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Vi
RESUMO

A malaria € uma doenga causada por parasitas do género Plasmodium.
Considerada um grave problema de saude publica, a malaria esta presente em diversos
paises tropicais e subtropicais, colocando em risco mais da metade da populagao
mundial. Plasmodium vivax € uma das espécies causadoras da malaria ao homem e a
que apresenta maior distribuicdo geografica no mundo e, devido a seus aspectos
biolégicos, tem se tornado um grande desafio em meio a um cenario de eliminagéo. Os
gametocitos sdo as formas responsaveis pela transmissao do Plasmodium ao vetor, as
fémeas do mosquito Anopheles. Avangos nos estudos da biologia e dinadmica dos
gametoécitos em P. falciparum, se tornaram possiveis ap0s o estabelecimento de um
sistema de cultivo in vitro e modelos experimentais. No entanto, a auséncia dessas
metodologias para P. vivax tem dificultado o avanco nas pesquisas. Neste sentido, este
estudo teve como objetivo avaliar o tempo de viabilidade e infectividade de gametdcitos
de P. vivax cultivados ex vivo. Para a realizagdo deste estudo, os ensaios foram
realizados com amostras provenientes de pacientes com diagnostico positivo para
malaria vivax e analisados o tempo de viabilidade em cultivo ex vivo de até 48h sob
trés métodos: amostras enriquecidas por i. Percoll 70% ou ii. MACS e iii. amostras sem
enriquecimento. A viabilidade foi analisada em até 48h por microscopia optica, ensaios
de alimentagcdo por membrana em mosquito Anopheles e ensaios de exflagelagdo. Os
resultados mostraram que os gametocitos apresentaram viabilidade em até 48h de
cultivo, no entanto, a partir de 12h a infecgéo foi afetada significativamente. Dentre os
métodos analisados, Percoll e amostras ndo enriquecidas apresentaram similaridades
na infecgdo, com diminuigao significativa apds 12h de cultivo. Em contrapartida, MACS
apresentou gametocitos morfologicamente viaveis em até 24h, mas a infecgao foi
observada somente em até 12h com diminuicdo significativa a partir de 6h. Em um
cenario de controle e eliminagdo da malaria, o estudo da viabilidade dos gametécitos €
necessario para explorar novas estratégias de bloqueio. Desta forma, nossas analises
mostram que gametdcitos cultivados em 6 horas podem ser usados inicialmente para
a triagem de novos agentes com ac¢ao gametocitocida e, como tal, permite a validacao
direta com a infeccdo em mosquitos. Esses resultados contribuem para fornecer novas
perspectivas no desenvolvimento das ferramentas necessarias para a investigagao de
agentes para bloquear a transmissao.

PalavrasChaves: malaria, ensaios de alimentagao por membrana, Plasmodium vivax,
bloqueio de transmisséo, gametdcitos, cultura.
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ABSTRACT

Malaria is a disease caused by parasites of the genus Plasmodium. Considered a
serious public health problem, malaria is present in several tropical and subtropical
countries, putting more than half of the world's population at risk. Plasmodium vivax is
one of the species that causes malaria to man and is the one with the greatest
geographical distribution in the world and, due to its biological aspects, has become a
major challenge in the midst of an elimination scenario. Gametocytes are the forms
responsible for transmitting Plasmodium to the vector, the females of the Anopheles
mosquito. Advances in the studies of biology and dynamics of gametocytes in P.
falciparum, became possible after the establishment of an in vitro culture system and
experimental models. However, the absence of these methodologies for Plasmodium
vivax has hindered the progress in research. In this sense, this study aimed to evaluate
the viability and infectivity time of P. vivax gametocytes cultured ex vivo. To carry out
this study, the tests were performed with samples from patients with a positive
diagnosis for vivax malaria and the viability time in ex vivo culture of up to 48 hours
was analyzed under three methods, samples enriched by i. Percoll 70% or ii. MACS
and iii. samples without enrichment. Viability was analyzed within 48 hours by optical
microscopy, MFA assays in Anopheles mosquito and exflagellation assays. The results
showed that the gametocytes showed viability in up to 48h of culture, however, from
12h onwards the infection was significantly affected. Among the analyzed methods,
Percoll and non-enriched samples showed similarities in infection, with a significant
decrease after 12 hours of culture. On the other hand, MACS showed morphologically
viable gametocytes within 24h, but infection was only observed within 12h with a
significant decrease after 6h. In a malaria control and elimination setting, the study of
gametocyte viability is necessary to explore new blocking strategies. Thus, our
analyzes show that gametocytes cultured in 6 hours can be used initially for screening
new agents with gametocytocidal action and, as such, allows direct validation with
infection in mosquitoes. These results contribute to provide new perspectives on the
development of tools necessary for the investigation of agents to block transmission.

Keywords: malaria, membrane feeding assays, Plasmodium vivax, transmission
block, gametocytes, culture.
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RESUMO LEIGO

A malaria é uma doencga que atinge pessoas em todo o mundo e é causada por
um parasita conhecido como Plasmodium que é passado para o homem durante a
picada do mosquito. Muitos estudos vém sendo feitos nesses parasitos para conhecer
as suas caracteristicas, como eles crescem no homem e nos mosquitos, e também
descobrir novos remédios para tratar a doenca. O Plasmodium vivax € um dos tipos
que causam a malaria no homem e esta bem distribuido em varios locais do mundo.
Mesmo com muitos estudos, ainda € dificil entender como eles crescem e causam a
doenca. Essa dificuldade em conhecer o parasito acontece porque nao temos as
mesmas ferramentas que os outros tipos de parasito tém. Os parasitos tém muitas
formas no sangue quando esta no homem, sendo uma delas chamado de gametdcitos,
que sao pegos pelo mosquito durante a picada, fazendo com que 0 mosquito carregue
esse parasito e leve para outras pessoas. Nesse estudo procuramos saber quanto
tempo os gametdcitos, quando tirados do sangue do homem que esta com malaria do
tipo vivax, consegue viver em laboratorio e se ele também consegue infectar o
mosquito. Com os experimentos, vimos que esses gametdcitos podem ficar vivos em
laborat6rio por até dois dias. Mas, os melhores resultados foram vistos em 6h, porque,
depois disso, a quantidade de gametdcitos vivos diminuiu e ndo conseguiram infectar
0s mosquitos muito bem. Esses resultados mostraram que os gametécitos no
laboratorio tem um tempo de vida curto, mas que se vistos em até 6h podem ser
usados para buscar novos remédios que vao matar esse tipo de parasito e nao vai
passar para 0 mosquito e nem para outra pessoa.
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1. Introdugao

1.1. Malaria

A malaria € uma doenca infecciosa febril aguda causada por protozoarios do género
Plasmodium spp. que sao transmitidos através da picada da fémea do mosquito
Anopheles. Reconhecida como um sério problema de saude publica mundial, a
transmissao da malaria ocorre em 87 paises (1), sendo considerada uma doeng¢a de maior
impacto na morbidade e mortalidade da populagcdo em areas tropicais e subtropicais. De
acordo com a Organizagao Mundial da Saude, em 2019, foram confirmados 229 milhdes
casos de malaria e cerca 409 mil mortes em todo o mundo, sendo a Regido da Africa com

a maior proporcao de casos (94%) e mortes por malaria (1).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude, quatro espécies de Plasmodium sao
reconhecidas como responsaveis pela malaria humana, sao elas: P. falciparum, P. vivax,
P. malariae e P. ovale. Infec¢gdes em humanos por P. knowlesi, P. cynolmogi e P. simium
tem sido relatados nos ultimos anos (2-5), no entanto nestas infec¢gdes ainda ndo tem
evidenciado uma transmissao efetiva, sendo entdo associadas a fatores ecoldgicos e
individuais (6,7).

Dentre as espécies reconhecidas, P. falciparum e P. vivax sao as principais
causadoras da malaria humana. Plasmodium falciparum é responsavel por causar malaria
grave e de mortes relatadas, principalmente na Regi&o da Africa, onde é responsavel por
mais de 99% dos casos (Figura 1a). Fora da Africa, mais da metade (55%) dos casos

registrados de malaria é devido a infecgbes causadas por P. vivax. (Figura 1b).
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Figura 1 (a). Incidéncia de casos de P. falciparum e (b). Incidéncia de casos de P.

vivax no mundo (8).

Nas Américas, nos 18 paises endémicos, aproximadamente 139 milhdes de
pessoas estdo sob o risco da malaria. Em 2019, 723 mil casos foram confirmados, na qual
90% concentrados na Venezuela, Coldmbia e Brasil (Figura 2) (1).
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Figura 2. Numero de casos de malaria confirmado por 1000 habitantes na regido das
ameéricas em 2019 (1).

No Brasil, a magnitude da malaria esta relacionada com a alta endemicidade na
Regido Amazénica. Em todo o territério nacional, 157.454 casos foram notificados em
2019 (9), dos quais 99% dos casos foram notificados na Regido Amazénica, concentrados,
principalmente, em 41 municipios (9), sendo 16 no Estado do Amazonas, que respondem

a um total de 43% dos casos de malaria na Regido (10).

Até a década de 80, a predominancia era de casos por P. falciparum, porém, devido
a esfor¢cos desenvolvidos para controlar a malaria na época, a partir da década de 90, P.
vivax passou entdo a ser a principal espécie causadora de malaria e em 2019, cerca de

89% dos casos notificados foram por malaria vivax (9) (Figura 3).
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Figura 3. Série historica de casos de malaria notificados no Brasil, 1959 a 2019 (9).

Os demais casos notificados (1%) corresponde a Regido extra-amazonica.. Nesta
Regido, mais de 80% dos casos sao importados de areas endémicas ou de outros paises.
Apesar de um numero menor de casos, a Regido Extra-Amazénica apresenta maior

letalidade em funcdo da demora de diagndstico e tratamento (11).

1.2. Ciclo do Plasmodium

O ciclo de vida do Plasmodium (Figura 4) € um dos mais complexos e requer
especialidades para o desenvolvimento em diferentes hospedeiros (vertebrado e

invertebrado) e ambientes (12,13).
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Figura 4. Ciclo de vida do Plasmodium vivax. Adaptado (14)

No hospedeiro vertebrado, o ciclo inicia durante o repasto sanguineo da fémea do
mosquito Anopheles que inocula na derme as formas infectantes do parasito presentes na
glandula salivar, os esporozoitos. Devido a sua motilidade, os esporozoitos inoculados
penetram nos vasos sanguineos e por meio da circulagdo, alcangam rapidamente o
figado. Por um processo denominado travessia, 0s esporozoitos cruzam a barreira
sinusoidal e invadem os hepatdcitos. Nos hepatdcitos, os parasitos se multiplicam e ao
longo de 2-10 dias sao formados esquizontes exo-eritrociticos contendo merozoitos que
sao liberados na corrente sanguinea por meio de vesiculas denominadas merossomos
(15). Nas espécies P. vivax e P. ovale, apds 0s esporozoitos invadirem os hepatocitos,
alguns parasitos podem entrar em estagios latentes ndo replicaveis denominados
hipnozoitos, que podem ficar dormentes por um longo periodo, culminando em episédios

de recaidas (14).



