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Resumo: A malaria ¢ uma doenga infecciosa aguda causada por protozoarios do género Plasmodium ¢ é transmitida ao
homem pela picada da fémea do mosquito Anopheles. Dentre as cinco espécies de Plasmodium que infectam seres humanos o
P, falciparum e P. vivax sdo as mais prevalentes na regido Amazonica. Dentre os mecanismos imunoldgicos associados a essa
doenga, muitos fatores ainda ndo sdo totalmente compreendidos, como relagdo entre ativacao de células do sistema imunes
e a fungdo das células regulatorias no controle da parasitemia. Este trabalho analisou marcadores de ativagao, regulacdo e
moléculas coestimulatorias de células do sistema imune durante a infecgdo pelo Plasmodium vivax em pacientes infectados
residentes na cidade de Cruzeiro do Sul (AC). O sangue periférico dos pacientes infectados foi coletado para realizagdo
de imunofenotipagem por citometria de fluxo. Individuos sadios nunca infectados com malaria serviram como controle.
Resultados: A infec¢ao pelo Plasmodium vivax induziu o aumento de CD69 por células T CD4*, CD8* e linfocitos B e de
HLA-DR por linfocitos T CD4*. A expressdo aumentada das moléculas coestimulatorias OX40 e ICOS mas nao GITR
também foi observada em células T CD4" e CD8" dos individuos acometidos pelo Plasmodium vivax em comparagdo com
controles sadios. Por outro lado, um percentual significantemente maior de células T reguladoras foi observado no grupo
de pacientes. Em conjunto, esses dados sugerem que a infec¢do pelo P. vivax promove aumento de marcadores de ativagio
e moléculas coestimulatérias em individuos infectados bem como condiciona um aumento no compartimento de células T
reguladoras.

Descritores: Plasmodium vivax; Células Reguladoras; co-estimulacao

Abstract: Malaria is an acute infectious disease caused by a protozoa of the genus Plasmodium being transmitted by the bite
of the female Anopheles” mosquito. Considering the five species of Plasmodium that infect humans, P. falciparum and P,
vivax are the most prevalent in the Amazon region. Among the immunological mechanisms associated with this disease, many
factors are still not fully understood, as the relationship between the immune system cell activation and function of regulatory
T cells in the control of parasitaemia. This study examined activation markers, regulation and co-stimulatory molecules of
the immune system cells during infection by Plasmodium vivax-infected patients living in the city of Cruzeiro do Sul (AC).
The peripheral blood cells of infected patients ware collected to perform Immunophenotyping by flow cytometry. Healthy
individuals never infected with malaria served as controls. Results: Infection with Plasmodium vivax induced increase of
CD69 on CD4", CD8* T and B cells and HLA-DR on CD4 + T cells. The increased expression of co-stimulatory molecules
0X40 and ICOS but not GITR was also observed in CD4" and CD8" T cells of individuals affected by Plasmodium vivax,
compared to healthy controls. On the other hand, a significantly greater percentage of T regulatory cells was observed in the
group of patients. Altogether, these data suggest that the P. vivax infection promotes an increase in activation markers and
co-stimulatory molecules in infected individuals as well as an increase in the regulatory T cell compartment.

Descriptors: Plasmodium vivax; Regulatory T Cells; co-stimulation

INTRODUCAO humanos: P. falciparum, ¢, P. ovale, P malarie e
P. knowlesi. Na regido da Amazdnia legal ¢ maior
a prevaléncia do P. vivax, e segundo dados da Or-
ganizacdo Mundial da Satde, anualmente ocorrem

A malaria ¢ uma das doengas infecciosas mais
prevalentes no mundo e acomete milhdes de individu-

os por ano, sendo a principal causa de morte ¢ morbi-
dade em diversos paises em desenvolvimento®. Esta  cerca de 15,8 milhdes novos casos mundialmente’.

