IL-2 para se manterem na periferia
(COUPER et al, 2008) e que a producao de IL-10 por estes tipos celulares depende do estimulo
de TGF-3 (FAHLEN et al, 2005; WALTHER et al, 2005; NIIKURA et al, 2011). Resultados
recentes em pesquisas envolvendo maldria vivax t€m encontrado hospedeiros apresentando
elevados niveis de IL-10, porém com TGF-f3 reduzido (HAN et al, 2010; RIBEIRO et al, 2016),
indicando auséncia de relacdo entre as duas citocinas e levando a questionamentos acerca de
sua provavel fonte na fase aguda da infec¢do.

Neste cendrio, ganham destaque os macréfagos, reconhecidos como células heterogéneas
capazes de produzir IL-10 e de apresentar respostas funcionais polarizadas em relacdo a um

estimulo inflamatério. Esta polarizacdo de respostas levou os macréfagos a serem classificados
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em M1 (resposta imune inata) e M2 (fase de resolu¢do da inflamacao) que, funcionalmente, se
diferenciam pela forma como metabolizam a L-arginina. Macréfagos M1 metabolizam a L-
arginina pela NOS2 para produzir NO, ao passo que macréfagos M2 metabolizam a L-arginina
pela arginase I (argl) para produzir L-ornitina, molécula precursora de putrescina, espermidina,
espermina e L-prolina, envolvidas em processo de reparagdo tissular e proliferacdo celular
(MANTOVANI et al, 2002; BRONTE E ZANOVELLO, 2005), porém a definicdo das
caracteristicas de macréfagos polarizados ainda € critica e sua participacdo na maldria
permanece desconhecida.

A importancia de células mieldides, tais como macréfagos e células dendriticas (DCs) vai
além de sua capacidade para fagocitar e destruir patégenos. Estas células também iniciam a
ativagao de linfécitos T e sdo responsdveis por sua desativacao para evitar danos aos tecidos
quando a infecg¢do ja estd sob controle. Uma das vias pelas quais as células supressoras
mieldides realizam este controle é pela regulacio do metabolismo da arginase (BRONTE E
ZANOVELOQ, 2005). Em modelo experimental com carcinoma de préstata em humanos foi
demonstrado que o aumento do metabolismo da L-arginina por células miel6dides pode culminar
em reducgdo da ativacdo de linfécitos T (BRONTE et al, 2005).

Logo, apesar de classicamente atribuida a linfécitos T reguladores, na maldria, a produgao
de IL-10 pode ocorrer por fontes alternativas e independentes de TGF- (COUPER et al, 2008;
BUENO et al, 2010; ROSARIO et al, 2012), porém este mecanismo ainda ndo estd
completamente elucidado. Neste aspecto, investigamos funcionalmente a participacdo de
macrofagos polarizados na fase aguda da infeccdo, caracterizando as principais enzimas que
determinam a atividade destes fagdcitos e avaliando a participacdo de varidveis parasitdrias na
inducdao do perfil observado. Pesquisas como esta podem fornecer novos alvos para
intervengdes em quadros de infeccdo por maldria, além de contribuir com novos

esclarecimentos acerca da imunopatologia da infec¢do.

Material e Métodos

Perfil amostral, obtencao do plasma e das PBMCs e genotipagem da CSP
Pacientes de ambos os géneros provenientes das cidades de Sdo Luis, Cedral e

Buriticupu com gota espessa positiva para P. vivax e negativa para P. falciparum e que

aceitaram participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE). O grupo controle foi composto por individuos da mesma area e com gota espessa
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negativa para Plasmodium. Ap0s a coleta, foram obtidos o plasma e as PBMCs dos individuos
e seus eritrocitos foram utilizados para genotipar a CSP de P. vivax, conforme método descrito

por Ribeiro et al (2016).

Cultura das PBMCs

As PBMCs (2 x 10° células/mL/pogo) foram transferidas em duplicata para a placa de
48 pocos e mantidas em cultura (estufa 5% COz) por 48 horas. Ao final deste periodo, o
sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C para caracterizacdo das atividades de SOD e

Arginase e para a dosagem de citocinas.

Quantificacao das citocinas por CBA

A concentracdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF, IL-17 e TGF- foi
mensurada utilizado a técnica de Arranjo Citométrico de Esferas (CBA), utilizando o kit para
citocinas humanas Th1/Th2/Th17 (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). Para a
dosagem de TGF- B foi utilizado o kit Human TGF- 1 Single Plex Flex Set (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA).

Cinquenta microlitros dos plasmas e sobrenadantes de cultura foram analisados
utilizado o citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA),
previamente calibrado utilizando “setup beads” incubadas com FITC (Isotilcianato de
Fluoresceina) ou PE, conforme as recomendacOes do fabricante. Uma curva padrao foi
delineada para cada citocina. Os resultados foram analisados no software FCAP Array Software

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

Quantificacao de nitrito (NO*) pelo ensaio de Griess

A concentragdo de Nitritos (NOz")/Nitratos (NO3") foi avaliada pelo ensaio de Griess
conforme descrito por Fernandes et al (2012). Todos os reagentes utilizados para a
quantificagdo dos nitritos foram obtidos junto a Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).

