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CARACTERIZACAO DE MARCADORES DE ATIVACAO EM INDIVIDUOS
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CHARACTERIZATION OF ACTIVATION MARKERS IN INDIVIDUALS
INFECTED BY Plasmodium vivax
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RESUMO: A maléria é uma doenca infecciosa aguda causada por protozoarios do
género Plasmodium e transmitida ao homem pela picada da fémea do mosquito
Anopheles. O P. vivax é uma das 5 espécies que infectam os seres humanos, sendo uma
das mais prevalentes na regido Amazonica. Este trabalho tem como objetivo analisar
marcadores de ativacdo do sistema imune durante a infeccdo pelo Plasmodium vivax em
infectados residentes na cidade de Cruzeiro do Sul (AC), uma area de transmissao ativa
de maléria, de modo a se verificar as mudangas que tal infeccdo provoca no sistema
imune. O sangue periférico dos pacientes e controles foi coletado para realizagdo do
hemograma e da fenotipagem por citometria de fluxo. Em todos os grupos analisados
foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk nas variaveis numeéricas. Foi
encontrada uma leucopenia periféerica significativa no grupo infectado se comprada ao
grupo controle. Quanto a frequéncia de mondcitos e linfécitos totais, ndo foi encontrada
diferenca significativa, porém, estudos demonstram que ha uma grande ativagdo de
subpopulacdes de linfocitos. A infeccdo induziu o aumento de marcadores de ativacdo
(CD69 e HLA-DR) em células T dos individuos acometidos pelo Plasmodium vivax.
Em conjunto, esses dados sugerem que a infecgdo pelo P. vivax promove ativagao de

linfécitos T, uma vez que altera significantemente a expressdo de marcadores de

! Académica do curso de Enfermagem da Universidade Ceuma. E-mail: l.snina.lnina@gmail.com

2 Enfermeira, Mestre em Biologia Parasitéria e Especialista em Urgéncia e Emergéncia pela Universidade
Ceuma. E-mail: thayanne_muniz@hotmail.com

3 Graduado em Ciéncias bioldgicas pela Universidade de Sdo Paulo, graduado em Ciéncias BiolGgicas
Licenciatura pela Universidade de Séo Paulo, Graduado em Ciéncias de Primeiro Grau pela universidade
de S&o Paulo, possui mestrado em Ciéncias pela Universidade Sdo Paulo, possui Doutorado em
Imunologia pela Universidade de Sdo Paulo e Pds-Doutorado no Mount Sinai School of Medicine, NY,
USA. Atualmente é Professor/Pesquisador da Universidade Ceuma (MA) e do Instituto Florence de
Ensino Superior. E-mail: marcos.grisotto@gmail.com

49



Revista Ceuma Perspectivas, Edicdo Especial.

V Congresso de Saude e Bem Estar Ceuma. Vol. 30, n°02, 2017.

ISSN Eletronico: 2525-5576.
ativacdo. Estes resultados apontam para a necessidade gerar informacgdes acerca dos
mecanismos imunoldgicos na malaria pelo P. vivax que poderdo subsidiar o
desenvolvimento de futuras pesquisas sobre essa temética e consequentemente novas

medidas de intervencéo.

PALAVRAS-CHAVE: Plasmodium vivax, Imunologia, marcadores de ativacao.

ABSTRACT: Malaria is an acute infectious disease caused by protozoa of the genus
Plasmodium and transmitted to humans by the bite of the female mosquito Anopheles.
P. vivax is one of the five species that infect humans, being one of the most prevalent in
the Amazon region. This work aims to analyze the expression of activation markers on
leukocytes during Plasmodium vivax infection in patients and controls residents of
Cruzeiro do Sul (AC), an area of active transmission of malaria, in order to verify the
changes that such infection causes in cells of the immune system. The peripheral blood
of the infected subjects was collected for hemogram and immuno-phenotype by flow
cytometry. In all groups analyzed, the Shapiro-Wilk normality test was performed on
the numerical variables. Significant peripheral leukopenia was found in the infected
group compared to the control group. Regarding the frequency of monocytes and total
lymphocytes, no significant difference was found, however, studies show that there is a
great activation of subpopulations of lymphocytes. The infection induced the increase of
activation markers (CD69 and HLA-DR) in T cells of individuals affected by
Plasmodium vivax. Together, the data suggest that P. vivax infection promotes
immunological activation of T cells, evidenced by higher expression of activation
markers. These results are important to understand the role of immune cells and the
immunological mechanisms during malaria by P. vivax that may support the