parasitose ¢ transmitida pela fémea do mosquito A maioria das infec¢des ocorre em areas tropi-
Anopheles infectada pelo protozoario do género cais por conta das condigdes ambientais que fa-
Plasmodium, tendo 5 espécies que infectam seres vorecem o desenvolvimento do mosquito vetor
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sendo que diferentes determinantes como o clima
ameno, forma de desordenada ocupacdo de ter-
ras ¢ exploragdo irracional de recursos naturais
podem aumentar a probabilidade de transmissdo
da doenga*. Além disso, o descaso com as politi-
cas socioeconomicas e de saude nas regides de alta
transmissdo da doenca também estdo relacionadas
com o aumento dos niumeros de casos ao longo dos
anos®. Dados da literatura indicam que em areas en-
démicas com transmissdo ativa da doenga, como o
estado do Acre, a parasitemia dos infectados tende a
ser baixa ou moderada’. Neste estado houve 31.241
casos notificados de malaria no ano de 2014.

A maioria dos estudos sobre a malaria tem
como foco a infecc¢do pelo P, falciparum, os quais re-
velaram uma gama de informagdes a respeito da in-
fecgdo e da interagao parasita-hospedeiro, entretanto
pouco se sabe ainda sobre as alteragdes do sistema
imunoldgico durante a infec¢do pelo P. vivax. Evi-
déncias indicam que sistema imunoldgico responde
a infec¢@o nos diversos estagios do ciclo do parasi-
ta, e depende de fatores como inerentes ao parasita
e suas propriedades antigénicas'®*®, Na fase inicial
da infecgdo ocorre a estimulacdo da producao de
anticorpos contra os esporozoitos, enquanto que na
fase hepatica e sanguinea a resposta ¢ predominan-
temente celular, que causa a redugdo da densidade
parasitaria pela destrui¢do de hepatocitos e hema-
cias infectadas, sendo dependente da ativagdao dos
linfocitos T CD8* citotoxicos® 3" 13, Dessa forma a
resposta imune durante a malaria possui um carater
humoral e humoral, visto que as células T estimu-
lam a produgdo de anticorpos ¢ induzem a ativacao
de células T helper e citoliticas.

Marcadores de ativagdo sdo expressos por
linfécitos durante as respostas imunes, € invaria-
velmente durante a infec¢do malarica, sendo que
muitas vezes essa expressao aumentada se correla-
ciona com a gravidade do quadro clinico®'*. Nes-
te sentido, alguns trabalhos relatam que durante a
infeccao pelo Plasmodium ocorre um aumento da
expressao dos marcadores HLA-DR e o CD69 por
linfocitos T e outros tipos celulares sendo que este
aumento ocorre especialmente na fase inicial do
estimulo patogénico®-3% %,

Durante a malaria, além do aumento de célu-
las ativadas/efetoras em resposta ao parasita surgem
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também células T reguladoras (Tregs) que sdo res-
ponsaveis por evitar que haja uma ativagao e prolife-
racao exacerbada durante resposta imune, limitando
assim a sua magnitude e/ou podendo incapacitar o
hospedeiro de combater de forma eficaz e adequa-
da a infeccao. Estas células Tregs possuem fenoti-
po CD4'CD25'FOXp3*CD127"°" 253, Além desses
marcadores, ha também uma variedade de células
coestimulatorias que podem contribuir para a modu-
lagdo do sistema imune como GITR que ¢ membro
da superfamilia dos receptores TNF e expresso nas
superficies de células regulatdrias naturais; o OX40
que cuja expressdo nos linfécitos contribui para o
desenvolvimento de células de memoria e o ICOS
que exerce papel importante para os mecanismos
supressores das células regulatorias.

Tendo em vista que a malaria ¢ um grave pro-
blema de saude publica e a escassez de informacdes
a respeito da modulagdo do sistema imunologico
durante a infecgdo, este trabalho teve por objetivo
analisar a dinamica de expressdo de marcadores de
ativacao, regulacdo e moléculas coestimulatorias
por linfocitos de pacientes infectados pelo P vivax
residentes na cidade de Cruzeiro do Sul (AC).