A incubacgdo de 80 pL das amostras com 20 pL de nitrato redutase 1U.mL" e 10 uL de
NADPH em estufa a 37°C por 30 minutos reduziu os nitratos (NO3") presente no plasma dos
pacientes para Nitritos (NO2). Apos do periodo de incubacdo, foram adicionados 100 pL do
reagente de Griess e a placa foi novamente incubada a 37°C por 15 minutos. A leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro a 550 nm e, apds subtrair a leitura de seus
respectivos brancos, a concentracio de nitritos foi determinada utilizando a curva padrao (80
pL do padrdo de nitrito 1M diluido seriadamente nas concentra¢des de 600, 300, 150, 75, 37.5,
18.8,9.4,4.7,2.3 ¢ 0 uM) e seus resultados foram expressos em puM.
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Dosagem de Arginase

Todos os reagentes utilizados para determinacdo da atividade da arginase foram
provenientes do kit de Ensaio da Atividade da Arginase (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA),
seguindo as orientagdes do fabricante.

Cem microlitros dos plasmas ou sobrenadantes foram filtrados para retirada da ureia
fisiolégica utilizando-se os filtros Amicon Ultra 0,5 mL- MWCO 10KDa (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e centrifugando as amostras a 14000g por 1 hora.

Ao final da filtracdo, metade do volume obtido foi incubado a 37° por 2 horas com 10
pL do substrato tamponado contendo arginina. Apds este periodo, foram adicionados 200 puL
do "reagente ureia" e a placa foi novamente incubada por 1 hora a temperatura ambiente.

A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro a 430 nm e, apds subtrair
a leitura de seus respectivos brancos, determinou-se a atividade de arginase nas amostras
utilizando-se como referéncia a absorbancia obtida para 50 pL. do padrio de ureia (1mM),
seguindo a formula abaixo descrita pelo fabricante, na qual “T” é o tempo de rea¢do (min), “V”
¢ o volume de amostra utilizada apos a filtracao, “ImM” ¢ a concentracao do padrao de ureia e
“50” ¢ o volume de reacdo do padrdo. Os resultados foram expressos em unidades/litro, onde
1 unidade de arginase € a quantidade de enzima que converte 1 umole de L-arginina a ornitina

e ureia por minuto a 37°C e pH 9,5.

Aamostra- Abranco  (ImM x 50 x 10°)
Apadrao- Adgua X (VxT)

= Atividade de Arginase

Dosagem de Superdoxido Dismutase (SOD)

Todos os reagentes utilizados para determinacdo da atividade da SOD foram
provenientes do kit de Ensaio da SOD (Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA), seguindo as
orientagdes do fabricante.

Vinte microlitros dos plasmas ou sobrenadantes foram incubados a 37° C por 20 minutos
com 20 pL da solucdo de xantina oxidase e 200 puL da solucao WST (sal de tetrazolium).

A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro a 450 nm e, apés obter a
leitura dos brancos, os resultados foram expressos na forma de atividade da SOD (%), calculada
em relacdo ao padrdo de atividade minima de SOD (100% de formacdo do corante WST-

Formazan) representado pelo branco 1, de acordo com a férmula abaixo:

(Abrancol - Abranco3) - (Aamostra - Abranco?2)
(Abrancol -Abranco3)

x 100= Atividade da SOD (%)
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Analise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.0. Para
determinar se a variabilidade das amostras seguia um padrao de distribui¢do normal foi aplicado
o teste de D’ Agostino-Pearson. A significancia das diferengas observadas entre pacientes e
controles foi determinada utilizando-se teste bicaudal de Mann-Whitney. Para as anélises de
correlacdo foi utilizado o teste de Spearman. Para a caracterizac¢do de resultados “Outliers” foi
utilizado o Teste de Grubbs. As diferencas foram consideradas significativas quando valores de

p<0,05.

Resultados

Atividade da Arginase

Os pacientes infectados com P. vivax apresentaram aumento da atividade de arginase
no plasma (P=0.03) (Figura 1A), com uma atividade mediana de 19.2 und/L (intervalo
interquartil: 9.9- 23.6 und/L) e de 7.6 und/L (intervalo interquartil: 6.6- 12.9 und/L), nos
pacientes e nos controles, respectivamente.

Este aumento de atividade da arginase desaparece com a retirada do parasito na cultura
de 48 h (figura 1B). A figura 1C demonstra que a maioria dos pacientes (91%) que possuiam
elevada atividade de arginase no plasma tem a acdo desta enzima reduzida apés 48 h sem

contato com o parasito.
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Figura 1. Atividade da Arginase no plasma e sobrenadante de cultura de 48 h de pacientes
infectados com P. vivax. A atividade da arginase foi determinada por ensaio colorimétrico
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da Arginase (Sigma Aldrich). A barra representa a
mediana dos grupos. A: atividade da arginase no plasma (n=25 pacientes e 8 controles); B:
atividade da arginase no sobrenadante de cultura de 48 h das PBMCs (n=23 pacientes e¢ 9
controles); C: Variacdo individual da atividade de arginase dos pacientes entre plasma e
sobrenadante de cultura (n= 23 pacientes). Em A e C, pacientes representados por (0) e (0O)
foram considerados Outliers (teste de Grubbs com p<0.05)
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Producao de Nitrito no plasma
A concentragdo mediana de nitritos no plasma dos pacientes foi de 5.38 uM (intervalo
interquartil 4.4- 5.6 uM), ndo apresentando diferenga significativa em relacio aos individuos

sauddveis, nos quais sua concentracao foi de 4.82 uM (intervalo interquartil 3.0- 5.6 uM)

(P=0.84) (Figura 2).
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Figura 2. Producio de nitrito no plasma de pacientes infectados com P. vivax. A
concentracao de nitrito foi determinada pelo ensaio de Griess. A barra representa a mediana dos
grupos; n=24 pacientes ¢ 8 controles. Paciente representado por (0) foi considerado Outlier
(teste de Grubbs com p<.0.05)

Atividade da SOD

Os pacientes infectados com P. vivax apresentaram aumento da atividade da Super6xido
Dismutase no plasma (P=0.02) (Figura 3A), com uma atividade mediana de 77.88% (intervalo
interquartil 66.7- 88.2 %), ao passo que nos controles esta atividade mediana foi de 60.47%
(intervalo interquartil 51.5- 64.5 %).