development of future research on this subject.

KEYWORDS: Plasmodium vivax, Immunology, activation markers.
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1. INTRODUCAO

A maléria é uma das doengas infecciosas mais prevalentes no mundo, acomete
milhGes de individuos por ano, sendo a principal causa de morte e morbidade em
diversos paises em desenvolvimento, dentre eles o Brasil. A maioria dos casos ocorrem
em areas tropicais e subtropicais. Caracteristicas epidemioldgicas envolvem a fatores
determinantes do hospedeiro, porém outros aspectos como tipo de parasita, vetor,
condigdes ambientais e sanitarias influenciam na gravidade da doenca (PARENTE et.
al. 2012).Além disso, a implementacdo de politicas sanitarias, econdmicas e sociais
governamentais estdo relacionadas com o sucesso no combate as infec¢Ges e na reducéo
do niimeros de casos ao longo dos anos (SIVEP- MALARIA, 2012).

A infeccdo ocorre pela picada da fémea do mosquito Anopheles cujas glandulas
salivares contém protozoarios do género Plasmodium, havendo 5 espécies que podem
infectar seres humanos. No ano de 2013 dos 177.722 casos confirmados de malaria no
Brasil, 18% das infeccdes foram causadas pelo P.falciparum e 82% pelo P. vivax
(SIVEP MALARIA 2014). Em 2015, foram registrados cerca de 212 milhdes de casos
de maléria no mundo, 126. 211 dos casos correspondiam a infeccbes pelo P. vivax
(WHO, 2016). Em 2014, ocorrem no Acre 22% dos casos notificados na regido
Amazonica, equivalente a um niimero de 31.241 infecgdes (SIVEP MALARIA, 2014).
Nesse mesmo ano, o estado do Maranh&o registrou 1.396 infeccGes por malaria (1%)
(BRASIL, 2014).

O ciclo do parasito inicia-se a partir da picada do mosquito, onde a fémea
inocula os esporozoitos na pele do hospedeiro que caem na corrente sanguinea e
invadem os hepatocitos no figado. Dentro das células hepaticas os esporozoitos se
multiplicam e originam milhares de merozoitos (esquizogonia pré-eritrocitica). Os
hepat6citos que se encontram infectados se rompem e liberam na corrente sanguinea
merozoitos que invadem rapidamente os eritrocitos. O ciclo sanguineo (esquizogonia
eritrocitica) se repete sucessivas vezes, conduzindo a lise de eritrocitos (WHO, 2013).
Depois de varios ciclos, alguns parasitas se diferenciam em gametocitos, que sé@o
captados pela picada de outra fémea do mosquito Anopheles, fechando o ciclo do
parasita.

O ciclo esta diretamente ligado a resposta imunologica da doenga, mas a

resposta imune frente & maléria ainda ndo é totalmente conhecida. Sabe-se que a
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resposta imune envolve uma complexa apresentacdo de moléculas com propriedades
antigénicas que sdo responsaveis pela ativacdo da resposta imune do hospedeiro, 0 que
garante uma resposta diversificada e estagio-especifica, atuando assim, contra as
diferentes formas evolutivas do parasita. Essa resposta, envolve feedback celular e
humoral, onde as células T sdo essenciais na regulacdo da producdo de anticorpos e na

inducdo da imunidade celular (MIOTO et.al., 2012).