MATERIAIS E METODOS

POPULACAO ESTUDADA

Os individuos que participaram do estudo sao
provenientes do municipio de Cruzeiro do Sul (AC),
de ambos géneros e maiores de 18 anos. As amos-
tras de sangue de todos os participantes foram sub-
metidas ao teste de gota espessa para confirmagao
da infeccdo e a identificacdo da espécie do plasmo-
dio, que foi feita a partir do método observagado por
microscopia Otica de laminas coradas com Giemsa
(Manual de Diagnoéstico Laboratorial da malaria,
2005, Ministério da Saude). A avaliagao do nivel de
parasitemia foi realizada por contagem do numero
de parasitas através da microscopia Optica.

Foram analisadas amostras de sangue de 25
individuos (homens e mulheres) na fase aguda da
infecgdo pelo P. vivax, antes do inicio tratamento.
O grupo controle foi composto por 10 individuos
(homens e mulheres) sadios, que nunca contrairam
nenhum tipo de malaria, residentes no Estado do
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Maranhao (grupo controle), visto que, dentre os
individuos pesquisados no municipio de Cruzeiro
do Sul (AC) nao foram encontrados individuos que
nunca tivessem sido infectados pelo Plasmodium.

ASPECTOS ETICOS

Por tratar-se de um estudo com seres huma-
nos a pesquisa foi submetida e aprovada pelos Co-
mités de Etica e Pesquisa da Universidade Ceuma
(protocolo 00879/09, de 17/12/2009) e da Univer-
sidade Federal do Acre (protocolo 136622/12).

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos neste estudo individuos aci-
ma de 18 anos, de ambos os sexos, com exame de
gota espessa positivo para Plasmodium vivax que
concordaram em participar do estudo através da
assinatura de um o termo de consentimento livre
e esclarecido. Foram excluidos das analises, indi-
viduos que relataram apresentar outras comorbida-
des (hepatopatias, hemopatias, infec¢oes virais e
doengas imunossupressoras).

COLETA E ESTOCAGEM DO MATERIAL

As amostras de sangue obtidas foram acon-
dicionadas em tubos contendo heparina e manti-
das sob refrigeragdo por no méximo 6 horas até
o processamento laboratorial. As amostras foram
encaminhadas para o Centro de Estudos e Pesqui-
sas em Doengas Infecciosas — CEPDI/ Instituto
da Biodiversidade/Universidade Federal do Acre
(UFAC) — Campus Floresta, para imunofenotipa-
gem através de citometria de fluxo.

ISOLAMENTO DE CELULAS DO SANGUE
PERIFERICO COM TAMPAO DE LISE
Leucdcitos foram isolados a partir de 1 mL de
sangue de cada individuo por utilizacdo de tampao
de lise de hemacias ACK (formulagdo para 1 litro:
8g NH4Cl, 1g KHCO3, 1,84g de EDTA 2H,0). Em
tubos conicos de 15 ml foram adicionados 10 ml de
tampao de lise de hemadcias a 37°C para cada mL de
sangue e as amostras foram centrifugadas a 300g por
5 minutos. As amostras contendo as células foram
lavadas com uma solu¢do de PBS (Sigma-Aldrich,
Brasil). Ap6s o isolamento, as células foram transfe-
ridas para uma placa de fundo redondo (1x10°células
por pogo) e marcadas com os anticorpos especificos.