Nao houve diferenga na atividade da enzima no sobrenadante de 48 h das PBMCs
(Figura 3B). A avaliagdo individual da resposta entre o plasma e o sobrenadante mostrou que a
maioria (91%) dos pacientes que possuiam elevada atividade da SOD no plasma tem a agdo

desta enzima reduzida no sobrenadante (Figura 3C).

Influéncia do Polimorfismo da Proteina Circunsporozoita (CSP)

A variante VK210 induziu aumento na atividade de arginase (mediana 19.2 und/L;
intervalo interquartil 13.8- 23.6 und/L) em relagdo a VK247 (mediana 9.1 und/L; intervalo
interquartil 5.4- 10.2 und/L) (P=0.02) (Figura 4A). A atividade de SOD e a producdo de nitritos

ndo sofreu influéncia dos polimorfismos da CSP.
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Figura 3. Atividade da SOD no plasma e sobrenadante de cultura de 48 h de pacientes
infectados com P. vivax. A atividade da SOD foi determinada por ensaio colorimétrico
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da SOD (Sigma Aldrich). A barra representa a mediana
dos grupos. A: atividade da SOD no plasma (n=25 pacientes e 9 controles); B: atividade da
SOD no sobrenadante de cultura de 48 h das PBMCs (n=24 pacientes e 9 controles); C:
Variacao individual da atividade da SOD dos pacientes entre plasma e sobrenadante de cultura
de 48h (n= 24 pacientes).
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Figura 4. Influéncia de polimorfismos da CSP sobre a atividade da arginase, SOD e
concentraciao de nitritos em pacientes infectados com P. vivax. As atividades da arginase,
SOD e nitrito foram determinadas por ensaio colorimétrico e as variantes caracterizadas por
PCR-RFLP. As barras representam a mediana dos grupos. Em A: Influéncia das variantes sobre
a atividade da arginase; B: Influéncia das variantes sobre a atividade da SOD; C: Influéncia das
variantes sobre a produ¢do de nitritos. Em A e C, pacientes representados por (©) e (0) foram
considerados Outliers (teste de Grubbs com p=<.0.05).
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Influéncia da parasitemia
Nenhum dos pardmetros analisados apresentou correlacdo com a carga parasitiria

(Figura 5).
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Figura 5. Correlacao entre as atividades da Arginase, SOD e concentracio de nitritos com
a carga parasitaria no plasma de pacientes infectados com P. vivax. A atividade da arginase
foi determinada por ensaio colorimétrico utilizando o kit de Ensaio da Atividade da Arginase
(Sigma Aldrich). A atividade da SOD foi determinada por ensaio colorimétrico utilizando o kit
de Ensaio da Atividade da SOD (Sigma Aldrich). A concentragdo de Nitrito foi determinada
pelo ensaio de Griess. As parasitemias foram quantificadas por PCR em tempo real. Os
resultados foram expressos em Log. Em A: Correlagdo Log Arginase x Log Parasitemia; B:
Correlacdo Log SOD x Log Parasitemia; C: Correlacdo Log concentracdo de Nitritos x Log
Parasitemia. Em A e C, pacientes representados por (©) foram considerados Outliers (teste de
Grubbs com p<.0.05).
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Correlacao entre o perfil de citocinas do hospedeiro e as atividades da
arginase e da SOD

Nao houve correlagdo entre as concentragdes de IL-6 e IL-10 e a atividade de arginase
nos pacientes (Figuras 6A e 6B, respectivamente), mesmo quando analisamos a correlacio entre
as citocinas e a enzima separando os pacientes em grupos de acordo com as variantes da CSP
(dados nao mostrados). Também ndo houve correlacdo entre TGF-f3 e a atividade da enzima
(Figura 6C).

N3ao houve correlagdo entre IL-6, IL-10 e a atividade da SOD no plasma dos pacientes
(Figuras 7A e 7B). Porém, a atividade de SOD apresentou correlagdo positiva com TGF-

B (r=0.69 e P=0.0002) (Figura 7C).
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Figura 6. Correlacao entre as atividades da Arginase e citocinas no plasma de pacientes
infectados com P. vivax. A atividade da arginase foi determinada por ensaio colorimétrico
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da Arginase (Sigma Aldrich). As citocinas foram
quantificadas por CBA. Os resultados foram expressos em Log. Em A: Correlacdo Log
Arginase x Log IL-6; B: Correlacdo Log Arginase x Log IL-10; C: Correlagdo Log Arginase
x Log TGF-3 (n=24 pacientes). Em A e C, pacientes representados por (©) foram considerados
Outliers (teste de Grubbs com p<.0.05).