Os recém liberados merozoitos na circulagao, se ligam e invadem os eritrocitos por
uma série rapida e orquestrada de eventos (16). Uma vez nos eritrocitos, os merozoitos
se diferenciam em trofozoito e durante o desenvolvimento intra-eritrocitario diversas
mudangas sao atribuidas a célula para que seja permitido o transporte de moléculas,
citoaderéncia e digestdo do conteudo citoplasmatico. Ao final do desenvolvimento
assexuado, um ciclo de 48h, a divisdo nuclear é seguida pela formacao e liberagdo de
merozoitos que irdo invadir novos eritrocitos e dar continuidade ao ciclo. A fase eritrocitica,
onde ocorre as repetidas replicagcbes e invasdao € responsavel pelas manifestacoes

clinicas, caracterizada principalmente pelas sindromes febris e, pela patogenia (13).

Durante o ciclo eritrocitico, uma proporgao de parasitos € diferenciada em estagios
sexuados dimorficos, chamados de gametdcitos. Enquanto os estagios assexuados sao
responsaveis pela doenca clinica, os gametocitos sao responsaveis pela transmissao do

parasita ao vetor, fémeas do mosquito Anopheles.

No hospedeiro invertebrado, o ciclo inicia com a ingestao de gametoécitos maduros
durante o repasto sanguineo. Apos a ingestdo, no lumem do intestino, devido a
caracteristicas intrinsecas ao ambiente do hospedeiro invertebrado (temperatura, pH e
acido xanturénico), o0s gametocitos masculinos e femininos s&o induzidos a
gametogénese. Esse processo inicia com a ativagao dos gametdcitos que proporciona a
saida dos eritrécitos e no fim, a formagao dos gametas (17). Cada gametdcito masculino
sofre um processo denominado de exflagelagdo, que resulta na formacdo de oito
microgametas moveis, enquanto que os femininos, por um processo mais simples de
saida do eritrocito, se diferenciam em macrogametas (18). Apds a formagao dos gametas,
ocorre a fecundagao que resulta na formacao de um zigoto e, posteriormente, a conversao
em um oocineto moével que atravessa a barreira epitelial do intestino médio. Apds a
passagem, 0 oocineto se estabelece e se torna um oocisto séssil, onde ocorrem
replicagbes esporogbnicas e a formagdo dos esporozoitos. Apds alcancarem a
maturidade, os oocistos rompem-se e 0s esporozoitos sao langados na hemolinfa e
migram até as glandula salivares para alcangar os ductos salivares para serem inoculados

em um novo hospedeiro vertebrado (19).



1.3. Gametécitos

Os gametécitos sao os estagios formados nas células sanguineas do hospedeiro
vertebrado e sao responsaveis pela transmissao do parasito ao vetor. Durante a replicagao
assexuada uma proporgao de parasitos se compromete para a formagdo de estagios

sexuados nao replicantes.

Dados relacionados aos gametocitos sao registrados ha pelo menos um século, no
entanto o processo pelo qual sdao formados, a gametocitogénese, ainda €& pouco
elucidado. Sabe-se que esse processo varia entre as diferentes espécies e é determinada

por fatores moleculares e ambientais.

O fator de transcricdo AP2-G, um membro conservado da familia apicomplexa AP2
de proteinas de ligacdo ao DNA que tem diversas atividades reguladoras de transicao no
parasito (20,21), € um potencial regulador do comprometimento sexual (22,23). Outros
fatores que incluem a densidade parasitaria, resposta imune do hospedeiro, fatores
genéticos ou o tratamento com drogas (22-24), contribuem para a regulacdo do
comprometimento sexual e do metabolismo. Apds o comprometimento, a conversao
sexual é seguida, primeiramente, pela formacdo de um estagio anel sexual que segue
para o desenvolvimento dos gametocitos (25,26) e, apds diferentes estagios, tornam-se

maduros e infectivos (27).

Durante a formacgdo sexual, uma série de mudangas morfolégicas e moleculares
ocorre para que os gametocitos femininos e masculinos tornem-se maduros e infectivos
ao vetor. Em P. falciparum, o tempo de maturacao leva de 7-12 dias e sao classificados
em cinco distintos estagios morfoldgicos (I-V) (28), no qual os estagios I-IV, gametdcitos
imaturos, se desenvolvem na medula 6ssea e, quando atingem o estagio V, sdo lancados
de volta a circulagdo sanguinea para serem ingeridos pelo mosquito (29). Uma vez na
circulagao, os gametocitos maduros de P. falciparum podem ser detectados por semanas
(30).

Os gametocitos de P. vivax apresentam uma série de diferencas biologicas em

relacdo ao P. falciparum, que vao desde a morfologia, dinamica, maturagao e longevidade.
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Durante todo o seu desenvolvimento, ao longo de 2-3 dias, os gametdcitos de P. vivax
apresentam uma morfologia arredondada que preenche todo o eritrocito (31). Estudos tem
mostrado que proteinas APiIAP2 de P. falciparum tem homologos sinténicos em P. vivax
e com expressdes semelhantes durante o ciclo eritrocitico (21,32), no entanto a

compreensdo da biologia dos gametdcitos em P. vivax ainda € escassa.

Em contraste com P. falciparum, gametdocitos maduros de P. vivax estdo presentes
na circulagao no inicio da infeccéo, por vezes, antes dos sintomas serem reconhecidos.
Estudos de transcriptomas tem mostrado que o desenvolvimento dos gametocitos de P.
vivax € mais rapido do que em P. falciparum, tornando-se maduros em aproximadamente
48h. além disso, a presenca de gametécitos na medula 6ssea tem sugerido uma fase de
maturagao nesses nichos, bem como a funcdo de reservatério (33). Apos a maturagao,
em relacdo a P. falciparum, o tempo de vida util dos gametocitos em P. vivax € curta e

podem estar presentes na circulagao por até 3 dias (31).

1.4. Plasmodium vivax: Biologia e Desafios

1.4.1. Implicagdes Bioldgicas

Plasmodium vivax é a espécie mais bem distribuida geograficamente em todo o
mundo e suas caracteristicas biologicas, que favorecem a sua persisténcia, implicam

diretamente sua epidemiologia e as estratégias de controle e eliminagéo (34).

Uma das caracteristicas dessa espécie € a baixa parasitemia (< 2%) devido, ao
menos parcialmente, a sua preferéncia de invadir reticuldcitos. Diferente do P. falciparum,
que invade eritrocitos de todas as idades e aumenta a rigidez das células para aderir ao
endotélio, em P. vivax, essa preferéncia por reticulécitos pode estar relacionada com a
capacidade de manter a flexibilidade dos eritrocitos infectados e consequentemente
circular pelos capilares e ter maior probabilidade de sobreviver a passagem do bago (35-
38).

A citoaderéncia e o sequestro de eritrocitos infectados em estagios tardios, além

de ser um escape que permite a sobrevivéncia do parasito, esta relacionada também com
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a gravidade da doenca devido a obstrugdo da microvasculatura e indugdo da resposta
inflamatoria local, observadas em P. falciparum. O evento de adesao é mediado pela
PfEMP-1 (do inglés P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) que é expressa na
superficie do eritrocito e mostra afinidade a diversos receptores do hospedeiro (39). A
proteina PfEMP-1 esta localizada em regides especificas denominadas knobs, que sao

visualizadas como saliéncias densas de elétrons e que auxiliam na ancoragem (40).

Embora durante muito tempo, infeccbes por P. vivax tenham sido consideradas
benigna com quadros sintomaticos mais brando, a malaria por P. vivax tem causado uma
significativa morbidade e impacto econémico sobre os paises endémicos. Ao longo dos
anos, crescentes estudos tém mostrado complicagdes graves e fatais (41,42) que antes
eram relacionadas apenas com P. falciparum. Os crescentes relatos de manifestagcoes
graves em vivax incluem malaria cerebral (43,44), trombocitopenia (45-47) anemia severa
(48,49), disfuncao hepatica (50), renal (51) e pulmonar (48,52-54).

Os frequentes relatos graves em P. vivax levaram a uma reavaliagdo de processos
relacionados a patogénese. Devido a falta de proporgao de estagios maduros em relagéao
aos estagios em anel, a ideia de que o parasito pudesse se esconder para que ocorresse
a maturacgao foi levantada desde a década de 60 (55). Ao longo dos anos, a falta de
homologos de PFEMP-1, a ndo visualizagdo de knobs na superficie e a presenga de todos
0s estagios na circulagao periférica conduziram a conclusdo de que essa espécie nao

apresentava capacidade de adesao e sequestro (56).

No entanto, estudos mostraram que P. vivax apresenta a capacidade de adesao
(57,58); embora o numero de parasitos aderidos em condi¢des estaticas tenham sido 10
vezes menor do que observados em P. falciparum, a forga de interagdo, sob estresse, foi
similar (57). Além disso, em um estudo ex vivo, foi demonstrado que parasitos em estagios
tardios (esquizontes) apresentaram maior adesao do que os estagios iniciais, sugerindo
que a baixa propor¢cao de parasitos maduros na circulagdo periférica pode ser
consequéncia do sequestro desses estagios (58). Em funcédo desse sequestro, estudos
tem buscado relacionar a biomassa do parasito com a patogénese e gravidade durante as

infecgdes por vivax (59-61).
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Além das lacunas que permeiam o processo de invasao e a patogénese da malaria
vivax, fatores biologicos durante o desenvolvimento do parasito sédo tidos como os

principais desafios no controle.

Durante o ciclo pré-eritrocitico de vivax, estagios latentes sdo formados no figado.
Essas formas, os hipnozoitos, sdo descritos como formas pequenas que persistem por
semana a meses apos a infeccao inicial, ndo expressam antigenos e tem potencial para

recidiva, conhecida também como recaidas (14,62).

P. vivax apresenta um curto periodo de incubacao, 8-9 dias, mas seu periodo de
laténcia apresenta uma grande variabilidade, que estdo relacionadas ao numero de
esporozoitos inoculados pelo mosquito, bem como a origem geografica do parasito
(62,63). Os mecanismos envolvidos na formagao e ativagdo dos hipnozoitos ainda sao
poucos conhecidos, representando o maior gargalo para o efetivo controle da doenca,
pois, estes estagios maximizam a possibilidade do parasito em alcangar o vetor para a
reproducdo sexuada, ja que o hospedeiro humano sera infectante em mais de uma

ocasiao.

Além da formacdo de hipnozoitos, outra caracteristica que impacta as acbes de
controle € a rapida gametocitogénese, processo pelo qual os gametécitos sdo formados.
Os gametécitos do P. vivax estdo presentes mais cedo na progressao de uma infecgcao
em comparagao com P. falciparum, de forma que a maioria dos pacientes tem
gametocitemia suficiente para permitir a transmissdo antes que o diagndstico ou
tratamento possa ocorrer (64). Além disso, os gametoécitos sdo transmitidos de forma mais
eficiente, mesmo em densidades parasitarias mais baixa (31) e, no mosquito, apresentam
um desenvolvimento para estagios transmissiveis ao humano, os esporozoitos, mais

rapidamente do que em P. falciparum.
1.4.2. Tratamento

O tratamento da malaria tem como objetivo interromper a esquizogonia sanguinea,

responsavel pela patogenia e manifestagées clinicas; destruir as formas latentes, que
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estdo associadas aos episodios de recaidas; e interromper a transmissdo, impedindo o

desenvolvimento das formas sexuais (11).