FENOTIPAGEM DE LEUCOCITOS POR CI-
TOMETRIA DE FLUXO

ApoOs o isolamento, os leucdcitos fo-
ram incubados por um periodo de 30 minu-
tos a 4°C com anticorpos anti- CD4(PECyS5),
CD8(PE), CDI19(PECy5) (marcadores de li-
nhagem), HLA-DR (PECy5), CD69(FITC),
CD25(PE), CD127(FITC GITR (PE), ICOS (PE)
e OX40(FITC)) (marcadores de ativacao/regula-
¢d0), todos adquiridos da BD Biosciences (Phar-
mingen). Para identificacdo da subpopulacao
de linfocitos Treg foram usados os marcadores
CD4+, CD25+ CDI127+ (com baixa expressao
deste ultimo). Apds a marcagao, as células foram
lavadas com 200 pL de solucdo PBS (Sigma-Al-
drich, Brasil) e transferidas para tubos conicos de
I mL contendo aproximadamente 400 pL de solu-
¢ao salina. As células foram analisadas utilizando
o citdmetro BD Accuri C6 e o dados analisados
com o software FlowJO (treeStar-CA). Células T
CD4" e T CD8", bem como monocitos e granu-
locitos foram estimadas baseados em marcadores
fenotipicos e/ou na distribui¢do por tamanho e
granulosidade (FSC-A vs. SSC-A).Os resultados
sd0 expressos na porcentagem do nimero total de
células viaveis ou intensidade de fluorescéncia.

ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado teste de normalidade
Shapiro-Wilk para as varidveis numéricas. Na
comparacao entre dois grupos com distribuicdo
normal foi utilizado o Teste ¢ de Student inde-
pendente. Nao havendo distribuigcdo normal,
a comparagdo entre dois grupos foi feita pelo
teste nao paramétrico de Mann-Whitney. As
diferencas obtidas foram consideradas estatisti-
camente significantes quando p<0,05. Os dados
estdo representados no formato de Box-plots
que indicam que 25%valores sdo menores que o
primeiro quartil, 50% sdo menores que o segun-
do quartil (valor da mediana da amostra) e 75%
sao menores que o terceiro quartil. As barras re-
presentam os valores minimos e maximos. Para
confeccdo dos graficos foi utilizado o programa
Prism for Windows 5.0 (GraphPad).
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RESULTADOS

A frequénciarelativa dos linfocitos T CD4*, T
CDS8* e B nao foram diferentes entre o grupo infec-
tado e o grupo controle (p>0,05) (dados ndo mos-
trados), entretanto quando analisados marcadores
de ativacdo (CD69 e HLA-DR) houve aumento na
expressao e frequéncia destes marcadores durante
a infeccdo pelo Plasmodium vivax (Figura 1).

Os individuos infectados pelo Plasmodium
vivax apresentaram frequéncia significativamente
maior (p<0,05) de células T CD4"CD69" se com-
parados aos respectivos controles (Figura 1A e
1B). Da mesma forma, um aumento significante
(p<0,05) na frequéncia relativa de células CD69*
dentre linfocitos T CD8* também foi observado no
grupo infectado (Figura 1C e 1D). Resultado se-
melhante foi obtido em relacdo aos linfocitos B,
onde também houve aumento significante (p<0,05)
na expressao de CD69 no grupo de infectados, em
relacdo ao grupo controle (Figura 1E e 1F).

Figura 1 - Representagdo da expressao de CD69 por lin-
focitos T CD4* (A), T CD8* (C) e B (E). Media-
na dos valores de células T CD4"CD69(%) (B),
T CD8'CD69(%) (D) e CD19'CD69" (%) (F) em
controles (C) e infectados (I) pelo Plasmodium vi-
vax. Box-plots que indicam que 25% valores sdo
menores que o primeiro quartil, 50% sdo menores
que o segundo quartil (valor da mediana da amostra)
e 75% sao menores que o terceiro quartil. As barras
representam os valores minimos e maximos. **p<
0,005; ***p<0,0005.
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O HLA-DR ¢ uma glicoproteina de superficie
que pertence a classe dos antigenos leucocitarios hu-
manos (HLA) de classe II que esta presente em células
apresentadoras de antigenos (APCs) e reflete seu esta-
do de ativagdo. Entretanto, sua primeira descri¢ao foi
relatada em relacdo aos linfocitos T ativados, repre-
sentando, portanto, um marcador de ativacdo para os
mesmos em seres humanos. Neste sentido, a infeccao
pelo plasmédio promoveu um aumento significante
(p<0,05) de linfocitos T CD4" HLA-DR" (Figura 2)
em comparac¢ao com individuos sadios e infectados.