69



r=-0.33
2.2 A

(a] P=0.09
Uo') 2.0 ° e’ o .° .
Sl A
[}) ° L4
T 1.6-
S .
2 141
<
c) 1.2' o
<)
J 1-0 T T L] L] 1
-6 -4 -2 0 2 4
Log IL-6 (pg/mL)
=-0.07
8 22:B P=0.71
0 201 oo’ ° * °
© ° [ eo o ®
T 18- . °
[}) ° o
B 16-
S o
2 141
<
m 1.2' L
<)
J 1-0 T T L] L] 1
-1 0 1 2 3 4
Log IL-10 (pg/mL)
a 2.2-C r=0.69
(o] P=0.0002
o0 201
o [ ]
T 1.8
() »®
T 1.64
o °
2 141
<
c) 1.2' [ ]
<)
_I 1.0 T T L] L] L] 1

6 -4 -2 (] 2 4 6
Log TGF-B (pg/mL)

Figura 7. Correlacao entre as atividades da SOD e citocinas no plasma de pacientes
infectados com P. vivax. A atividade da SOD foi determinada por ensaio colorimétrico
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da SOD (Sigma Aldrich). As citocinas foram
quantificadas por CBA. Os resultados foram expressos em Log. Em A: Correlacdo Log SOD x
Log IL-6; B: Correlacdo Log SOD x Log IL-10; C: Correlacdo Log SOD x Log TGF-p (n=24
pacientes).
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Discussao

Neste trabalho, foi demonstrado que as atividades de arginase e SOD sdo maiores em
pacientes infectados com P. vivax, sendo a atividade da arginase diretamente influenciada pela
variante VK210. Pode ser sugerido, portanto, ainda que indiretamente, que macréfagos
reguladores podem atuar nesta fase da infec¢c@o e que polimorfismos da CSP podem ter efeitos
sist€émicos que afetam diretamente este perfil.

Os pacientes agudamente infectados com P. vivax tiveram aumento da atividade de
arginase no plasma (Figura 1A). Este dado em conjunto com resultados anteriores que
demonstraram aumento na produc¢do de IL-10 em pacientes infectados mesmo com reducio na
producdo de TGF-3 (HAN et al, 2010; RIBEIRO et al, 2016), pode ser um indicio de que nesta
fase da maldria vivax o perfil regulador ndo € proveniente apenas da fonte cldssica (linfécitos
T regulatdrios) e de que a infeccdo pode ter a participagdo de macréfagos produtores de
arginase, considerado um parametro funcional para caracterizacdo de macréfagos reguladores
(MANTOVANI et al, 2002; BRONTE e ZANOVELLO, 2005).

Sendo assim, investigou-se se a arginase e as citocinas possuiam comportamento
pareado e constatou-se a inexisténcia de correlagdo entre as concentragdes de IL-6, IL-10 e a
atividade de arginase nos pacientes (Figuras 6A e 6B, respectivamente). Apesar de bastante
intrigante esta auséncia de correlacdo, principalmente com relacio a IL-10, isto pode se dever
ao fato de a citocina e a enzima terem cinéticas diferentes.

Em relacdo a macréfagos com perfil inflamatério, sabe-se que os M1 metabolizam a L-
arginina pela 6xido nitrico sintase induzida (NOS2), produzindo 6xido nitrico que, por ndo
possuir estabilidade, converte-se em nitrito. Logo, a quantificacdo dos nitritos visava
determinar, ainda que de forma indireta, a atividade da NOS2 nos pacientes agudamente
infectados. Isto, associado ao perfil de citocinas e a atividade de arginase avaliada, auxiliaria
na investiga¢cdo acerca do comportamento funcional destes fagdcitos durante a infeccdo. A
producdo de nitritos ndo se alterou nos pacientes (Figura 2). Sabe-se que o aumento da atividade
de arginase resulta na diminui¢do da disponibilidade de L-arginina, substrato utilizado pela
NOS2 para a producdo de 6xido nitrico (WEINBERG et al, 2008). Sendo assim, pode-se inferir
que, apesar da reconhecida importincia desta espécie reativa de oxigénio no controle das
infeccoes (VINCENDEAU et al, 2003), os pacientes apresentaram baixa produc¢do de NO

devido ao aumento da atividade de arginase.

71



Logo, o aumento na atividade de arginase pode representar em um mecanismo de fuga
do parasito, pois sabe-se que isto culmina no prolongamento de sua sobrevida, conforme ja foi
evidenciado em pesquisas com Trypanosoma cruzi, Chlamydia spp., Schistosoma spp.,
Leishmania major e Trypanosoma brucei (VINCENDEAU et al, 2003; NOEL et al, 2004;
MUYLDER et al, 2013). Este mecanismo de resisténcia pode ser intensificado pela baixa
producdo de NO nos pacientes. Na propria maldria, baixas concentracdes plasmdticas de
arginina foram relacionadas a gravidade da infec¢do por P. falciparum na Tanznia
(LOPANSRI et al, 2003) e na Indonésia (YEO et al, 2007), provavelmente devido a falta de
substrato para a acdo da NOS2. Achados semelhantes foram descritos em pesquisas com outros
parasitos intracelulares. Li et al (2012) relataram que macr6fagos peritoneais de camundongos
com elevada atividade de arginase e baixa atividade de NOS2 eram mais susceptiveis a infeccao
por Toxoplasma gondii.

Além da arginase e da NOS2, a Superéxido Dismutase (SOD) € outra enzima com
marcante importancia no curso das infec¢des. A importancia da SOD ¢ tal que ja € considerada
um marcador de gravidade mais eficiente que a producdao de TNF-a, visto que, entre outras
coisas, a producdo da enzima geralmente acompanha a elevacdo da carga parasitdria em
individuos com maléria grave, que apresentam maiores parasitemias em comparagao aos
individuos assintomaticos e com maldria branda (ANDRADE et al, 2010A). Semelhante aos
resultados demonstrados por Andrade et al (2010A, B), os pacientes deste estudo apresentaram
aumento da atividade da SOD no plasma (Figura 3).