No Brasil, com o objetivo de melhorar a ades&o ao tratamento de infeccoes por P.
vivax, € realizado o esquema terapéutico de 7 dias (esquema curto) que consiste na
administracao de cloroquina por 3 dias associada a primaquina por 7 dias seguidos. Esse
tratamento associado atua de forma sinérgica para o clareamento dos parasitos e diminui
as chances de recorréncia parasitario seguinte ao tratamento, também chamada de

recrudescéncia (11,65).

A primaquina, uma 8-aminoquiloninas, possui um espectro de atividade de cura
radical (P. vivax e P. ovale) e gametocitocida (P. falciparum) (66,67). No tratamento da
malaria por P. vivax, a primaquina é utilizada na cura radical, eliminando parasitos latente
na fase hepatica da infeccdo e consequentemente prevenindo as recaidas. Apesar da
aprovacao da tafenoquina para a cura radical de infec¢des por P. vivax (68), a primaquina

ainda é o unico medicamento amplamente disponivel em varias areas endémicas.

Contudo, a eficacia da primaquina ainda é prejudicada em fungao, principalmente,
do uso de doses sub-terapéuticas, do ndo cumprimento de regimes prescrito e de falhas
na ativacdo metabdlica (69-73). Estudos tem mostrado que mesmo com uso da
primaquina, as recaidas podem ocorrer em 30% dos casos (65). Além, disso, o uso da
primaquina esta associada a riscos graves e efeitos colaterais (74), sobretudo em

pacientes com deficiéncia na enzima glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD).

Em relacdo a cloroquina, o tratamento € realizado com o objetivo de eliminar as
formas sanguineas assexuadas, que sao responsaveis pelas manifestagées clinicas.
Contudo, o uso comum da cloroquina no tratamento de malaria levou ao aparecimento de
resisténcia. Para P. falciparum, em fungdo da crescente resisténcia a diversas
monoterapias, o tratamento € realizado com uma combinacdo de derivados de
artemisinina (ACT do ingés, Artemisinin-based Combination Therapy). Em se tratando de
P. vivax, o primeiro relato de resisténcia a cloroquina ocorreu na Papua Nova Guiné, na
década de 80 (75). Desde entao relatos de resisténcia tem sido reportado em diversos
paises (76,77), inclusive no Brasil (78-80).
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O tratamento € um dos pontos importantes que refletem no controle e eliminagédo
da malaria. A restricao do uso da primaquina (principalmente em pessoas deficientes em
G6PD) implica diretamente na transmissdo, seja na impossibilidade de usar o unico
medicamento com atividade antigametocida, como no caso para P. falciparum; seja na
eliminacao das formas hepaticas latentes que previnem a recaida que ocorre em infecgoes
por P. vivax, e que impedem o desenvolvimento de uma nova infeccdo, e
consequentemente a formacao de estagios sexuais. Aliado a isso, a resisténcia pode
prejudicar ou retardar o clareamento de parasitos, atribuindo a isso maiores chances de

formacgao de estagios comprometidos com a transmissao.

1.4.3. Cultura de P. vivax

P. falciparum continua sendo a principal espécie responsavel pelo maior numero de
casos e mortes por malaria. Desde a estabilizagcdo de um sistema de cultivo (81), diversos
avangos na biologia do parasito foram alcangados, com um melhor entendimento da

patogénese, na pesquisa de drogas e vacinas, e na dinamica da infeccao (82).

De forma geral, a compreensao da biologia de P. vivax ainda € muita escassa, em
parte, devido a inabilidade de estabelecer um cultivo in vitro. Desde a primeira tentativa
de cultivar P. vivax, uma série de estratégias tem sido abordadas na preparagéo do
parasito, no ajuste de meio de cultura e na concentragdo do soro humano (83-88). E,
devido a preferéncia pelos reticuldcitos, consideravel atengédo tem sido dada aos métodos
de obtencdo e suplementacdo dessas células (88-90). Contudo, apesar do progresso,
uma carga de desafios ainda € observada no estabelecimento de um sistema de cultivo

desse parasito.

Atualmente, o conhecimento em malaria vivax esta baseado, principalmente, em
infecgbes naturais e experimentais em humanos (31). A pesquisa e o avango de
metodologias tém possibilitado estudos ex vivo com amostras de pacientes de area

endémica (frescas ou criopreservadas) ou de infecgdes em primatas ndo humanos.
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Primatas ndo humanos adaptados a cepas de P. vivax, devido a sua possibilidade de
abordar questdes especificas da biologia, tém sido instrumentos de pesquisa da malaria
por décadas, seja para a compreensao basica da biologia do parasito ou investigacdes
pertinentes ao desenvolvimento de novas intervencdes (91,92). De forma significativa,
esses modelos foram essenciais na descoberta das formas latentes e, atualmente
diversos estudos tem sido realizados para investigar hipnozoitos e mecanismos de
recaidas (92-94). No entanto, esses modelos apresentam limitagdes em todo o mundo

por questdes de custo e ético.

Na auséncia de culturas a longo prazo, culturas ex vivo a curto prazo para o
crescimento de estagios e invasdao de merozoitos foram estabelecidas desde 1989
utilizando cepas de P. vivax provenientes de macacos neotropical (95). O progresso de
otimizagcéo das condigOes de cultura ainda é lento, no entanto, essas culturas e ensaios
serviram ao objetivo de obter amostras de parasitos para pesquisas na descoberta de
diagnéstico, testes de drogas, desenvolvimento de vacinas e biologia dos parasitos
(37,96).

A busca e o estabelecimento de ferramentas sdo um dos pontos tidos como
potencialmente transformadores, principalmente em P. vivax. Em se tratando dos estagios
sexuais, diversos protocolos tém sido estabelecidos para avaliar gametécitos em culturas
ex vivo a partir de isolados criopreservados (97,98). No entanto, ainda ha a necessidade
do desenvolvimento de métodos em cultura ex vivo que tenham como alvos os estagios
sexuais, que permitam avaliar intervengbes com medicamentos, vacinas, agentes

bioldgicos ou quimicos destinados a interromper a transmissao.

1.4.4. Métodos para Ensaios de bloqueio de transmissao

A transmissdao do Plasmodium para o vetor € mediada exclusivamente por
gametocitos maduros na circulagdo periférica do hospedeiro. Os estagios sexuais sao
reconhecidos como um potencial ponto de intervencdo, seja por meio de drogas

bloqueadoras ou vacinas.
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Como mencionado anteriormente, os gametocitos sdo o principal alvo para estudos
de bloqueio. No inicio, a morfologia dos gametdcitos masculino e femininos era a principal
base de avaliacdo; mais recentemente, o uso de parasitos modificados que expressam
marcadores fluorescentes nos diferentes estagios de desenvolvimento dos gametdcitos
tém sido bem utilizados (99-102), além de possibilitar a realizagdo de ensaios medium
throughput (MTP) ou high throughput (HTP) (103,104). No entanto, apesar de robustos,
estes métodos estdo restritos a cepas transgénicas e podem nao descrever

adequadamente o impacto das intervenc¢des durante as infecgoes.

De forma geral, a densidade de gametdcitos nao prevé inteiramente a capacidade
de infectar os mosquitos. Para validacdo, € necessario avaliar a infectividade de
gametocitos em infecgdes in vivo realizadas em mosquitos fémeas Anopheles sp,
considerados ensaios padrao ouro para analises de bloqueio. Esses ensaios avaliam o
sucesso da infeccdo no mosquito através de analises da propor¢ao de mosquitos
infectados (ou prevaléncia de oocistos) e também da intensidade da infec¢cdo (numero de

oocistos).

Os ensaios podem ser realizados de duas formas: i. por alimentacao direta (DFA,
do inglés Direct Feeding Assay) na qual os mosquitos realizam a alimentagcéo direta na
pele de um hospedeiro, ou ii. por membrana (MFA, do inglés Membrane Feeding Assay),
onde o sangue é retirado do hospedeiro e entdo, oferecido aos mosquitos por meio de um

sistema artificial de alimentagao por membrana.

Apesar de estar mais relacionado com a real dinédmica da infecgéo, os ensaios DFA
sdo menos utilizados por razbes éticas. A viabilidade da infeccdo por membrana foi
demonstrada pela primeira vez por Yoelii (105) com P. falciparum e obteve taxas de
infeccdo comparaveis com ensaios diretos. Desde entdo, o método de alimentagédo por
membrana tem sido amplamente utilizado em estudos de malaria. Os ensaios de
membrana apresentam diversas vantagens sob a alimentacdo direta, como a
possibilidade de usar quantitativo de mosquitos maior que possa aumentar a acuracia dos
resultados. Ademais, esses ensaios sao menos afetados pela inter-variabilidade atrativa

do individuo. Outra vantagem para uso de MFA, é a possibilidade de ensaios com a
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substituicdo do plasma de forma que seja capaz avaliar fatores relacionados a imunidade

€ a acao de anticorpos, por exemplo (106).

Os ensaios adaptados com membrana, MFA, s&o utilizados em dois sistemas: o
ensaio direto por membrana (DMFA, do inglés Direct Membrane Feeding Assay) e o
ensaio padrao de alimentacdo por membrana (SMFA, do inglés Standard Membrane

Feeding Assay).

O SMFA é um ensaio bem utilizado para P. falciparum, onde os gametocitos
cultivados in vitro sdo expostos a compostos de interesse (drogas ou anticorpo, por
exemplo) e entdo oferecidos aos mosquitos através de alimentadores artificiais de
membrana. Apesar de ser chave para analises de intervencdo de bloqueio e serem
realizados sob condi¢des controladas, os ensaios nao refletem a dinamica de infecgoes
naturais, além do mais, na sua maioria, 0 SMFA ¢é realizado com um numero limitado de
cepas (NF54 ou clones), ja que as cepas que podem gerar gametocitemia suficientemente

altas em culturas in vitro sao raras (107).

Nos ensaios DMFA, o experimento é seguido apés uma coleta venosa de sangue
(31,106) e as analises podem seguir de trés formas: i. com amostras de sangue oferecidas
apos a coleta (Sangue Total) ou, o plasma é separado, e entdo o as hemacias sao
ressuspendidas em soro ii. do préprio hospedeiro ou iii. soro controlado e oferecido ao

mosquito.

Para P. vivax, os estudos sobre gametdcitos dependem de primatas ndo humanos
experimentalmente infectados ou humanos e, os ensaios de infectividade podem ser
realizados por DFA ou/e DMFA. Por razbées explicadas acima, e pela crescente
necessidade de compreender a dinamica de infeccdo e a busca de novos agentes com
acao de bloqueio, os DMFA sdo bem mais utilizados, principalmente em situagdes onde o
DFA ndo pode ser realizado. Esses ensaios tem sido bem utilizados para investigar o
tempo de viabilidade de gametdcitos sob diferentes condigées (108,109), para analisar
caracteristicas biolégicas e dinamica (108) e para investigar candidatos para o bloqueio

da transmissao (110-113).
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Anopheles aquasalis € um importante vetor da malaria em areas Costeiras da
Ameérica Central e do Sul (114). Esta espécie tem sido criada em condi¢des de laboratorio
e, devido a sua suscetibilidade a infecgbes por P. vivax, sdo bem utilizados como modelo
para estudos experimentais para avaliar a interagdo parasito-hospedeiro (114-122) bem

como candidatos para bloqueio de transmissao (110,111).