Figura 2 - Expressdo de células T CD4"HLA-DR (A) e me-
diana dos valores de células CD4'HLA-DR" (%) em
controles (C) e infectados (I) pelo Plasmodium vivax.
Box-plots que indicam que 25% valores sdo menores
que o primeiro quartil, 50% sdo menores que o segun-
do quartil (valor da mediana da amostra) ¢ 75% sdo
menores que o terceiro quartil. As barras representam
os valores minimos e maximos. **p<0,005.
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A molécula CD25 (receptor de IL-2) possui
expressdao aumentada durante a ativagdo e prolife-
racdo celular. Além disso, este receptor também ¢
expresso em células reguladoras, que apresentam
o fenotipo CD4*CD25'FOXp3*. Por ser um fator
de transcricdo nuclear, a deteccao de FOXp3 de-
manda a permeabilizagdo celular. Alternativamen-
te, usa-se o marcador CD127 (receptor de IL-7)
juntamente com os marcadores CD4 e CD25 para
identificagdo de as células Tregs. Portanto, pode-se
dizer que o fendtipo CD4°CD25"CD127"" caracte-
riza esta subpopulacdo de células Treg'?. Por outro
lado, células T CD4" com alta expressdo de CD25"
e CD127 (CD4'CD25"CD127"e") constituem cé-
lulas ativadas (Figura 3A). Verificou-se que a in-
feccao pelo P vivax determinou um aumento sig-
nificante (p<0,05) na frequéncia de células Treg
CD4"CD25°CD127" em individuos infectados
em relacdo ao grupo controle (Figura 3B), fato nao
observado em relacao as células T CD4" ativadas
(CD4"CD25"CD127"2") (dados ndo mostrados).
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Figura 3 - Frequéncia de células T CD4"CD25*CD127"eh
(ativadas) e T CD4'CD25°CDI127"° (Tregs) em
controles (C) e infectados (I) pelo Plasmodium vi-
vax (A). Os graficos de barras representam a mé-
dia + desvio padrdo da frequéncia de células T
CD4*CD25*CD127*¥(B). ***p<0,0005.
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O GITR ¢é um receptor da superfamilia dos re-
ceptores de TNF cuja sinalizagdo possui fungdo su-
pressora em células do sistema imune. Verificou-se
uma variabilidade grande de expressao desse mar-
cador em individuos infectados, apesar disto ndo foi
observada diferenca significante na mediana da in-
tensidade de fluorescéncia em linfocitos T CD4* em
relacdo aos controles (Figura 4A e B) (p>0,05).

Figura 4 - Histograma da mediana da intensidade de fluores-
céncia de GITR em linfocitos T CD4* (A). Valores da
mediana da intensidade de fluorescéncia de GITR em
linfocitos T CD4" (B) em individuos controles (linha
preta) e infectados (linha cinza) pelo Plasmodium
vivax. Box-plots que indicam que 25% valores sdo
menores que o primeiro quartil, 50% sdo menores
que o segundo quartil (valor da mediana da amostra)
e 75% sao menores que o terceiro quartil. As barras
representam os valores minimos e maximos.
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Outra molécula coestimulatdria investigada no
estudo foi 0 OX40(CD134) geralmente expressa de
24 a 72 horas ap0s a ativagdo celular. A infecgdo ma-
larica causou uma alteragdo na expressao dessa mo-
lécula, medida pela mediana da intensidade de fluo-
rescéncia em células T CD4* (Figura 5A) e T CD8*
(Figura 5C). Em cé¢lulas T CD4" a mediana da in-
tensidade de florescéncia de OX40 foi significativa-
mente maior (p<0,05) nos individuos infectados, se

comparado ao grupo controle (Figura 5B), resultado
semelhante também ocorreu nos linfocitos T CD8",
onde a mediana de fluorescéncia aumentou de forma
significativa (p<0,05) nos individuos infectados pelo
Plasmodium vivax (Figura 5D).