A SOD € uma metaloenzima que possui a propriedade de dismutar o dnion superoxido,
produzindo peréxido de hidrogénio e, desta forma, protege as células do hospedeiro contra
agressoes oxidativas (SZETO et al, 2006). A maldria cursa com altos niveis de espécies reativas
de oxigénio, a principal delas o anion superdxido. Estes radicais livres, a0 mesmo tempo que
contribuem para a morte do parasito, também causam lesOes teciduais no hospedeiro
(DELMAS-BEAUVIEUX et al, 1995; PAMPLONA et al, 2007). Como consequéncia, a SOD
acaba desempenhando papéis antagonicos na infec¢ao pois, a0 mesmo tempo que oferece esta
protecdo contra agressdes oxidativas, também elimina as moléculas envolvidas na morte do
protozoario. Em modelo experimental, camundongos que possuiam grande expressao de SOD
apresentaram aumento de vulnerabilidade a P. berguei (GOLENSER et al, 1998). Por outro
lado, experimentos in vitro com suplementacdo de SOD-1 protegeram as células endoteliais

contra a agressao oxidativa por P. falciparum (TAOUFIQ et al, 2006).
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A SOD também é associada a danos teciduais (PABON et al, 2003) por aumentar a
producdo de TNF-a pelos macréfagos (MARIKOVSKI et al, 2003). Aqui, os pacientes
apresentaram concentracdes muito baixas ou indetectdveis de TNF-oa. Avaliamos entdo a
ocorréncia de correlacdo entre a enzima e as citocinas que estavam aumentadas nos pacientes,
porém ndo houve correlagdo entre IL-6, IL-10 e a atividade da SOD no plasma, tendo a enzima
apresentado correlacdo positiva apenas com TGF-J3.

Neste aspecto, estudo realizado in vitro com PBMCs de doadores sauddveis demonstrou
que a presenca do grupamento heme, liberado em grandes quantidades devido a hemolise que
ocorre em infeccdes graves, aumenta a atividade da SOD e culmina com inibi¢ao da produgdo
de TGEF-B pelas células mononucleares, por mecanismo dependente da participacdo da
metaloenzima (ANDRADE et al, 2010B). Ou seja, a medida que a doencga vai se agravando,
aumenta a quantidade de heme livre e, consequentemente, de SOD, fazendo com que as
producdes de SOD e TGF-§ adquiram comportamentos opostos, diferente do observado em
pacientes que se encontram na fase branda da infecc¢do, tal qual os pacientes que compde este
estudo.

O parasito parece interferir diretamente nos resultados obtidos. A auséncia de sua
influéncia sist€émica na cultura de 48h alterou os perfis de arginase (Figura 1B e 1C) e SOD
(Figura 3B e 3C) observados in vivo (Figuras 1A e 3A, respectivamente). Andrade et al (2010)
(B) também encontraram redu¢do nos niveis de SOD no sétimo dia de tratamento em
comparagdo ao periodo antes de iniciar a terapia antimaldrica. Muylder et al (2013) em
experimento com Trypanosoma brucei demonstraram que fatores liberados pelo parasito (PRF)
induzem aumento de IL-10 e na atividade de arginase. Estes dados, em conjunto, indicam que
a influéncia sistémica do parasito estd diretamente relacionada aos perfis observados.

Neste sentido, resta investigar quais aspectos parasitdrios poderiam interferir nos
parametros da resposta imune do hospedeiro aqui alterados. Ribeiro et al (2016) demonstraram
que polimorfismos na CSP possuem efeitos sist€émicos que culminam com alteracdes no perfil
de citocinas e na carga parasitaria de pacientes infectados com P. vivax.

A atividade de arginase demonstrou sofrer influéncia direta das variantes da CSP, sendo
VK210 a que induziu os maiores aumentos na atividade da enzima (Figura 4A). Ribeiro et al
(2016) demonstraram que em pacientes infectados com VK210, ao contrario do que ocorre com
VK247, a resposta inflamatoria de citocinas € regulada pela producdo de IL-10, mesmo com

TGF-B reduzida. Este dado, associado ao aumento da atividade de arginase em pacientes
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infectados com VK210 aqui demonstrado € um indicio de que macréfagos reguladores podem
ter uma importante participag¢do na producio da IL-10 induzida por esta variante.

Em conclusdo, somente o paradigma Th1/Th2/Treg parece ndo ser suficiente para
explicar o perfil de citocinas durante a infeccdo por P. vivax, visto que macréfagos com perfil
regulador podem ter uma importante participacdo na fase aguda da maldria, sofrendo a
influéncia de polimorfismos da CSP de P. vivax que demonstraram a capacidade de induzir

efeitos sist€émicos no hospedeiro que podem afetar diretamente o desfecho da infeccao.

Referéncias

ANDRADE BB, REIS-FILHO A, SOUZA-NETO SM, RAFFAELE-NETTO I, CARMARGO
LMA, BARRAL A, BARRAL-NETO M. Plasma Superoxide Dismutase-1 as a Surrogate
Marker of Vivax Malaria Severity. PLOS Neglected Tropical Diseases 2010; 4 (4): €650. (A)

ANDRADE BB, ARAUJO-SANTOS T, LUZ NF, KHOURI R, BOZZA MT, CAMARGO
LMA et al. Heme Impairs Prostaglandin E2 and TGF-3 Production by Human Mononuclear

Cells via Cu/Zn Superoxide Dismutase: Insight into the Pathogenesis of Severe Malaria. The
Journal of Immunology 2010; 185:1196-1204. (B)

ANSTEY NM, RUSSELL B, YEO TW, PRICE RN. The pathophysiology of vivax malaria.
Trends Parasitology 2009; 25: 220-227.