Em se tratando de bloqueio, a analise de potencial gametocitocida de drogas
antimalaricas ja disponiveis comercialmente foram umas das primeiras abordagens a ser
explorada, e teve como objetivo bloquear a transmissao eliminando os gametocitos de
forma que torne o hospedeiro, no caso o homem, ndo infeccioso ao mosquito (123). De
forma geral, a capacidade de resposta de drogas é dificil de ser comparada entre as
espécies de Plasmodium. Para P. vivax, ndo ha métodos em cultura que exploram o
rastreamento de drogas gametocitocida, limitando entdo, aos ensaios clinicos (124-129)
€ aos ensaios in vivo em Anopheles, que avaliam de uma forma mais ampla a atividade
esporonticida (110,111,130).

1.5. Relevancia do estudo

Durante muitos anos, as pesquisas e financiamentos em malaria foram voltadas
para P. falciparum, em razdo de sua gravidade e mortalidade ocasionadas pela infeccéo.
No entanto, devido a expansao de areas acometidas por P. vivax e por suas
caracteristicas biologicas no ciclo (formacao de hipnozoitos e rapida gametocitogénese),

estudos em P. vivax tém ganhado mais atengao.

Os gametécitos sdo os estagios envolvidos na transmissdao da malaria e
compreender sua dindmica e biologia sdo necessarios para a busca de novas estratégias
de bloqueio. Os ensaios para gametocitos em P. vivax estdo restritos principalmente a
ensaios in vivo em Anopheles sp. Durante o DMFA, o composto é imediatamente colocado
no sangue e entao oferecido ao mosquito, apds 7-9 ou 14-16 dias da infec¢do inicial, os

mosquitos sao dissecados e o bloqueio da transmissao € determinado pela contagem do
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numero de oocistos ou esporozoitos, respectivamente. Apesar de serem bem utilizados,
0s ensaios de membrana com P. vivax escapam da capacidade de determinar uma agéo

gametocitocida em fungéo da auséncia de incubagao prévia.

P. vivax apresenta uma série de caracteristicas que dificultam o estabelecimento
de um cultivo in vitro, sendo este um dos principais problemas enfrentados para avancgar
0 conhecimento desta espécie. Os ensaios ex vivo a curto prazo representam uma
ferramenta que auxilia na compreensao da biologia e no teste de agentes de interesse.
No entanto os estudos que englobam os gametdcitos sdo mais restritos nesses modelos,
se fazendo necessario abordar a viabilidade destes gametdcitos em cultivo ex vivo, que
possa proporcionar a avaliagdo de compostos ou candidatos vacinais no bloqueio de
transmissdao com o objetivo de melhorar as estratégias de intervengcdées e um melhor

entendimento bioldgico.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Analisar a viabilidade de gametécitos de Plasmodium vivax cultivados ex vivo

a curto prazo

2.2. Especificos

- Avaliar a viabilidade de gametdcitos em cultivo sob diferentes processamentos

(enriguecimento por Percoll 70% ou MACS e amostras nao enriquecidas);

- Avaliar o tempo de viabilidade de gametécitos de P. vivax em cultivo ex vivo a

curto prazo;

- Estimar o tempo de infectividade de gametdcitos cultivados ex vivo.
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3. Produto da tese
Os resultados dessa tese sao apresentados na forma de artigo cientifico
Manuscrito 1 - Publicado na revista Frontiers in Cellular and Infection Microbiology

sob o titulo: Viability and infectivity of Plasmodium vivax gametocytes in short-term

culture
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The control and elimination of malaria caused by Plasmodium vivax both represent a great
challenge due to the biological aspects of the species. Gametocytes are the forms
responsible for the transmission of the parasite to the vector and the search for new
strategies for blocking transmission are essential in a scenario of control and elimination
The challenges in this search in regard to P. vivax mainly stem from the lack of a long-term
culture and the limitation of studies of gametocytes. This study evaluated the viabllity and
infectivity of P. vivax gametocytes in short-term culture. The samples enriched in
gametocytes using Percoll (i), using magnetic-activated cell sorting (MACS®) (i), and
using non-enriched samples (i) were evaluated. After the procedures, gametocytes were
cultured in IMDM medium for up to 48 h. Cultured P. vivax gametocytes were viable and
infectious for up to 48 h, however differences in viability and infectivity were observed in the
samples after 12 h of culture in relation to O h. Percoll-enriched samples were shown to be
viable in culture for longer intervals than those purified using MACS®. Gametocyte viability
after enrichment procedures and short-term culture may provide new avenues in the
development of methods for evaluating F. vivax TB.

b faad e

Keywords: malaria, g assay, Pk vivax, tr blocking, gametocyles, culture

INTRODUCTION

Plasmodium vivax is the leading malaria-causing species worldwide (World Health Organization,
2020) and some severe cases and mortality are reported in endemic are as in tropical and subtropical
regions (Alexandre et al, 2010; Howes et al, 2016; Kotepui et al, 2020). P. vivax has unique
biological characteristics, such as rapid gametocytogenesis that facilitates transmission and the
development of latent forms, known as hypnozoites, which are responsible for relapses months after
treatment (Bermudez et al., 2018; Dhiman, 2019). These features present a great challenge in the
control and elimination strategies of vivax malaria.

Gametocytes, which are the sexual stage of the parasite in humans and are the responsible for the
transmission to the vector, have been the target of studies that could generate insights into the
development of new strategies for blocking transmission (Gebru et al,, 2017). However, current

Frantiers in Cdlular and Infection Microbiology | www. frontiersin.org 1

Jume 2021 | Velume 11 | Attids 676276



Hamos st al.

22

Piasmodium vivax Gametocyte Viability

knowledge regarding gametocytes is the result of well-established
in vitro studies of Plasmodium falciparurm and experiments with
Plasmodium berghei in rodents (Ngotho et al, 2019). In P. vivax,
membrane-feeding assays (MFA) have been used to investigate
the period of viability of gametocytes under different conditions
(Vallejo et al, 2016; Pereira-Silva et al, 2021), the biological
characteristics and dynamics (Vallejo et al,, 2016) and candidates
for transmission blocking (Pinilla et al., 2018; Fabbri et al, 2021).
Since P. vivax cannot be cultivated for long periods, ex vivo
studies have provided several possibilities for analysis, however
their focus is mainly on asexual stages, and few results on
viability and infectivity are available regarding gametocytes.
Thus, this study evaluates the viability and infectivity of
gametocytes in a short-term ex vivo P. vivax culture.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

RPMI-1604, Human AB Serum, CF11 cellulose, Giemsa,
xanthurenic acid and mercurochrome were obtained from
Sigma-Aldrich (USA). Percoll was obtained from GE-
Healthcare (USA). Iscove's Modified Dulbecco’s Medium was
obtained from Gibco (USA). The LS MACS columns and the
MACS separator were obtained from Miltenyi Biotech (UK).

Ethics Statement and Sample Collection
This study was approved by the Research Ethics Committee of
FMT-HVD (CAAE approval 84151317.4.0000.0005). Adult
volunteers (aged >18 years), presenting at Fundacao de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)
with P. vivax malaria infection diagnosed by blood smears
equal to or greater than two crosses (501-10,000 parasites/pl)
(Ministerio da Saude, 2009) were invited to participate in the
study. All study participants provided written informed consent.
For each patient, approximately 9 ml of blood were collected
via venipuncture and placed in a sterile heparinized
Vacutainer® tube.

Blood Sample Processing

After recruitment, the sample was processed immediately. The
blood was centrifuged at 400g for 5 min at 37 °C for plasma
separation. Then, the pellet was resuspended with RPMI to a
final 50% hematocrit and the leukocytes were removed using a
cellulose column (Sriprawat et al., 2009). During all procedures,
we used a hot plate inside the tissue culture hood and preheated
solutions at 37 °C to prevent gametocyte exflagellation (Vera
et al, 2015). For all analyses, the initial parasitemia and
gametocytemia was determined by light microscopy
(magnification 1,000x) in 50 fields (200 red blood cells per
field) in Giemsa-stained thin blood film (Ministerio da Satude,
2009; Sriprawat et al,, 2009).

Percoll Gradient Purification
Gametocytes were enriched using Percoll 70% gradient
according to Russell et al. (2011), with modifications. A 5 ml

pellet was obtained after depletion of leukocytes and was
adjusted to 50% hematocrit using RPMI, and 5-ml aliquots
were carefully layered on a 5 ml 70% Isotonic Percoll and
centrifuged at 1,200g for 15 min at 37°C, low acceleration and
no brake. After the concentrated gametocytes formed on the
Percoll interface were collected they were washed twice in 2 ml
RPMI by centrifugation at 400g/5 min/37 °C. The percentage of
parasites (parasites/total erythrocytes x 100) and gametocytes
(gametocytes/parasites x 100) was determined on a Giemsa-
stained thin film. Gametocytes were evaluated during 48 h (at 12,
24 and 48 h intervals) and 12 h (at 3, 6 and 12 h intervals)
of cultivation,

Magnetic Column Purification (MACS®)
Gametocytes were enriched using magnetic cell sorting (MACS)
according to the methodology of Reuling et al. (2017), with
modifications. After depletion of the leukocytes, 5 ml of blood
was adjusted to a 50% hematocrit using RPML The MACS®-
columns LS were coupled to the magnetic board and 3 ml of
RPMI was run through the column once and, subsequently the
blood sample. After running the sample, the column was washed
with 3 ml of RPML This procedure was performed twice, until
the eluent was free of red blood cells. Then, the column was
detached and placed in a 15-ml centrifuge tube and 5 ml de
RPMI was added, and the retained material was pressed through
the column with the plunger. The sample was centrifuged (400g/
5 min/37 °C) and the percentage of parasites (parasites/total
erythrocytes x 100) and gametocytes (gametocytes/parasites x
100) was determined from the Giemsa-stained thin film.
Gametocytes were analyzed for up to 24 h at intervals of 6, 12
and 24 h.

Non-Enriched Samples

After leukocyte depletion, for each time period, 400 pl of pellet
was cultured in 75 cm? flasks and viability was evaluated for up to
48 h at intervals of 6, 12, 24 and 48 h.

Gametocyte Culture

Enriched samples were diluted to a final parasitemia of 5% with
non-infected O positive erythrocytes to yield gametocytemia,
ranging from 0.1 to 0.5%, and cultured according to Rangel etal,
(2018), with modifications. The samples were adjusted to 2%
hematocrit using IMDM supplemented with 20% heat-
inactivated human AB serum. For each time period, a total
sample for MACS (21 pl + 2 pl SEM) and Percoll (48 h: 38 ul+ 3
SEM; 12 h: 44 pl + 5 SEM) were cultured in 5-15 wells (96-well
plates—200 pl/well) under gas conditions of 5% CO4, 5% O, 90%
N, and at a temperature of 37 °C.

Gametocyte Viability

Viability Under Microscopy

Giemsa-stained thin films were prepared (2 pl) and the
gametocyte viability was assessed by counting in a total of 50
fields (200 red blood cells per field). Gametocytes were classified
as being viable or non-viable according to the morphology
presented (Supplementary Material Figure 1). The slide was
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considered negative if no viable gametocytes were found in up
50-100 fields (Gebru et al., 2017).