No inicio da infeccdo, durante a fase hepatica, a resposta imunoldgica é
predominantemente celular, sendo que nesse estagio a reducdo da densidade parasitéria
depende da ativagio dos linfécitos T CD8", além de linfocitos T CD4" que sdo capazes
de polarizar a resposta imune para o padrdao Thl (TAYLOR-ROBINSON et al., 1993).
Esse mecanismo envolve a producdo de citocinas pro-inflamatdrias como INF-y pelas
células T (CD4" e CD8") que no estagio sanguineo irdo tentar controlar o nimero de
parsitas, o que vai depender do equilibrio entre as citocinas secretadas pelas células
ativadas, ja que a severidade da doenca tem sido associada com altos niveis sistémicos
de IFN-y e TNF-a. A producdo de IFN-y pelas células T, ativa macrofagos que vao
produzir grandes quantidades de TNF-o, responsavel pelos paroxismos da maléria,
podendo contribuir para o aparecimento de sintomas mais graves, Como anemia grave e
caracteristico da malaria cerebral (SCHOFIELD e GRAU, 2005).

Durante a imune garante ocorre grande ativacdo dos linfocitos T que € medida
pelo aumento da expressdo de marcadores de ativacdo celular. Diferentes moléculas sdo
expressas em variados estagios de ativacdo de linfdcitos T, tais como o HLA-DR
presente em linfocitos T CD4" e 0 CD69 que é um marcador expresso por linfocitos T e
outros tipos celulares na fase inicial a um estimulo patogénico (LOPES, 2014). A
molécula CD69 é um marcador de ativacdo precoce, estando presente na fase inicial a
um estimulo. Essa molécula est4 envolvida na transmissdo dos sinais coestimulatorios,
promovencdo a sintese de varias citocinas como IL-2 (interleucina 2), IFN-y ¢ o
receptor da interleucina 2 (IL-2R) (TEIXEIRA, 2012; KORNETE et al., 2012).

Tendo em vista que a malaria € um grave problema de satde publica e a escassez
de informagdes a do funcionamento do sistema imunoldgico durante a infecgdo, este
trabalho tem por objetivo analisar a populagdo de leucdcitos totais e a dindmica de
expressao dos marcadores de ativacdo HLA-DR e CD69 por linfocitos de pacientes

infectados pelo P. vivax residentes na cidade de Cruzeiro do Sul (AC).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 POPULACAO ESTUDADA E ASPECTOS ETICOS

Foram analisados 25 individuos de ambos sexos (15 homens e 10 mulheres)
infectados pelo Plamodium vivax antes do tratamento (fase aguda), residentes em
Cruzeiro do Sul (Acre). Participaram também, 10 individuos de ambos sexos (homens e
mulheres) sadios, que nunca contrairam nenhum tipo de malaria, residentes no Estado
do Maranhdo. Por tratar-se de um estudo que envolve seres humanos a pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Ceuma (protocolo 00879/09,
de 17/12/2009) e pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Acre (protocolo
136622/12).

2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos neste estudo individuos acima de 18 anos, de ambos 0s sexos,
com exame de gota espessa positivo para Plasmodium vivax e que concordaram em
participar do estudo através da assinatura de um termo de consentimento livre e
esclarecido. Foram excluidos do estudo individuos com outras co-morbidades ou que
faziam uso de esteroides e outros medicamentos que poderiam interferir no curso da

doenca além de pacientes que se recusaram a participar do estudo.

2.3 COLETA E ESTOCAGEM DO MATERIAL

O sangue (cerca de 3 mL) dos pacientes e controles foi coletado por puncéo
venosa periférica em tubos contendo heparina, identificado e parte foi separada para
confirmacédo da malaria por meio do exame de gota espessa, feito por técnicos treinados
e habilitados. Foram coletadas amostras de sangue total.