BRONTE V, KASIC T, GRI G, GALLANA K, BORSELLINO G, MARIGO I, BATTISTINI
L et al. Boosting anti-tumor responses of T lymphocytes infiltrating human prostate cancers.
The Journal of Experimental Medicine 2005; 201: 1257-1268.

BRONTE V, ZANOVELLO P. Regulation of immune responses by L-arginine metabolism.
Nature Reviews Immunlogy 2005; 5: 641-654

BUENO LL, MORAIS CG, ARAUJO FF, SILVA JA, CORREA-OLIVEIRA R, SOARES IS,
LACERDA MV, FUJIIWARA RT, BRAGA EM. Plasmodium vivax: induction of CD4
+CD25+FoxP3 regulatory T cells during infection are directly associated with the level of
circulating parasite. PLoS One 2010; 5: €9623.

COUPER KN, BLOUNT DG, WILSON MS, HAFALLA JC, BELKAID Y, KAMANAKA M,
FLAVELL RA, SOUZA JB, RILEY EM. IL-10 from CD4+CD25—-Foxp3—CD127— Adaptive
Regulatory T Cells Modulates Parasite Clearance and Pathology during Malaria Infection.
PLOS Pathogens 2008; 4(2).

DELMAS-BEAUVIEUX MC, PEUCHANT E, DUMON MF, RECEVEUR MC, LE BRAS
M, CLERC M. Relationship between red blood cell antioxidant enzymatic system status and
lipoperoxidation during the acute phase of malaria. Clinical Biochemistry 1995; 28(2):163-9.

FAHLEN L, READ S, GORELIK L, HURST SD, COFFMAN RL, FLAVELL RA, POWRIE
F. T cells that cannot respond to TGF-beta escape control by CD4(+)CD25(+) regulatory T
cells. The Journal of Experimental Medicine 2005; 201:737-746.

74



FERNANDES ES, LIANG L, SMILLIE SJ, KAISER F, PURCELL R, RIVETT DW et al.
TRPV1 deletion enhances local inflammation and accelerates the onset of systemic
inflammatory response syndrome. J Immunol 2012; 188: 5741-5751.

GOLENSER J, PELED-KAMAR M, SCHWARTZ E, FRIEDMAN I, GRONER Y,
POLLACK Y. Transgenic mice with elevated level of CuZnSOD are highly susceptible to
malaria infection. Free Radical Biology and Medicine 1998; 24(9):1504-10.

GONCALVES RM, SCAOPEL KKG, BASTOS MS, FERREIRA UM. Cytokine Balance in
Human Malaria: Does Plasmodium vivax Elicit More Inflammatory Responses than
Plasmodium falciparum? PLoS ONE 2012; 7(9):e44394

HALDAR K, MOHANDAS N. Malaria, erythrocytic infection and anemia. American Society
of Hematology Education Program 2009; 2009(1): 87-93.

HANC, LINY, SHAN G, ZHANG Z, SUN X, WANG Z, et al. Plasma concentration of malaria
parasite-derived macrophage migration inhibitory factor in uncomplicated malaria patients
correlates with parasitemia and disease severity. Clinical & Vaccine 2010; 17(10):1524-32.

JAIN V, SINGH PP, SILAWAT N, PATEL R, SAXENA A, BHARTI PK, SHUKLA M,
BISWAS S, SINGH N. A preliminary study on pro- and anti-inflammatory cytokine profiles in

Plasmodium vivax malaria patients from central zone of India. Acta Tropica 2010; 113: 263—
268.

LI Z, ZHAO Z, ZHU X, REN Q, NIE F, GAO J et al. Differences in NOS2 and Arginase
Expression and Activity in the Macrophages of Rats Are Responsible for the Resistance against
T. gondii Infection. PLOS One 2012; 7(4): e35834.

LOPANSRI BK, ANSTEY NM, WEINBERG JB, et al. Low plasma arginine concentrations
in children with cerebral malaria and decreased nitric oxide production. Lancet 2003; 361:676—
678.

MANTOVANI A, SOZZANI S, LOCATI M, ALLAVENA P, SICA A. Macrophage
polarization : tumor-associated macrophages as a paradigm for polarized M2 mononuclear
phagocytes. Trends in Immunology 2002;23(11):549-55.

MARIKOVSKY M, ZIV V, NEVO N, HARRIS-CERRUTI C, AND MAHLER O. Cu/Zn
superoxide dismutase plays important role in immune response. The Journal of Immunology
20033 170: 2993-3001

MUYLDER GD, DAULOUEDE S, LECORDIER L, UZUREAU P, MORIAS Y, ABBEELE
JVD et al. A Trypanosoma brucei Kinesin Heavy Chain Promotes Parasite Growth by
Triggering Host Arginase Activity. PLOS Pathogens 2013; 9(10): e1003731.

NIIKURA M, INOUE S, KOBAYASHI F. Role of Interleukin-10 in malaria: focusing on

coinfection with lethal and nonlethal murine malaria parasites. Journal of Biomedicine and
Biotechnology 2011; 2011

75



NOEL W, RAES G, HASSANZADEH GHASSABEH G,DE BAETSELIER P e BESCHIN A.
Alternatively activated macrophages during parasite infections. Trends in Parasitology 2004;
20, 126-133.

PABON A, CARMONA J, BURGOS LC AND BLAIR S. Oxidative stress in patients with
non-complicated malaria. Clinical Biochemistry 2003; 36: 71-78.

PAMPLONA A, FERREIRA A, BALLA J, JENEY V, BALLA G, EPIPHANIO S, et al. Heme
oxygenase-1 and carbon monoxide suppress the pathogenesis of experimental cerebral malaria.
Nature Medicine 2007; 13: 703-710.