Viability According to Exflagellation

Exflagellation tests were performed according to the
methodology of Delves et al. (2013), with modifications, An
aliquot of 400 ul of gametocyte culture was centrifuged at 400g
for 5 min at 37 °C. The pellet cells were resuspended in 10 pl of
RPMI medium supplemented with 10% heat-inactivated human
AB serum and 100 uM of xanthurenic acid. After 10 min of
incubation at room temperature (25°C), 10 pl were placed in a
hemocytometer and the exflagellation centers were counted
under a 10x lens at a reading of 25 fields.

Experimental Infection in Anopheles aquasalis Using
a Membrane Feeding Assay (MFA)

Cultured gametocytes (4-14 wells for each time period) were
centrifuged (400g/5 min/37°C), the medium was removed and
the pellet obtained for samples enriched with MACS® or Percoll
was resuspended in 400 pl of uninfected fresh O+ blood to a final
40% hematocrit with heat-inactivated human AB serum. For the
non-enriched samples, the gametocytes in the culture were
centrifuged and the cell pellet was resuspended to a final 40%
hematocrit with heat-inactivated human AB serum.

For each period analyzed, about 100 adult An. aquasalis
females (3-5 years old) from the colony at Geréncia de
Entomologia/FMT-HVD were used. The An. aquasalis females
were artificially fed through a glass feeder (diameter of 3 cm and
a blood volume capacity of 1 ml) circuit coated with a Parafilm®
membrane and the blood was maintained at 37°C via a hose
system connected to a thermal bath (Rios-Velasquez et al., 2013).

The sample was offered to the mosquitoes for a period of 45~
90 min via MFA. Then, the fully engorged females were
separated from the unfed females, transferred to rearing
containers and maintained in the insectary at 26°C, 70-80%
relative humidity and fed daily on a 10% sugar solution (Santana
etal, 2019). After 7 days, the mosquitoes were dissected and the
midguts were stained with 2% commercial mercurochrome and
examined for the presence of oocysts in order to determine the
infection rate (percentage of mosquitoes infected) and infection
intensity (number of oocysts/mosquito) (Rios-Velasquez
et al, 2013).

Statistical Analysis

The statistical analyses were conducted using GraphPad Prism
software, version 5.1. The normality of the data was assessed
using the Kolmogorov-Smirnov test. Each time interval was
compared with the reference value at 0 h. The statistical
treatment of the gametocytes data and number of exflagellation
centers were analyzed using ANOVA. For the infection rate and
infection intensity, comparisons between groups were analyzed
using the Mann-Whitney U test and the Kruskal-Wallis test,
respectively. Differences were considered statistically significant
when p <0.05.

@®

RESULTS
Viability and Infectivity by Percoll

For enrichment using Percoll, we performed two sets of
experiments. First, six isolates with initial gametocytemia of
0.09% ( + 0.6% SEM) were processed. After Percoll, a mean
gametocytemia of 15.25% ( = 7% SEM) was obtained.
Gametocyte cultures were analyzed for up to 48 h, at 12, 24
and 48 h intervals. The gametocyte counts decreased at the
intervals of 24 and 48 h, when compared to 0 h (Figure 1A).
Infectious gametocytes were present at all incubation periods. In
relation to 0 h, significant decrease was found only at 48 h
(p <0.0001) in infection rate and, in the intensity of infection, the
number of oocysts decreased at all intervals (p <0.0001)
(Figure 1B and Table 1).

In the 48-hour assay, we observed a significant decrease in the
infectivity in all incubation periods evaluated. Therefore, we
conducted another set of experiments with six isolates (initial
gametocytemia of 0.02% * 0.004% SEM), with the objective of
evaluating gametocyte viability in periods shorter than 12 h.
Thus, 8.2% ( + 3.6% SD) of gametocytes were obtained by
Percoll 70%. The gametocytes were maintained in culture for
up to 12 h, with analysis at intervals of 3, 6 and 12 h. There
was no difference in gametocyte counts at all the evaluated
intervals in relation to 0 h (Figure 1C). When compared to
0 h, there was no change in the infection rate during 6 h of
cultivation, but a decrease was found at 12 h, although it was not
significant. For the intensity of infection, a significant decrease
was observed only in the 12 h (p <0.0001) of incubation
(Figure 1D, Table 1).

Viability and Infectivity by MACS

Although Percoll had a high parasitemia enrichment profile
(>40%), a large number of asexual forms were observed in the
enriched material (Supplementary Material Figure 2). Thus, to
obtain purer gametocyte material, we performed sample
enrichment using M_ACS®. For this, six isolates with initial
gametocytemia of 0.03% ( + 0.01% SEM) were processed and
we observed a mean gametocytemia of 59% ( + 13.3% SEM) after
purification. Considering the intervals analyzed in the Percoll
experiments and final yield of the material obtained using
MACS®, the cultures were analyzed for up to 24 h, at the
intervals of 6, 12 and 24 h.

A reduction in the gametocyte counts was observed for the
intervals of 12 h (p <0.05) and 24 h (p <0.01) when compared to
0 h (Figure 1E). Although morphologically viable gametocytes
were observed by microscopy in all intervals, no oocysts were
observed in mosquitoes fed with gametocytes cultured for 24 h
(Table 1 and Figure 1F). For the infection rates, we observed a
reduction at intervals from 12 h (p <0.05) of incubation.
Regarding infection intensity, at all analyzed intervals, a
reduction in the number of oocysts was observed when
compared with the control (p <0.0001), as shown in Figure 1F
and Table 1.
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FIGURE 1 | Gamatocyte viability and infectivity in cultures enriched by Percoll after 48 (A, B) and 12 h (C, D), enriched by MACS (E, F) and non-enriched (G, H).
The line graph in (A, C, E, G) represents the gametocytes in thin smears of cutture stained with Giemsa. Each point represents the average of viable gametocytes
counted for each interval, and vertical lines represent the standard error. Graphs (B, D, F, H) rapresent the infectivity. The infection rate is presented in bars as the
mean and standard deviation, and the intensity of the infection is repressnted as the number of cocysts per single midgut (dots) with medians (horizontal black lines).
Results shown for Percoll 48 h (n = €), Percoll 12 h {n = €), MACS (n = 8) and non-enriched (n = §) are from independsent sxpariments. Astarisks (4, (), (™)
reprasent significant differences (p <0.05, p <0.01 and p <0.0001, respectively) in relation to 0 h.

Viability and Infectivity in Samples

Non-Enriched

To evaluate the viability of gametocytes in the culture without the

enrichment procedures, five isolates with gametocytemia of

0.01% ( + 0.002% SD) were cultured and analyzed up to 48 h,
with analyses conducted at intervals of 6, 12, 24 and 48 h.

Analysis of the culture without any enrichment process
indicated low gametocyte counts at all analyzed intervals;
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TABLE 1 | Experimental infaction in An. Aguasalis by membrane feeding assay (MFA).

Time Number of it ex

"l

(Total mosquitoes fed)

Infection Rate % (IQR) Infection Intensity

Mean = SEM Median (Min-Max)
Percall 70% 48h
oh 126 (241) 64.1 (51.4-87.2) 15.6+32 2(0-171)
12h 161 (249) 41.2 (25.1-57.1) 08 +01 0 {068
24 h 111 (199) 208 (17.9-39) 05 +0.1 0 (0-7F
48h 133 (247) 13.7 (0-31.4° 02+01 o(o-8F
12h
oh 163 (272) 51.7 (40-65.2) 41086 1 {0-52)
3h 125 (227) 57.1 (43.2-723) 31 =05 1(0-35)
6h 185 (317) &0 (49-70) 37 +05 1(0-54)
12h 149 (260) 30 (18.3-41.6) 0.7 041 0(0-9F
MACS 24h
oh 168 (202) 53.4 (48-61.6) 34+04 1(0-31)
&h 135 (154) 18.7 (10.6-28.7) 04201 0(o-8F
12h 140 (239) 9.8 (41457 01 +0.04 o(0-3¢
24h 148 (229) 0 0+0 (o0
Non-enriched 48h
ah 110 (183) 574 (51.4-64) 54 08 1(0-36)
6h 117 (189) 420 (37.2-47) 33 +05 0(0-27)
12h 100 {1785) 31.1(27.5-35.4) 12+02 0 (o-11)°
24n 18 (178) 299 (27.6-316) 05 +0.08 0(0-5F
48h 90 (161) 169 (31-31.5° 01 £005 a(o-ar

10R, interquartiie range (25th and F&th percentii). “pvalue =0.05. “p-value <0.01. “prale =0.0001.

however, no effect on the gametocyte counts was found in any
evaluated interval when compared to 0 h (Figure 1G). The
infection rate was reduced when mosquitoes were fed with
non-enriched samples cultured up to 48 h (p <0.01), while the
intensity of infection was significantly diminished in the intervals
of 12 (p <0.0001), 24 (p <0.0001) and 48 h (p <0.0001) when
compared to 0 h (Figure 1H and Table 1).

Gametocytes Viability by

Exflagellation Assay

For the exflagellation assay, six isolates with initial
gametocytemia of 0.03% ( + 0.01% SEM) were evaluated. After
purification using Percoll or MACS, the gametocytemia was
enriched and means of 14.83% ( + 5% SD) and 20% ( + 3.4%
SD), respectively, were obtained under culture conditions, the
exflagellation was analyzed for up 48 h, at 6, 12, 24 and 48 h
intervals. As shown in Figure 2, samples purified using the
Percoll 70% method showed centers of exflagellation at all the
intervals evaluated, with fluctuation of exflagellation centers over
time. Statistical differences were found only at 48 h (p <0.001).
Exflagellation in the samples processed using MACS™ and the
samples without enrichment showed exflagellation in up to 12 h
of cultivation (p <0.05 and p <0.01, respectively) (Figure 2).

DISCUSSION

The viability of the gametocytes is essential for the success of
parasite transmission, and it is also essential when designing
transmission blocking studies (Gebru et al,, 2017). In this study,
via an ex vivo culture, we tested the viability period in cultures of

gametocytes using different methods for enrichment of parasites
and non-enriched samples.

Enrichment methods have been used previously in order to
obtain samples with a high concentration of parasites that allow
standardization for experimental analysis (Rangel et al,, 2018),
since, in addition to heterogeneity, P. vivax infections present
low parasitemia (Howes et al., 2016). Furthermore, in the
majority of infections, gametocytes may be present in low
densities (Bousema & Drakeley, 2011). Vera et al. (2015), in an
assay using P. vivax, showed that Percoll and MACS® were
suitable for purification of gametocytes, with no significant
difference between the two in terms of purification efficacy.

Percoll 70% has been used to obtain ring stages (Russell et al.,
2012; Saliba & Jacobs-Lorena, 2012) and early gametocytes in P.
falciparm (Saliba & Jacobs-Lorena, 2012) and, enrichment
using MACS provided material with stages >30 h (Ribaut et al,
2008). In our analysis, we observed that, after purification using
Percoll 70% and MACS, the gametocytes were infectious,
nevertheless the period of viability in culture showed
differences. In samples enriched using Percoll and samples
without enrichment, the gametocytes were able to infect
mosquitoes for up to 48 h; however the infection rate and
intensity decreased significantly after 12 h. In MACS® groups,
the viability was observed up to 12 h, with significant decreases
after 6 h of culture.