Figura 5 - Histograma da mediana da intensidade de flu-
orescéncia de OX40 em células T CD4" (A) e T
CD8" (C) em individuos controles (linha preta) e
infectados (linha cinza). Mediana da intensidade
de fluorescéncia de OX40 em células T CD4'(B) e
T CD8" (D) em controles (C) e infectados (I) pelo
Plasmodium vivax. Box-plots que indicam que 25%
valores sao menores que o primeiro quartil, 50%
sdo menores que o segundo quartil (valor da media-
na da amostra) e 75% sdo menores que o terceiro
quartil. As barras representam os valores minimos e
maximos.**p<0,005.
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A molécula ICOS (Inducible T-cell Costi-
mulator) também conhecida como CD278 per-
tence a mesma familia dos receptores de mem-
brana CD28 ¢ CTLA-4. A sinalizagao via ICOS
potencializa as respostas de células T a antigenos
exdgenos, especialmente no que diz respeito a
proliferacdo e secrecdo de citocinas. Ao avaliar-
se sua expressdo na populacao de células T CD4*
observou-se que pacientes infectados tiveram
um aumento significativo (p<0,05) na frequéncia
do marcador ICOS (Figura 6* e B). Fato similar
ocorreu em relacdo a populagao de linfécitos T
CDS8ICOS* (Figura 6C e D).
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Figura 6 - Frequéncia de células T CD4°ICOS*" (A) e T
CDS8'ICOS" (C) em individuos controles (C) ¢ infec-
tados (I) pelo Plasmodium vivax. Os graficos de bar-
ras representam a média + desvio padrao da frequ-
éncia de células T CD4'ICOS* (B) e T CD8ICOS*
(D). ***p<0,0005.
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DISCUSSAO

A maléria ¢ uma doenca parasitaria infeccio-
sa, endémica em muitos paises tropicais, em que
transmissao natural ¢ varidvel em intensidade nas
varias partes do mundo dependendo de fatores locais
como padrdes climaticos, exploracao dos recursos
naturais e fatores socioecondmicos. A transmissao
em nestas areas endémicas deve-se principalmente
ao fato da existéncia de doentes assintomaticas que
albergam formas sexuadas do parasita, o que torna
o dificil o manejo deste mal*.

Este trabalho foi realizado no municipio de
Cruzeiro do Sul (AC), uma regido de transmissao
ativa de malaria no Brasil, onde por muitas vezes
os acometidos apresentam baixa parasitem e poucos
sintomas fazendo com que os mesmos nao procurem
atendimento, fato que favorece a transmissao'’. Sa-
be-se, entretanto, que mesmo na auséncia sintomas
clinicos existe a resposta imune na forma de anticor-
pos e células especificas que mantém a parasitemia
em baixos niveis possibilitando aos infectados uma
vida quase normal. Este trabalho procurou avaliar o
estado de ativacao e regulacao leucocitos em indi-
viduos infectados pelo Plasmodium vivax. Assim,
ndo foi surpreendente o fato de que nao foram ob-
servadas diferencas significativas no percentual de
linfocitos T (CD4" e CD8") e B (CD19%). Estudos
27

relatam que apesar da frequéncia de linfocitos to-
tais ndo se alterar durante a infec¢ao maldrica pode
haver uma grande ativagdo de subpopulacdes de
leucocitos durante a infecg¢ao'®. Desse modo, ape-
sar de ndo haver um aumento percentual signifi-
cante de células T ¢ B, a interacao entre as mesmas
através de moléculas coestimulatérias possuem um
papel fundamental no desenvolvimento da respos-
ta imune® favorecendo a produgdo de anticorpos?'
e citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC), que na maioria das vezes controla, mas
ndo ¢é capaz de eliminar de o parasita®.