RIBEIRO BP, CASSIANO GC, DE SOUZA RM, CYSNE DN, GRISOTTO MAG, DOS
SANTOS APSA, MARINHO CRF, MACHADO RLD, NASCIMENTO FRF. Polymorphisms
in Plasmodium vivax Circumsporozoite Protein (CSP) Influence Parasite Burden and Cytokine

Balance in a Pre-Amazon Endemic Area from Brazil. PLOS Neglected Tropical Diseases
2016; 10(3): e0004479. doi:10.1371/journal.pntd.0004479.

ROSARIO APF, LAMB T, SPENCE P, STEPHENS R, LANG A, ROERS A, MULLER W,
O°GARRA A, LANGHORNE J. IL-27 promotes IL-10 production by effector Thl CD4+T
cells: a critical mechanism for protection from severe immunopathology during malaria
infection. Journal of Immunology 2012; 188: 1178-1190.

STEVENSON MM, RILEY EM. Innate immunity to malaria. Nature Reviews Immunology
2004; 4:169 —180.

SZETO, HAZEL H. Mitochondria-Targeted Peptide Antioxidants: Novel Neuroprotective
Agents. The AAPS Journal 2006; 8(3).

TAOUFIQ Z, PINO P, DUGAS N, CONTI M, TEFIT M, MAZIER D, et al. Transient
supplementation of superoxide dismutase protects endothelial cells against Plasmodium
falciparum-induced oxidative stress. Molecular Biochemical Parasitology 2006; 150:166—73.

VINCENDEAU P, GOBERT AP, DAULOUEDE S, MOYNET D e DJAVAD MOSSALAYI
M. Arginases in parasitic diseases. Trends in Parasitology 2003; 19: 9—12.

WALTHER M, TONGREN JE, ANDREWS L, KORBEL D, KING E, FLETCHER H,
ANDERSEN REF, et al. Upregulation of TGF-3, FOXP3, and CD4+CD25 Regulatory T Cells

Correlates with More Rapid Parasite Growth in Human Malaria Infection. Immunity 2005; 23:
287-296.

WEINBERG JB, LOPANSRI BK, MWAIKABO E, GRANGER DL. Arginine, nitric oxide,
carbon monoxide and endothelial function in severe malaria. Current Opinion in Infectious
Diseases 2008; 21: 468-475.

YEO TW, LAMPAH DA, GITAWATI R, et al. Impaired nitric oxide bioavailability and L-

arginine reversible endothelial dysfunction in adults with falciparum malaria. The Journal of
Experimental Medicine 2007; 204:2693-2704.

76



5 Consideracoes Finais

- A maldria vivax eleva a produg¢do das citocinas IL-6 e IL-10. O aumento da citocina reguladora
tem relacdo direta com a carga parasitdria e contrapde os efeitos deletérios que poderiam ser
ocasionados pela exacerbacdo da resposta inflamatéria no hospedeiro;

- No plasma de pacientes infectados com P. vivax prevalece um perfil regulador de citocinas e
ocorre aumento nas atividades das enzimas arginase e SOD;

- O perfil regulador do plasma associado ao aumento da atividade da SOD, ao aumento na
atividade de arginase e a baixa producdo de NO observada nos pacientes pode representar um
mecanismo de fuga do parasito, visto que estes fatores associados culminam no prolongamento
de sua sobrevida;

- Os polimorfismos da CSP de P. vivax produzem efeitos sist€micos no hospedeiro e interferem
diretamente em sua resposta imune, alterando o desfecho da infec¢ao;

- A CSP € um alvo promissor para intervengdes em quadros de infeccdo por maldria e novos
estudos que aprofundem os conhecimentos acerca da influéncia destes polimorfismos
parasitdrios sobre a resposta imune do hospedeiro podem ajudar a elucidar a imunopatologia da

infeccdo e propiciar a ado¢do de medidas de controle mais efetivas;
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Anexos
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ANEXO I
Universidade Federal do Maranhao
Pié6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo
Comité de Etica em Pesquisa
PARECER CONSUBSTANCIADO
% PROJETO DE PESQUISA Nimero do Protocolo 23115 008013/2010-07
; PROJETO DE INICIACAO CIENTEFICA 2o d e g 18/06/2010
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO Data da assembléia . 15/09/2010
I - Identificagdo:
Titulo doprojetoz. = 20" Aplicagdo  de  t logi lecul: e i 16gi

9 para
. caracterizagdo clinico-epidemiolégica e di osti da malaria por
. Plasmodium vivax no Estado do Maranhéo

. Profa Dra. Flavia Raquel Fer des do Nasci to

Ideﬁtlﬁqagéof‘nj_o' Pesqui
Responsavel; ;

£ % o eEin 2l Flavia Raquel Fer ies do N i , Antonio Rafael da Silva, Eloisa d

IdentificacBo da Equipe executora: . Graga do Roséario Gongalves, Valério Monteiro Neto, Ricardeo Luiz Dantas

. A 5 Machado, Maria Regina D'Imperio Lima, Claudio Romero Farias Marinho,
Marcos Grigolin Grisotto.

e S ¢ _.‘, % Centro de Ciéncias Biolégi e da Saide, Universidade Federal do
Instituigdo onde serd realizado: Maranhio
Area tematica: II | Multicéntricor Néio | Data de recebimento: 25/08/2010
Cooperagdo estrangeira: = N&o Patrocinador: - ! Sim | Data de dévolucio 14/09/201.0

II -~ Objetivos:

Geral:

Correlacionar os aspectos clinico-epidemiolégicos com os achados moleculares e imunoldgicos da malaria por
Plasmodium vivax no Estado do Maranh#o.