In the literature, the life span and infectivity of gametocytes in
non-falciparum species can vary from 6 to 12 h after maturation
(Hawking et al., 1971; Gautret & Motard, 1999; Armistead
et al,, 2018). Transcriptome studies in P. vivax ex vivo cultures
showed that ring conversion to immature gametocytes started
after 20 h of culture, with maturation ranging from 17-20 h
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(Obaldia et al, 2018). In this study, the differences in the interval
of viability between methods may be related to a possible
maturation of gametocytes presented in non-enriched and
Percoll-enriched samples at intervals after 12 h of cultivation.
However, in our study, as well as infectivity, we evaluated the
viability of gametocytes using microscopy of blood smears and,
unlike P. falciparum, the elucidation of gametocytes at different
stages of maturation is still not morphologically well known
(Baro et al,, 2017).

Despite being restricted to the evaluation of male
gametocytes, exflagellation assays are extensively used to
evaluate the functionality of male gametocytes in cultures
(Ruecker et al,, 2014; Leba et al., 2015). In our exflagellation
assays, Percoll 70% presented the highest number of
exflagellation events, which were also observed at all the
time intervals.

The non-enriched samples showed exflagellation centers for
up to 12 h, despite their infectivity at 48 h. The results maybe a
limitation of the assay and are related to the low parasitemia that
the non-enriched samples present and, therefore, the absence of
exflagellation centers in the evaluated microscopy fields. Unlike
the exflagellation assay, the MFA experiments with non-enriched
samples showed similarity with the Percoll 70% results in
infectivity for up to 48 h. These results maybe provide assays
with less complex techniques and processing time, as seen in
enrichment methods (Russell et al., 2012).

In our experiments, there were some limitations: i a low
number of mosquitoes analyzed can be observed, and this is
mainly due to the percentage of fully engorged ( ~ 40%) which
can be affected by several factors related to the membrane assay,
such as temperature, starvation period, feeding time and
mosquito density per cage (Bousema et al, 2012; Vallejo et al.,
2016a). However, the mean specimens dissected per assay

( ~n = 24) is in consonance with other studies using the same
anopheline specimen from the colony and presents means of
infectivity (compared to time 0Oh) similar (Rios-Velasquez et al.,
2013; Vera et al, 2015; Baia-Da-Silva et al, 2018; Martins-
Campos et al, 2018; Pinilla et al, 2018); ii. due to the logistics,
the MFAs were not carried out in paired assays and the
exflagellation assay was not compared with infected
mosquitoes, which makes it difficult to fully compare
the methods.

Overall, our study showed that, in ex vivo cultures,
gametocytes were viable and infectious for up to 48 h, with
significant differences from 12 h. Recently, our group has
evaluated methods for testing transmission blocking
compound candidates (Fabbri et al,, 2021) and, despite being
well used, a direct membrane feeding assay (DMFA) can present
limitations such as the lack of an exposure time capable of
evaluating possible gametocidal activity. In our analysis, we
observed that gametocytes cultured within 6 h can be used
initially to screen for new agents with anti-gametocyte action
and, as such, this allows direct validation of infectious
gametocytes. In a malaria control and elimination scenario, the
study of gametocyte viability and infectivity are important in
order to explore new blocking strategies, and these results
contribute by providing new perspectives in the development
of the necessary tools for the investigation of agents for
blocking transmission.
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Supplementary Figure 1. Viability observed under microscopy. A) Viable gametocyte and

B) Non-viable gametocytes
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Supplementary Figure 2. Enrichment methods: (A) Giemsa staining of purified material
from Percoll or MACS samples. (B) Initial and enriched gametocytes (Paired Student’s t
test statistics: *p= 0.05) and Fold gametocytes enrichment of isolates using the different
methods. Each dot represents the isolates (1=6) and bars represents mean (larger) and

standard error.
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4. LIMITAGOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

No que se refere a P. vivax diversos fatores da propria infecgcdo acarretam limitagoes
neste estudo. As infec¢des por P. vivax sao caracterizadas como baixas e assincronas,
na qual todos os estagios estdo presentes na circulagdo periférica. Os métodos de
enriquecimento sdo bem utilizados para obter amostras com elevadas parasitemia que
possibilita a padronizacdo entre os experimentos. Os gametdcitos, na maioria das

infecgoes, representam a menor propor¢ao entre os parasitos.

Para avaliar o tempo de viabilidade, amostras sanguineas foram enriquecidas por
MACS e Percoll, ou foram cultivadas sem enriquecimento. Em todas as analises os
gametdcitos foram infectivos e, entre os métodos, foram observadas diferencas no tempo
de infectividade. Enquanto Percoll e sem enriquecimento apresentou um tempo de
infeccdo em até 48h, MACS mostrou infectividade em até 12h de cultivo. Esses resultados
podem estar relacionados com a presenca de gametécitos imaturos, no Percoll e sem
enriquecimento, que durante o tempo de cultivo tornaram-se maduros e infectivos. Em
contrapartida, MACS resultou em uma separacdo de gametécitos maduros e por isso
apresentaram menor tempo de infectividade (até 12h). No entanto, em P. vivax ndo ha
métodos eficazes que resulte em amostras puras de gametocitos, além disso, ndo ha
distingdo clara entre gametdcitos imaturos e maduros. Dados complementares sobre a

maturagao de gametocitos sdo necessarios para corroborar essa hipotese.

De forma geral, os melhores resultados foram observados em até 6h de cultivo. Desta
forma, a perspectiva deste trabalho esta em realizar ensaios de drogas com potencial agao
de bloqueio (gametocitocida) que permita um tempo de incubagao prévia e entdo possam

ser validados em ensaios in vivo, infec¢des experimentais com Anopheles.
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CONCLUSAO

Do presente trabalho, concluiu-se que:

- Gametocitos sao viaveis e infectivos em cultivo ex vivo a curto prazo;

- Dentre os métodos de processamento, os gametocitos apresentaram maior tempo

de viabilidade em amostras enriquecidas por Percoll e sem enriquecimento;

- Gametdcitos cultivados em até 6h podem ser usados como screening para drogas
com acao de bloqueio que permite a validagao direta com gametdcitos infectivos
(Oh).
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fase de implementacéo e ndo desenvolvimento. Diante disto, apenas como sugestéo se o pesquisador

considerar pertinente o titulo pode ser modificado de forma que traga melhor compreensao ao leitor.

Entendo a consideragéo do assessor e a sugestéo foi acatada pela pesquisadora. De
Fato a maioria das técnicas previstas ja foram executadas com &xito e tratase da implementacéo destas

técnicas e melhorias das mesmas para identificacéo de novas drogas com atividade antimalarica.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatorios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugéo CNS n® 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatorio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela

CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgéo
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/03/2018 Aceito
do Projsto ROJETO 999344 pdf 15:35:22
Folha de Rosto folhaDeRosto 2703 pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito

15:34:24 |lLopes
Declaracéo de ANUENCIAFMT _cep._pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro| CEP: £5.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR
VIEIRA DOURADO"

Confinuagio do Parecer: 2.584. 969

Uy Ry

Instituicéo e ANUENCIAFMT _cep.pdf 15:33:13  |Lopes Aceito

Infraestrutura

Qutros Cartaderespostas Pendencias pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
13:54:25 |Lopes

TCLE / Termos de | TALE_ 2703 pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito

Assentimento / 13:46:18 |Lopes

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE_2703 pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito

Assentimento / 13:45:45 |Lopes

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto CEP_270318 pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito

Brochura 13:44:03 |Lopes

Investigador

Qutros Curriculo_PauloPimenta._pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
13:42:08 |Lopes

Qutros Curriculo_PauloNogueira.pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
13:41:30 |Lopes

Outros Curriculo_MarcuslLacerda pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
13:32:33 Lopes

Outros Curriculo_CamilaFabbri_pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
10:14:23 Lopes

Qutros Curniculo_GlendaRamos pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
10:13:37 Lopes

Qutros Curriculo_FabioCosta pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
10:11:41 Lopes

Qutros Curriculo_ltalaPiauilino._pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
10:11:09  [Lopes

Qutros Curriculo_YuryChaves pdf 27/03/2018 |Stefanie Costa Pinto | Aceito
09:56:27 |Lopes

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:
Néo

MANAUS, 06 de Abril de 2018

Assinado por:
Marilaine Martins
(Coordenador)

51



7.1.2. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

IMPLEMENTAGAO DE UMA PLATAFORMA PARA BUSCA POR NOVOS COMPOSTOS
CONTRA 0OS DIFERENTES ESTAGIOS DE Plasmodium vivax

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A FUNDAC.&O DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO (FMT-HVD) esta
fazendo um estudo com o objetivo de estudar novas drogas contra o Plasmodium vivax, ou seja, o
causador da doenca que vocé tem no momento. Para isso, € preciso que seja feita a retirada de
amostra de sangue do paciente para realizar alguns testes com este sangue e a droga, afim de
verificar se ela é eficaz ou ndo. Sera testado também se essas drogas conseguem impedir a
transmissdo para o mosquito, assim o sangue coletado com a adigdo da droga também sera
utilizado para alimentar esses mosquitos que sao criados em laboratorios para verificar se ele se
contaminam com malaria ou ndo. Para nos ajudar a entender esse problema, precisamos realizar
estes testes com sangue de 240 pessoas (homem ou mulher). Por isso pedimos que vocé participe
deste estudo. Abaixo tem o ciclo da malaria, pra vocé entender melhor como ocorre a doenga:

Mosquito -"ﬁ.s d
da malana Ser humano

s (L
Mosquito pica o ser humano
saudavel e transmite a

doenca

Mosquito pica o individuo
que estd com malaria e
se contamina

CICLO DA MALARIA

Este estudo sobre malaria sera feito com pacientes atendidos na Fundagdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (Hospital Tropical). Vocé ndo vai precisar fazer nada de especial
para participar do projeto. Como sempre acontece na rotina do hospital, vocé vai fazer o exame
para a malaria e se ele for positivo, vocé ira receber o tratamento gratuito de maléaria, seguindo o
protocolo do Ministério da Saude. Se vocé tiver malaria vivax e aceitar participar desse projeto,
precisaremos apenas colher uma amostra de 20 mlL de sangue da veia do braco, como esta
representado na imagem a seguir:
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COLETA DE SANGUE

Todo o procedimento de coleta sera feito por uma pessoa da nossa equipe treinada para
isso e com experiéncia, utilizando material descartavel e com total higiene. Apds a coleta de
sangue, podera ocorrer dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente
podera ocorrer desmaio ou infeccdes no local da puncdo. Todos os cuidados serdo tomados para
minimizar esses riscos. Mas, caso vocé se sinta mal durante a coleta, os pesquisadores
responsaveis pelo estudo irdo encaminhar vocé para um médico especializado deste mesmo
hospital para lhe examinar e oferecer tratamento, se necessario.

Existe também a possibilidade de perda do sigilo e privacidade do sujeito da pesquisa, mas
para evitar essa situacdo, todas as amostras serdo coletas e identificadas com cédigos e o nome do
paciente nunca sera divulgado.

E importante lembrar que a quantidade de sangue a ser coletada é pequena e ndo
representa risco para a saude. A participacdo nesse estudo ndo oferece riscos futuros a sua saude
e vocé ndo recebera nenhum dinheiro por participar nele. A qualgquer momento vocé pode desistir
de participar, sem qualquer prejuizo para o seu tratamento contra a doenca.