Para avaliar a ativa¢ao do sistema imunolo-
gico durante a infec¢d@o malérica, utilizamos mar-
cadores como o CD69 e o HLA-DR. O CD69 ¢
uma molécula expressa em linfocitos logo no ini-
cio da exposicao a um estimulo. Nas trés popula-
¢oes celulares analisadas (linfocitos T CD4*, CD8*
e B) houve aumento na frequéncia de CD69 nos in-
dividuos acometidos pela maléria. Ainda analisan-
do marcadores de ativacao durante a infeccao, os
infectados pelo P. vivax apresentaram significativo
aumento na frequéncia de HLA-DR por linfocitos
T CD4". Esses dados corroboram com achados re-
ferentes a infec¢do pelo P. falciparum, onde tam-
bém foi observado um aumento significativo na
expressdo de HLA-DR por células T CD4"'4¢.

Concomitantemente a uma ativagdao de cé-
lulas efetoras, que tem o papel de combater a in-
fec¢do, aparecem na corrente sanguinea dos in-
dividuos infectados células reguladoras (Tregs),
uma populacdo de compreende de 5% a 10% de
linfocitos T CD4" periféricos em humanos, que
sao fundamentais para a manuten¢ao da toleran-
cia imunologica em situa¢des normais’', mas tam-
bém porque atuam como supressoras das respos-
tas imunes exacerbadas através do contato direto
com células imunes efetoras através de moléculas
como o CTLA-4 e o GITR e/ou pela producao de
citocinas regulatorias?.

Em humanos, ainda existem poucos estudos
sobre o papel das Tregs e a imunidade antimalarica,
porém trabalhos tém mostrado que ocorre um au-
mento significativo da populacao de células Treg nas
infecgdes com P, falciparum e P. vivax®. Em nosso
estudo verificou-se um aumento significante desta
subpopulagdo com fenétipo CD4"'CD25"CD127"v
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(Figura 3). A expansdo das células Tregs durante a
infeccao malarica humana e experimental parece es-
tar relacionada com o aumento da carga parasitaria'’,
inclusive em infecgdes pelo Plasmodium vivax em
individuos de areas endémicas’, isto porque uma su-
pressdo da resposta do padrdo Thl na maldaria per-
mite ao parasito ter condi¢cdes favoraveis para sua
multiplicagdo na corrente sanguinea.

No presente trabalho também foi avaliada a
expressao de moléculas coestimulatorias, presentes
em varias células e que atuam de diferentes manei-
ras frente a uma infec¢do. Em linfocitos T CD4" a
expressao de GITR, foi maior nos grupos de infec-
tados, porém sem diferenca estatistica significante.
Nocentini (2007)*" afirma que o GITR desencadeia
atividade efetora em células T, pois € expresso em
altos niveis nas células regulatérias, tendo um pa-
pel importante na modulacdo da atividade supres-
sora das Tregs, sendo regulada positivamente em
células T CD4" convencionais apos ativacao, atu-
ando na proliferacdo e produgdo de citocinas em
células T efetoras?'.

Estudos demonstram que durante a infec¢ao
pelo P. vivax ocorre o aumento de GITR em células
regulatorias de infectados'>. Em modelos experi-
mentais de malaria em camundongos dados sugerem
que a infecgdo altera a sinalizacdo GITR via Tregs,
suprimindo o sistema, ¢ assim a resposta imune, o
que eventualmente, contribui para a fuga de para-
sitas da imunidade da célula T do hospedeiro e au-
mento da parasitemia'®. Pode-se pensar que as célu-
las reguladoras possuem um papel dubio relevante
na patogénese tanto na prote¢ao do hospedeiro, por
um lado autolimitando a resposta imune evitando
assim uma ativagdo exacerbada do sistema imune,
mas por outro lado permitindo a proliferacao dos
parasitas pela inibi¢ao da ativacao celular.