Especifico:

1. Caracterizar os aspectos clinicos e epidemiolégicos da malaria por P. vivax;

2. Determinar a freqtiéncia dos gendtipos da proteina Duffy na populacdo estudada;

3. Determinar a carga parasitéria e a freqiiéncia dos genétipos da proteina circunsporozoitica em amostras
de pacientes;

4. Analisar o perfil de citocinas e de anticorpos e o fendtipo dos leucécitos no sangue de pacientes;

5. Identificar e caracterizar novos alvos biolégicos com finalidade diagnéstica e terapéutica;

III - Sumario do projeto: “

O projeto de pesquisa “Aplicacdo de tecnologias moleculares e imunolégicas para caracterizaggo clinico-epidemioclégica
e diagnéstica da maldria por Plasmodium vivax rio Estado do Maranho” busca o aprimorar o conhecimento molecular
acerca das variantes do Plasmodium vivax existentes no estado de modo a correlacionar estes achados com as
caracteristicas clinico ~ epidemiolégicas de casos com desfechos de maior gravidade, tais como coagulopatias,
comprometimento cerebral, insuficiéncia renal, dentre outras. Para tanto, estdo associados em conséreio o Centro de
Referéncia em Doengas Infecciosas do Departamento de Patologia e os Laboratérios de Imunofisiologia e de Genética e
Biologia Molecular, cujas producdes técnico - cientificas dio substrato confidvel a execugdo do mesmo. O recrutamento
de pacientes serd realizado pelo centro de referéncias, onde os mesmos serdo atendidos e acompanhados clinicamente.
O projeto descreve ainda todos os cuidados e atengdo necessarios aos pacientes quer aceitem ou ndo a participagio no

projeto. Este é um estudo com pleno financiamento pela Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado do Maranhdo -
FAPEMA.
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IV - Comentarios do relator:

O projeto em questdo apresenta todas as caracteristicas técnico ~ cientificas necessarias a sua execugdo. N&o obstante,
tem um grande impacto positivo no desenvolvimento de conhecimento das variantes do vetor no estado, o que pode
orientar novas formas de manejo e tratamento de forma a evitar os desfechos citados acima. Sendo assim

considerando que ndo foram identificadas pendéncias que firam a Resolugdo 196/96 do CNS, sou de parecer favoravel &
execugdo do projeto.

V - Pendéncias:

Nenhuma
VI - Recomendagdes:

Nenhuma

VII - Parecer Consubstanciado do CEP

Deste modo, de acordo com relato amma exposto, o Protocolo 23115 008013/2010—07 referente ao projeto de

pesqmsa sob o titulo “Apli para caracterizacdo clinico-

liag 6 tica da maléna por Plasmodium vlvax ne Estado do Maranh&o” é considerado por
este CEP como APROVADO.

VIII - Data da reunido do CEP: 15/09/2010

B T %v\«.\?‘;z At
Prof. Dr2. Elba Gomide Mochel B
, Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa da UFMA

DATA DE RECEBIMENTO: 73 | o8 1{o
RELATORIO PARCIAL: 23 ]O‘,’j \ o A4
RELATORIO FINAL:

NOTA:
1. Anexa folha do Relatdrio Parcial;
2. Pesquisas com duragdo acima de 6 meses deverdo apresentar relatorios parciais semestrais;
3. Pesquisas com duragdo acima de 12 meses deverdo apresentar relatérios anuais;
4.

Apds a conclusdo da pesquisa deverd ser apresentado relatdrio final ao CEP/UFMA.
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Anexo II

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ao assinar este termo, consinto livremente, apOs esclarecimentos prévios, em participar da
pesquisa intitulada “Aplicagdo de tecnologias moleculares e imunoldgicas para caracterizacio
clinico-epidemioldgica e diagndstica da malaria por Plasmodium vivax no Estado do
Maranhao”, coordenado pelos professores doutores Flavia Raquel F Nascimento e Antonio
Rafael da Silva. Estou ciente que o projeto visa caracterizar os aspectos clinicos, laboratoriais
e epidemioldgicos da maldria causada por P. vivax para melhor entender a doenga, a sua
progressao e a melhor forma de tratamento. Minha participacdo nesta pesquisa restringe-se a
entrevista, a doacdo de amostra de sangue e a obediéncia ao protocolo de tratamento que me
serd dado pelos médicos da equipe. O meu sangue serd utilizado para realizacdo de
experimentos bioldgicos para avaliar parametros relacionados ao parasito causador da Maldria.
O sangue que eu doar serd estocado para pesquisas futuras. Estou ciente de que serd feito
acompanhamento clinico e exames parasitolégicos regulares para verificagdo da eficacia do
tratamento. Para isso, deverei retornar sempre que chamado pelos médicos da equipe e para isso
receberei vales transportes para o deslocamento. Atesto, portanto, que entendi a proposta do
projeto e concordo em participar da pesquisa doando amostras de sangue e cooperando com o
tratamento. Atesto ainda que os pesquisadores garantiram que o meu tratamento serd garantido
mesmo que eu nao concorde em responder o questiondrio ou doar as amostras de sangue para
a pesquisa.

Nome Data

Endereco

Testemunha

Pesquisadores responsaveis:

Profa. Dra. Flavia Raquel F. Nascimento e Prof. Dr. Antonio Rafael da Silva

Universidade Federal Do Maranhao

Endereco: Av dos Portugueses s/n, Campus do Bacanga, Integrado Bloco I, Lab. de
Imunofisiologia

Telefone:98 33018548
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