N&o ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de um estudo testando
novas drogas para o tratamento de Plasmodium vivax e para impedir a transmissdo para o
mosquito. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio. Mas, os
resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar a futuramente escolher novas drogas para o
tratamento de pacientes com malaria vivax.

O restante do sangue que nédo for utilizado no estudo sera jogado fora de maneira correta
para nao poluir o meio ambiente e nem contaminar as pessoas.

Se vocé tiver alguma pergunta ou duvida sobre esse estudo, procure um de nossos
pesquisadores para que eles possam tirar sua divida. Vocé podera também fazer contato com a
Dra. Stefanie Costa Pinto Lopes, responsavel pelo projeto, na Fundacdo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 8 as 12 horas e das 14 as 18
horas, na Av, Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99342-6163 (qualquer
dia e horério). O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Fundacio de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado também podera tirar dividas ou receber qualquer reclamacdo a
respeito desta pesquisa, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas, na Av. Pedro
Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro, CEP: 69040-000) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de segunda a
sexta feira, das 9 as 14 horas). Este TCLE foi elaborado em duas vias iguais, sendo gue uma via
assinada ficara guardada com o pesquisador responsavel e a outra com vocé

T r— ..., entendi tudo sobre o
estudo “DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA PARA BUSCA POR NOVOS
COMPOSTOS CONTRA OS DIFERENTES ESTAGIOS DE Plasmodium vivax”

Data: ..... S .

S s N B RN I sl s n R e e s g e N e S e e s e s -

Telefone: (...} cccccciciiervineeen... Polegar direito

Assinatura do pesquisador que conversou com o voluntario
s Dabas e s e
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7.1.3. Questionario

UEA

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

IMPLEMENTACAO DE UMA PLATAFORMA PARA A BUSCA PR NOVOS
COMPOSTOS CONTRA OS DIFERENTES ESTAGIOS DE Plasniodium vivax

QUESTIONARIO

DATA DE INCLUSAO Gl CODIGO NO ESTUDO

INFORMACGOES DO PACIENTE

1. NOME:

2. DATA DENASCIMENTO: __ /[
3. JATEVE MALARIA ANTES? () SIM {__) NAO 4. SESIM, QUANTOS EPISODIOS?
5. QUANDO FOI A ULTIMA MALARIA? (__) <2 MESES (__) 2-6 MESES (__) 6 MESES-1ANO
(_)>1ANO
. TEMPO DA DOENCA ATUAL: __ DIAS
. ESTA TOMANDO ALGUM MEDICAMENTO? (__) SIM (__) NAO

6
7
8. SESIM, QUAL?
9. JA ESTA EM USO DE ANTIMALARICO? {__)SIM (__) NAD
10.SE SIM, QUAL?

11.E PORTADOR DE ALGUMA DOENCA CRONICA? () DIABETES (__) HAS (__) AMBAS ()
OUTRA (__)NAOD

ANALISE LABORATORIAL
12. GOTA ESPESSA (__) POSITIVO (__) NEGATIVO

13. PARASITEMIA p/mm?

14. HEMOGLOBINA g/dL

15. LEUCOCITOS TOTAIS mm?
16. ERITROCITOS milh&es/mm’

17. PLAQUETAS ul
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7.2. Procedimentos operacionais padroes

7.2.1. Protocolo de preparacgao para coluna de celulose - CF 11

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LAB_001_vO1_PT

Titulo PREPARACAO DE COLUNA DE CELULOSE CF11
Idi.0|_‘na da versao pT

original

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagao:
Macejane Ferreira Djane Baia Stefanie Lopes 20/01/2018

Data e assinatura | Data e assinatura | Data e assinatura | Data da proxima
revisao:

1. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de confec¢do de coluna
de celulose, conduzido na Fundag&o de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD).

2. CAMPO DE APLICAGAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico ou qualquer
outro membro da equipe apto para manuseio de amostra que seja necessario a remogao

de leucdcitos.

3. SIGLAS
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uv Radiacao Ultravioleta

4. DEFINIGOES
Nao se aplica
5. RESPONSABILIDADES

Estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, pods-doutorado e
pesquisadores dos laboratorios da rede, envolvidos na execugao das técnicas com

amostra bioldgica

6. Recursos necessarios
e Seringa de 10 ml
e Tubo Falcon de 15 ml
o Fita adesiva
e L& devidro
e Celulose CF11
e Pipeta de Pasteur
e Suporte para tubos Falcon

e (Camara de Fluxo Laminar
6.3. Procedimentos

1. Primeiro, deve-se deixar todos os materiais que serao utilizados no UV, dentro da

camara de fluxo laminar, durante 20 minutos para descontaminacao;
2. Colocar o tubo Falcon em um suporte e retira a tampa;
3. Retirar a seringa da embalagem e remover o €mbolo da mesma;

4. Conectar a seringa, com o orificio maior virado para cima, ao tubo Falcon utilizando

uma fita adesiva;
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5. Pegar uma pequena quantidade de |a de vidro e cobrir superficialmente o orificio menor

da seringa, com ajuda de uma pinga ou pipeta;
6. Colocar a celulose na seringa até atingir a marca de 4 ou 5 ml;

7. Deixar no UV a coluna no UV por 15 minutos.

7.2.2. Protocolo de preparacao de meios incompletos: RPMI, MCCOY E IMDM

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LAB_002_v01_PT

Titulo PREPARACAO DE MEIOS |INCOMPLETOS E
COMPLETOS: RPMI, MCCOY 5A E MEIO DE CULTIVO
DE DULBECCO MODIFICADO POR ISCOVES (IMDM-
ISCOVE'S MODIFIED DULBECCO'S MEDIUM

Idioma da versao

original PT
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicacgao:
Macejane Ferreira Djane Baia Stefanie Lopes 20/06/2018

Glenda Ramos

Data e assinatura | Data e assinatura | Data e assinatura | Data da proxima
revisao:

1. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de confecgdo de meios
incompletos (RPMI e Meio McCoy 5A e IMDM), conduzido na Fundagcdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).
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2. CAMPO DE APLICAGAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico ou qualquer

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras biologicas.

3. SIGLAS
IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium
RPMI Roswell Park Memorial Institute

4, DEFINIC.()ES

Nao se aplica
5. RESPONSABILIDADES

Estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, poés-doutorado e
pesquisadores dos laboratorios da rede, envolvidos na execucdo das técnicas que

envolvam o uso dos meios citados.
6. RECURSOS NECESSARIOS

Materiais

Espatula inox com colher;

e Recipientes para pesagem;

Béquer de 1L;

Baldo volumétrico de 1L;

Barra magnética (Bailarina);
e Garrafas estéreis.
Reagentes

e Frasco de Meio (RPMI, IMDM, MCCOQOY 5%?)
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e Glicose;

e Bicarbonato de Sadio;

e Agua mili-Q ou destilada.
Equipamentos

e Bomba de vacuo;

e Agitador magnético;

e Balanca analitica

e Camara de Fluxo Laminar

e Geladeira
7. PROCEDIMENTOS

1. Observar o rétulo dos meios a serem preparados. Caso o0 meio em p0, ndo contenha

glicose e bicarbonato de sédio, pesar 2,4 g de glicose e 2,4 g de bicarbonato de sadio.
2. Ligar a balanga analitica e verificar se esta calibrada;

3. Seleciona a unidade de pesagem em gramas (G);

4. Coloca o recipiente de pesagem vazio e tara a balanga;

5. Adiciona-se dentro do recipiente, utilizando uma espatula e pesa 2,4 g de glicose e

bicarbonato
Preparagcao RPM e McCoy 5A incompleto

1. Em um béquer de 1 litro, coloca o conteudo total do meio em po, a glicose e o

bicarbonato de sddio em 1 litro de agua destilada;

2. Homogeneizar o meio em agitador magnético por 40 minutos até dissolver

completamente;
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3. Filtrar a vacuo em garrafa de com membrana de 0.22 um ou 0.49 um. Este procedimento
deve ser feito em camara de fluxo laminar. OBS: Na auséncia de garrafa, filtrar o meio

com filtro de 0.22 um ou 0.49 um e seringa.

4. |dentificar-se a garrafa com o nome do meio e data de preparagcdo e guarda na

geladeira.
Meio IMDM incompleto

1. Adicionar 1000 ml de agua destilada em um Becker de vidro e adicionar os reagentes
abaixo relacionados, na ordem que se apresentam, agitando levemente entre uma adicao

e outra:
a. 3,024 g/ L de Bicarbonato de Sédio
b. 3,024 g/L de Glicose
c. 1 envelope de IMDM comercial.

2. Levar a solugao ao agitador magnético;

3. Apos, 40 minutos de agitacao, filtrar a solugdo e armazenar em vidro estéril no freezer

209 até o uso.

7.2.3. Protocolo de preparacao de percoll 70%

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LAB_007_vO01_PT

Titulo PERCOLL 70%

Idioma da versao

original PT
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Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagao:
Glenda Ramos Djane Baia Stefanie Lopes 8/04/2018

Data e assinatura | Data e assinatura | Data e assinatura | Data da proxima
revisao:

1. OBJETIVO

Este POP tem como objetivo elucidar o procedimento operacional padréo para o

preparo do Percoll 70%.
2. CAMPO DE APLICAGAO
Laboratorio de Cultura
3. DEFINIGOES
Nao se aplica
4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de cultura: verificar se todos os reagentes estdo dentro da
validade e o suficiente em estoque, realizar todo o procedimento prévio de assepsia do
fluxo laminar antes de iniciar o preparo do percoll 70%, utilizar todos os EPIs (luvas,

mascara e touca).
5. RECURSOS NECESSARIOS
Materiais

- Falcon 15ml

- Pipetas pasteur

- Percoll
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- PBS 10X

- PBS 1X
Equipamentos

- Fluxo Laminar

- Centrifuga

6. PROCEDIMENTOS

6.1. Preparo da amostra para enriquecimento

Apoés a passagem da amostra pela coluna de celulose, centrifugar por 5 min a 1500
RPM e descartar o sobrenadante. A amostra deve ser ressuspendida com meio RPMI

incompleto na proporcao 1:1.
6.2. Percoll Isoténico
Adicionar 9 partes de percoll para 1 parte de PBS 10X. Reservar até o uso.
6.3. Percoll 70%

Adicionar 7 partes de percoll isotonico para 3 partes de PBS 1X. Delicadamente,
despejar a amostra, como preparada no item 6.3.1, sobre o Percoll 70% na propor¢ao 1:1.

Centrifugar por 20 min a 1500 RPM, sem freio e sem aceleragao.

Apos a centrifugacgao, coletar o anel formado na solugdo. Lavar 3x com meio RPMI para

a retirada de residuos de Percoll.

7.2.4. Protocolo de preparagao de coluna magnética MACS
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LAB_002_v08_PT
Titulo PREPARAGCAO DA COLUNA MAGNETICA (MACS) PARA
O ENRIQUECIMENTO DE PARASITOS
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Glenda Ramos

Idioma da versao

original PT

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagao:
Macejane Ferreira Djane Baia Stefanie Lopes 20/06/2018

Data e assinatura

Data e assinatura

Data e assinatura

Data da proxima
revisao:

1. OBJETIVO

Este POP tem como objetivo elucidar o procedimento operacional padrdo para o

preparo do enriquecimento por coluna magnética (MACS)

2. CAMPO DE APLICAGAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico ou qualquer

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras biologicas.