Todo material foi acondicionado e mantido a 4 °C por no maximo 6 horas até o
processamento laboratorial. As amostras foram encaminhadas para o Centro de Estudos

e Pesquisas em Doencas Infeciosas — CEPDI/ Instituto da Biodiversidade/Universidade
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Federal do Acre (UFAC) — Campus Floresta, para serem entdo utilizadas para realizacédo

do hemograma e os experimentos de citometria de fluxo.

2.4 HEMOGRAMA, SEPARACAO DE PLASMA E ISOLAMENTO DE
LEUCOCITOS COM TAMPAO DE LISE

Do total de sangue coletado, cerca de 1 mL foi utilizado para realizacdo do
hemograma com o analisador automatico (ABX Micro 60 — HORIBA). Com o restante
do sangue, fez-se o isolamento de leucdcitos com tampao de lise de hemécias. Apds esta
etapa as células foram lavados com PBS e as amostras foram centrifugadas. Apds o
isolamento, as células foram transferidas para uma placa de fundo redondo (1x10°

células por poco) e marcadas com anticorpos especificos.

2.5 FENOTIPAGEM DE LEUCOCITOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Os leucdcitos isolados do sangue periférico foram incubadas com anticorpos
anti-CD4, CD8, CD19, CD14, HLA-DR e CD69 marcados com diferentes
fluorocromos, todos adquiridos da BD Biosciences Pharmingen. Apds a marcagdo, as
células foram captadas utilizando o aparelho de BD Accuri C6 e posteriormente

analisadas o software FlowJo (TreeStar, CA)

2.6 ANALISE ESTATISTICAS

Os grupos infectados e controle foram testados quanto a sua distribuicdo norma
pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk para variaveis numéricas. Para verificacdo de
diferencas entre dois grupos com distribuicdo normal foi realizado o Teste t de Student
Independente. Para as variaveis sem distribuicdo normal, a comparacdo entre o0s dois
grupos foi feita pelo Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As diferencas obtidas
foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Para apresentacao
dos dados foram confeccionados graficos de barras com as médias e Box-plots com
medianas dos grupos foi utilizado o programa GraphPad Prism para Windows 5.0
(GraphPad).
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Os leucécitos totais dos individuos infectados foram analisados através do

hemograma nos grupos controle (C) e infectados (1).

Figura 1: Valores da media de leucdcitos totais (10°’mm®) no sangue de individuos controles (C) e

infectados (1) pelo Plasmodium vivax. *p< 0,05.
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Nos individuos infectados pela maléria ficou evidenciado uma leucopenia

significante durante a fase aguda da doenca se comparados com pessoas sadias (Figura

1). Os dados aqui obtidos corroboram com o estudo de Severo (1994), que evidenciou

que pacientes com malaria podem apresentar leucopenia. Entretanto existem

divergéncias a este respeito na literatura, sendo que alguns estudos também mostram

que alteracdes induzidas pela malaria na contagem das células brancas do sangue, que

incluem a leucopenia, enquanto que outros autores apontam para leucocitose, havendo
certa controvérsia a esse respeito (SANTOS, 2010; WICKRAMASINGHE E

ABDALLA, 2000).
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3.2 POPULACAO DE MONOCITOS E LINFOCITOS T (CD4+e T CD8+) e
LINFOCITOS B
Figura 2: Valores da media de mondcitos (%) (2A), linfocitos T CD4" (%) (2B), linfocitos T
CD8%(%) (2C) E linfocitos B (2D) em controles (C) e infectados (I) pelo Plasmodium vivax.
**p<0,005.
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A frequéncia relativa dos mondcitos (Figura 2A), linfécitos T CD4"(Figura 2B)
e de linfécitos T CD8" (Figura 3C) ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos comparados. Por outro lado, verificou-se que a frequéncia dos linfocitos B
diminuiu significativamente nos individuos infectados (Figura 2D).

Estudos relatam que apesar da frequéncia de mondcitos e linfécitos totais ndo se
alterarem durante a infeccdo malarica existe uma grande ativacdo de subpopulacfes de
leucdcitos durante a infecgdo (KASSA, 2006). Por outro lado, a literatura afirma que os
pacientes infectados com malaria apresentam diminuicdo do nimero absoluto dos
linfécitos, gerando assim, uma linfopenia (COSTA, 2013).