Nossos resultados indicam um aumento
significativo de OX40 nos linfocitos T CD4" e
T CD8". Sabe-se que OX40 esta relacionado com
células regulatorias e efetoras, sendo que nas célu-
las Treg esta molécula ¢ expressa constitutivamen-
te, enquanto nas T efetoras estd expressa apenas
apos a ativagdo'?. Estudos demonstram que células
T CD4"CD25FOXp3 podem se diferenciar em cé-
lulas CD4"CD25FOXp37, e que 0 OX40 esta rela-
cionado com esse mecanismo?’. Outros trabalhos

afirmam que camundongos deficientes de OX40
apresentam reducao de células regulatorias, enquan-
to que a presenga desse marcador nos animais acar-
reta um aumento da frequéncia de Tregs®.

O ICOS ¢ uma molécula pertencente a fami-
lia de coreceptores CD28 e CTLA-4, e desempenha
um papel importante na estimulacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia de células T'. Neste trabalho houve
um aumento significante da frequéncia de linfocitos
T CD4" e T CDS8" positivos para ICOS, resultado
semelhante foi encontrado por Costa (2013)°, onde
pacientes em fase aguda da infeccdo pelo P. vivax
tiveram aumento na expressao desse marcador.

A importancia da molécula ICOS para o
desenvolvimento de células Treg foi relatada em
modelo murino, onde os animais estimulados com
antigenos tiveram aumento na expressao de [COS
e proliferacdo de células regulatérias. Por outro
lado, camundongos knockout para ICOS nao apre-
sentam aumento da proliferacdo de células Treg
apds o mesmo estimulo’.

Asmoléculas coestimulatérias interagem com
diferentes populacdes celulares, tais como APC,
células efetoras ou regulatorias, assim, trazem dife-
rentes respostas que podem resultar na estimulagao
ou inibicao do sistema imune, ou seja, acarretando
em respostas que sdo essenciais e significativas du-
rante a infec¢do malarica. Sendo assim, pesquisas
sobre as alteragdes imunoldgicas durante a malaria
podem contribuir para o entendimento da reacdo
dos individuos frente a esta infec¢do parasitaria que
se tornou problema de satide publica.

Este trabalho ¢ um dos primeiros no Brasil a
realizar caracterizacdo imunoldgica em individuos
infectados pelo Plasmodium vivax em uma area de
transmissao ativa da doenca e a estudar a relagcao das
moléculas coestimulatorias durante essa infeccao.
Neste sentido os dados aqui apresentados indicam
que apesar de ndo haver variacdes significativas nas
frequéncias de células T CD4+ e CD8+ além de lin-
focitos B, os mesmo apresentaram aumento signifi-
cativo de moléculas de ativagio CD69 e HLA-DR)
durante a infec¢@o aguda pelo Plasmodium vivax que
pode influenciar no nivel geral de ativacao do sistema
imune e acarretar em secrecao de citocinas como a
IL-1, IL-6 e TNF-a, favorecendo o combate ao parasi-
ta, mas por outro lado aumentando a sintomatologia®*.
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Por outro lado, o aumento significativo de células
reguladoras (Tregs) e de moléculas que estao dire-
tamente relacionadas a funcdo supressora (GITR,
0X40 e ICOS) aponta para uma regulacao no siste-
ma nos pacientes infectados, no sentido de se evitar
uma exacerbagdo da ativagdo, que pode ser danosa
aos individuos. Portanto, estes achados permitem,
pelo menos em parte, o entendimento da dindmica
de ativacao e regulacdao do sistema imune durante
a infec¢ao aguda pelo Plasmodium vivax entretanto
mais estudos sdo necessarios para a compreensao de
como esses fatores podem influenciar a gravidade e
o progndstico da doenga.
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