3. SIGLAS

MACS

Magnetic Activated Cell Sorting

4. DEFINIGOES

Nao se aplica

5. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de cultura

6. Recursos necessarios
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Materiais
Coluna Magnética
Quadro Magnético
Tubo Falcon 15ml
Reagentes
* Meio RPMI Incompleto
7. Procedimentos
Preparo da amostra para enriquecimento

Apoés a passagem da amostra pela coluna de celulose, centrifugar por 5 min a 1500
RPM e descartar o sobrenadante. A amostra deve ser ressuspendida com meio RPMI

incompleto na proporcao 1:1.
Proceder para a separagcao magnética.
Coluna Magnética

Coloque a coluna no quadro magnético. (Atengdao com a forga do ima!), posicionar um

tubo falcon de 15m para recuperar o material de passagem.

Realizar a lavagem da coluna, adicionando 3ml de meio RPMI incompleto. Descartar o
meio e seguir com a adicao da amostra. Para melhor enriquecimento repetir a passagem

da amostra 2x sem desacoplar a coluna do quadro magnético.

Ao final da passagem, ainda acoplada ao quadro, adicionar mais 3ml de meio RPMI
incompleto para a retirada de residuos presentes ao final da coluna. Repetir esse

procedimento até o eluente ficar livre de células.

Posteriormente, quando nenhum residuo for observavel, desacoplar a coluna do quadro e

posicionar em um falcon de 15ml. Primeiramente adicionar 3ml de meio RPMI incompleto,
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apos a passagem adicionar mais 2ml de meio RPMI e entdo, com o embolo pressionar

através da coluna cuidadosamente para a retirada total dos parasitos.
Centrifugar a amostra a 400g por Smim e realizar os procedimentos subsequentes.

7.2.5. Protocolo de infeccdo experimental de mosquitos anofelinos - MFA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LAB_006_v01_PT

Titulo PROCEDIMENTO PARA INFECCAO EXPERIMENTAL

DE MOSQUITOS ANOFELINOS - MFA

Idioma da versao

original PT

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagao:
Rosa Santana Djane Baia Henrique Silveira 15/04/2018

Data e assinatura

Data e assinatura

Data e assinatura

Data da proxima
revisao:

Nome Versao Alteracoes realizadas

Adaptado do POP_MAL_LB_013_v02D_PT

1. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de infecgao
experimental de mosquitos anofelinos, conduzido no insetario Dr. Augustinho Cruz
Marques, na Geréncia de Entomologia da Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD).

2. CAMPO DE APLICAGAO
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Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico ou qualquer

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras biolégicas.
3. DEFINICOES

INFECGAO EXPERIMENTAL: E uma técnica que permite alimentar os insetos
(mosquitos) com diferentes fontes tais como: sangue (contento ou nao os parasitos),
salina, latex e anticorpos. Essa técnica permite adicionar ao sangue os parasitos e
favorecer um repasto infectante. Simula o repasto ou alimentagdo sanguinea do vetor no

hospedeiro vertebrado em condigbes naturais.
4. RESPONSABILIDADES

Técnicos, alunos de mestrado, alunos de doutorado, pos-doutorado e
pesquisadores dos laboratérios da rede, envolvidos na execucao da infeccao
experimental de anofelinos;

Equipe do Insetario da Geréncia de Entomologia, FMT-HVD.
5. POPs RELACIONADOS
POP 005 - Procedimento para Manutencao de Coldnias de Anofelinos

POP 007 - Disseccéao e Deteccdo Microscépica da Infecgdo de Anofelinos por Plasmodium

ssp.
6. MATERIAIS
1. PBS 1X (estéril)
2. Isopor
3. Gelo (campo)
4. Tubo para micro-centrifuga (tipo eppendorf)
5. Pipetas Paster (Plastico ou vidro)

6. Micropipetas
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7. Alimentadores artificiais
8. Insetos (Anofelinos)
9. Sangue (contento parasitos)
10. Papel toalha
11. Garrote ou mangueira
12. Tubo a vacuo para coleta do sangue
13. Heparina
14. Parafilme ou membrana de pinto
15. Microtubos
16. Seringa do tipo insulina
17. Ligas
18. Banho Maria
19. Microscopio
20. Centrifuga
7. PROCEDIMENTOS
Condigoes Gerais do Experimento

O experimento de infeccao experimental devera ocorrer na sala de infeccao com

temperatura 26°C e 80% de umidade.

- Pode-se utilizar membrana sintética (Ex.: parafiime).
- O tubo com a amostra de sangue devera permanecer em temperatura a 37°C.

Preparagao dos Insetos
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1. Separar (cerca de 100 ou 200 fémeas) fémeas de mosquitos com idade de 3 a 5 dias,
as quais foram alimentadas previamente somente em solu¢cdo agucarada (retira-se o

agucar 24 horas antes);
2. Acondicionar as fémeas em potes ou copos apropriados para a infec¢dao experimental.

Nota: A quantidade de mosquitos utilizada no grupo teste devera ser a mesma a ser

utilizada no grupo controle, casa seja necessario
Preparagao do sangue

Ao inicio do dia em que se fara a infeccao deve-se entrar em contato com a pessoa
responsavel no Ambulatorio de Malaria para avisar que neste dia ira precisar de amostras
de sangue dos pacientes. Ao chegar paciente 0 mesmo sera convidado a participar do

estudo e apos a assinatura do TCLE, podera ser realizada a coleta do sangue.

Nota: As amostras devem ser processadas ou nao de acordo com o objetivo do

estudo.
Preparacao das membranas

O parafilme devera ser cortado em tamanho de 5cmX5cm e esticado de modo que cubra
a superficie do alimentador que devera se manter fixo em cima das gaiolas para que o

mosquito possa realizar o repasto sanguineo (Figura 1).
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Fonte: Acervo Pessoal
Figura 1. Alimentagao artificial por membrana

Montagem do circuito de alimentagao

O sistema de infecgdo experimental consiste em um Banho Maria a 370C e um sistema
de circulagao de agua ligado ao alimentador artificial.

O sangue contendo os parasitos e colocado no alimentador artificial previamente montado
com a membrana de parafiime e entao colocado sobre o pote que contém os insetos
(Figura 2).
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Fonte: Acervo Pessoal
Figura 2. Circuito de alimentagao artificial por membrana

O tempo minimo da infec¢ao experimental e de 30 minutos.

Ao termino da alimentac&o apenas os mosquitos alimentados com sangue deverao
ser retirados dos potes de infec¢do e repassados para as gaiolas onde permanecerao até
o momento da dissecgdo e deverdo ser mantidas na sala dos infectados com solucédo

acucarada a 10% em temperatura entre 25-26°C e umidade de 80%.

Referéncias

1. Adegas MG, Barroso-Krause C, Lima JBP, Valle D. Parametros de biosseguranca
para Insetarios e infectorios de vetores (Aplicacao e adaptacao das normas gerais
para laboratérios definidas pela Comissao Tecnica de Biosseguranca da Fiocruz).
1. ed. Rio de Janeiro: Ed. Diretoria do Instituto Oswaldo Cruz, 64pp, 2005. v. 1.
64pp.

2. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO de Infeccao Experimental de

Anofelinos. Centro de Pesquisas Rene Rachou (CPgRR/Fiocruz), Minas Gerais
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7.2.6. Protocolo para dissec¢do de intestino médio e detecgcao microscopica da

infeccdo de anofelinos por Plasmodium spp.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Caédigo POP

POP_IPCCB_LAB_007_v01_PT

Titulo

PROCEDIMENTO PARA DISSECQAO DE INTESTINO
MEDIO E DETECCAO MICROSCOPICA DA INFECCAO
DE ANOFELINOS POR Plasmodium spp

Idioma da

versao

original PT
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagao:
Rosa Almeida Djane Baia Henrique Silveira 15/04/2018

Data e assinatura

Data e assinatura Data e assinatura

Data da proxima
revisao:

Nome

Versao

Alteracgoes realizadas

Adaptado do POP_MAL_LB_014_v02D_PT

1. OBJETIVO

Descrever o procedimento de disseccdo de intestino médio e Detecgao

Microscopica da Infecgao de Anofelinos por Plasmodium spp

2. CAMPO DE APLICAGAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico ou qualquer

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras.
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3. DEFINIGOES

Disseccao e uma técnica de anatomia utilizada para separar 6rgaos e visualiza-los. Em
anofelinos pode se aplicado por exemplo para retirada do intestino médio para
confirmacéao da infecgédo através da visualizagado da presenga ou ndo de oocistos e dessa

forma estimar a taxa e intensidade da infecgéao.
4. RESPONSABILIDADES

Técnicos, alunos de mestrado, alunos de doutorado, pos-doutorado e
pesquisadores dos laboratorios da rede, envolvidos na execucao da infeccao
experimental de anofelinos;

Equipe do Insetario da Geréncia de Entomologia, FMT-HVD.
5. POPs RELACIONADOS
POP 005 - Procedimento para Manutencao de Col6nias de Anofelinos

POP 006 - Procedimento de infeccao experimental de mosquitos anofelinos - MFA

6. MATERIAIS

. Placas de petri

. Gelo

. Lamina

. Laminula

. Estilete entomologico
. Mercurocromo 2%

. PBS 1X

. Alcool 70%

. Freezer -20°C
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. Lupa Estereoscoépica
. Microscopio
7. PROCEDIMENTOS
Disseccao dos anofelinos

1. Os mosquitos infectados devem ser mantidos na sala de infectados com solugao

acucarada 10%, temperatura entre 25-26°C e 80% de umidade;

2. Apés 7 dias de infeccdo, retirar os mosquitos da sala de infectados, conduzi-los para
sala de disseccéo, retira-los das gaiolas utilizando um capturador e adormecé-los no frio

em freezer - 20°C;

3. Apds adormecidos, faz-se uma lavagem utilizando uma placa de petri contendo alcool
70%, seguido de uma segunda lavagem em PBS 1X, todo o procedimento de dissecgao

deve ser realizado sobre o gelo (evitando que o mosquito acorde e voe).
4. Dissecar as fémeas individualmente, da seguinte forma:

a. Colocar uma gota de PBS em uma lamina;

b. Transferir um mosquito para a gota de PBS;

c. Cortar as asas, pernas e cabec¢a do mosquito;

d. Com um estilete, segurar o térax do mosquito, e com outro puxar o ultimo

segmento abdominal, de forma lenta e suave para permitir a saida do intestino médio.

Deteccao de oocistos de Plasmodium spp
1. A partir da dissecgao do mosquito, retirar o intestino médio e transferi-lo para
uma lamina;
2. Adicionar uma gota de mercurocromo a 2%;
3. Deixar corar por 10 minutos;
4. Apo6s 10 minutos, transferir o intestino médio para outra lamina, adicionar uma

gota de PBS 1X a laminula;



74

5. Observar em microscoépio, no aumento de 10X, para visualizagdo dos oocistos

de Plasmodium (Figura 1).

Fonte: Acervo Pessoal
Figura 1. Intestino Médio de Anopheles darlingi, corados com mercurocromo 2%, com
oocistos de Plasmodium vivax 7 dias apés a infecgéo.
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