Apesar deste estudo ndo ter demonstrado diferengas significativas na frequéncia
de células T, os linfocitos T CD4" desencadeiam agbes como a ativacio de macrofagos
e mondcitos o que irdo promover a fagocitose, secrecdo de citocinas como IL-1 e IL-6
que inibem o desenvolvimento intra-hepatico do parasita e contribuindo para ativacao
de células B e consequente produgdo de anticorpos (HOFFMAN E FRANKE, 1994;
IMAI, 2010).

Em um estudo feito por Tsuji (2010), as células T CD8" demonstraram papel
protetor contra o parasita, especialmente na fase pré-eritrocitica através da destruicdo de

hepatdcitos infectados. Costa (2013) observou que a infeccdo malarica pelo P. vivax
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ocasiona um aumento da proporcdo de células T CD8" em relacdo & TCD4", o que ndo
foi observado neste estudo.

Neste estudo o grupo de infectados teve diminuigdo significativa de linfécitos B.
Durante a infecgdo por malaria, os linfocitos B sdo resposnaveis pela resposta imune
humoral, ou seja, produzem anticorpos especificos frente ao parasita, importantes para
conferir protecdo contra as formas sanguineas do parasita (TAYLOR-ROBINSON,
2010). No entanto, essa persisténcia de niveis significativos de anticorpos contra a
maldria baseia-se na exposi¢do continua a infeccdo (LANGHORNE et al., 2008).

Estudos afirmam que o numero absoluto de linfocitos diminui durante a infeccéo
malérica e tal alteracdo ocorre pela apoptose induzida em células mononucleares
humanas (HVIID et al., 1997; BALDE et al., 2000; XU, 2002). Este fato justificaria a

diminuicéo de linfocitos B nos individuos infectados pelo Plasmodium vivax.

3.3 EXPRESSAO DE HLA-DR EM MONOCITOS E LINFOCITOS T CD4"

Figura 3: Expressdo de HLA-DR por mondcitos (A) em individuos do grupo controle (C) e infectado (I)
pelo Plasmodium vivax. Percentual de células CD14" HLA-DR® (B). Expressdo de HLA-DR por células
T CD4+ (C) em individuos do grupo controle (C) e infectado (1) pelo Plasmodium vivax. Percentual de
células CD4" HLA-DR" (D).**p<0,005.
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Moléculas de HLA-DR sdo importantes na geracdo de respostas imunitarias a

micro-organismos, uma vez que a sua principal fungdo em mondcitos é apresentar
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peptideos para ativacio e a diferenciacdo de células T CD4*. O aumento de expressao
de HLA-DR em monocitos foi estimada do aumento do percentual de células
CD14"HLA-DR" (Figura 3A). Da mesma forma, a ativacdo de linfocitos T CD4" foi
estimada através da frequéncia relativa de células T CD4"HLA-DR" (Figura 3C) em
individuos sadios e infectados. N&o houve diferenca significativa no percentual de
células CD14"HLA-DR" nos grupos infectados em relacdo aos controles (Figura 3B).
Por outro lado, houve aumento significativo de células T CD4"HLA-DR" no grupo de
infectados em comparagdo com controles (Figura 3D). Estes achados corroboram com
estudos de Taylon-Robinson (1993), onde ficou verificou-se um aumento significativo
na expressdo de HLA-DR por linfocitos T e outros tipos celulares em sangue de

individuos infectados pela malaria.

O aumento na expressao e frequéncia de moléculas de ativagdo na superficie de
linfécitos durante a infeccdo pelo Plasmodium vivax tem relacdo com a magnitude da
resposta imune frente a infeccdo malarica, que leva a um recrutamento de celulas
inflamatorias e produgéo de citocinas a fim de eliminar o patogeno. Estes dados estdo
em concordancia com os dados da literatura que mostram grande ativagdo do sistema
imune em individuos infectados pelo Plasmodium, inclusive em gestantes, o que
acarreta 0 aumento da expressao marcadores de ativacdo como HLA-DR e CD69 em
células efetoras (ROETYNCK et al., 2006).
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3.4 EXPRESSAO DE CD69 EM LINFOCITOS T (CD4" E CD8") E

LINFOCITOS B

Figura 4: Expressdo do marcador CD69 em linfocitos T CD4" (A), T CD8" (C) e linfécitos B (E) de
individuos controles (C) e infectados (l). Percentual de células T CD4"CD69" (B), T CD8'CD69" (D) e
CD19°CD69" (E) em controles e infectados pelo Plasmodium vivax. **p< 0,005; ***p<0,0005.

‘
A C I B "
" P
10° 107 . 15
-+ 0 B
a) S
73wt 8
< CD4+COBY+ CD4+CDBA+ a
3 5.76% 3 7.32% O |
10 107 o +
= &
o
10 10° A (&)
10! 10' ] 0
10" 10° 10 10 107 10 10 10° 10 10‘ 10 10° c
~ .
> CD69
G & ! D
10° 3 10 20 } X 4
5 5
1074 10”4 sge
2 2 1
— 104 10° 4 4
o o
o 10
1054 CD8+CDB+ 10°4 (&)
3 3371% 3 +
A CD8+CDBI+ 8
10.4%
107 10° o 5
1 1
10 10 0 T
T T y o Y Y y
10' 10 100 10 10 10° w0 100 100 1wt 10 10 c !
3
> CDG69
E ¢ I F
10° 104 40 —

CD19

3 3 CD19+CDBY+
107 o CD19+CD6Y+ 1074 26.3%
317% E

CD19+CD69+ (%)
N
o

ER
R
-
o o
1

L § Ty L rr Ty, Ty ™ T
5 5 2 4 S
w0 10 w0 10t 10 1d 1 SRR TANT ST\ c I

> CD69"

O CD69 é uma molécula expressa em linfocitos na fase inicial de uma exposicao
a um estimulo, envolvido em uma consequente produgdo de citocinas. (TEIXEIRA,
2012; KORNETE et al., 2012). Em todas as subpopulagdes de linfocitos, T CD4"
(Figura 4A-B), linfécitos T CD8" (Figura 4C-D) e linfocitos B (Figura 4E-F) houve
aumento significativo de células CD69" nos individuos infectados em relagdo aos
controles. Em estudo realizado por Lopes (2014), o percentual de linfocitos T CD4" que

expressam CD69 também aumentou o que se assemelha com 0s nossos resultados.
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4. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo analisar as alteragdes fenotipicas nas
subpopulacdes celulares do sangue de pacientes com malaria. Foram estudados aspectos
hematologicos e imunoldgicos na infeccdo pelo Plasmodium vivax em individuos
residentes em uma area de transmisséo ativa (Cruzeiro do Sul- Acre).

Este trabalho evidenciou reducdo significativa na frequéncia relativa de células
B em pacientes infectados em relagdo aos controles. Além disso, houve o aumento de
marcadores de ativacdo em linfocitos T e B, como CD69 e HLA-DR em pacientes
infectados pelo P. vivax. Com base nesses resultados, podemos perceber que mesmo
sem diferenca significativa de leucdcitos totais 0 aumento de marcadores de ativacédo
ocorre devido a uma grande ativacdo destes tipos celulares que tém por objetivo
protecdo do hospedeiro frente a seu parasito. Esses tipos celulares sdo importantes na
resposta imunoldgica frente ao parasita, através da producdo de citocinas, anticorpos
bem como na citotoxicidade frente a hepatdcitos infectados. Espera-se que esta pesquisa
contribua para o entendimento da dindmica de expressdo destes marcadores durante a

infeccdo bem como estimule mais pesquisas sobre essa temética.
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