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RESUMO 
 
 
Apesar da baixa parasitemia na malária por Plasmodium vivax (P. vivax), os pacientes 
podem evoluir para condições clínicas graves, levando a hospitalizações e mortes. A 
complicação mais frequente é a anemia grave, que afeta principalmente crianças 
pequenas. No interior da medula óssea ocorre disertropoiese, levando à redução da 
celularidade e eritropoiese ineficiente. Além disso, a presença de hemozoína 
(pigmento da malária) prejudica a proliferação e maturação das linhagens 
hematopoiéticas. Avaliamos as alterações ocorridas na medula óssea humana 
durante episódios sintomáticos da malária vivax e investigamos se as alterações estão 
relacionadas a mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento de anemia. 
15 participantes adultos com diagnóstico positivo de malária vivax por gota espessa 
foram incluidos. Cinco eram anêmicos. As amostras (sangue periférico e aspirado de 
médula óssea da crista ilíaca) foram coletadas no dia do diagnóstico (D0) da malária 
e 42 dias após (D42). As células eritroides foram purificadas através de colunas 
MACS, utilizando-se microesferas marcadas com CD71. A parasitemia foi estimada 
por microscopia óptica. Entre 106 e 107 células da suspensão CD71+ purificada foram 
utilizadas para extração de RNA e subsequente análise da expressão dos transcritos. 
Para validar a expressão de genes específicos, foi realizada RT-qPCR de genes 
relacionados à eritropoiese (GATA-1, ALAS-1, NFE-1, TAL-1). A resposta inflamatória 
foi quantificada medindo citocinas e quimiocinas. Não houve diferença na parasitemia 
entre medula óssea e sangue periférico. Não houve predominância de formas 
parasitárias na medula óssea. A microscopia óptica mostrou maior contagem de 
células diseritropoiéticas durante o D0. Os sinais mais observados de disertropoiese 
foram binucleação, presença de núcleos irregulares, corpos de Howel-Jolly e 
cromatina megaloblástica. Não foi observada invasão parasitária nas células 
nucleadas. Um total de 274 genes mostrou uma diferença significativa na expressão 
em D0 em comparação com D42. Genes importantes na fase terminal do 
desenvolvimento eritropoiético mostraram expressão diminuída durante a infecção, 
confirmada por RT-PCR. As vias relacionadas à resposta imune (ativação do 
complemento, TNF-α, IFN-γ), apoptose, exocitose e ativação de proto-oncogenes se 
mostraram sobrexpressas durante a infecção. Níveis de citocinas pró-inflamatórias 
foram semelhantes entre a medula óssea e o sangue periférico. Este achado 
corrobora com dados de transcriptômica que mostram ativação de genes que 
expressam receptores celulares para citocinas e outros genes relacionados à resposta 
imune na doença aguda (D0). A análise exploratória de RNA’s pequenos mostrou 
alterações de expressão que podem prejudicar a eritropoiese durante infecção, como 
por exemplo o aumento de mir-150, geralmente diminuído na eritropoiese terminal. 
Estes dados em conjunto compõem o primeiro estudo que demonstra alterações do 
transcriptoma eritropoiético humano em medula óssea infectada por P. vivax  através 
de “deep sequencing analysis”. Mais estudos devem ser realizados para preencher as 
lacunas da participação deste nicho tecidual na patogênese da malária em humanos.     
 
Palavras Chaves: Malária; Plasmodium vivax; Medula óssea; Eritropoiese; 
Transcriptoma. 
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ABSTRACT 
 
Despite the low parasitemia in Plasmodium vivax (P. vivax) malaria, patients can 
evolve to severe clinical conditions, leading to hospitalizations and deaths. The most 
frequent complication is severe anemia, which mainly affects younger children. Inside 
the bone marrow occurs diserythropoiesis, which affects erythropoietic precursors, 
leading to a decrease of cellularity and ineffective erythropoiesis. Also, the presence 
of hemozoin (malarial pigment) impairs the proliferation and maturation of 
hematopoietic lineages. The purpose of this study was to evaluate changes that 
occurred in the human bone marrow during symptomatic episodes of vivax malaria and 
to investigate whether these changes are related to molecular mechanisms associated 
with the development of anemia. We included 15 adult participants who had a positive 
diagnosis for vivax malaria by thick drop smear, among these, five anemic patients. 20 
ml of peripheral blood and 4 ml of bone marrow aspirate from iliac crest were obtained. 
Samples were collected on day of diagnosis (D0) of malaria and 42 days after (D42). 
Erythroid cells were purified by MACS using CD71 labeled microbeads. Parasitemia 
was estimated by optical microscopy. 106 to 107 cells of the purified CD71+ suspension 
was stored in trizole until RNA extraction and subsequent analysis of transcript 
expression. To validate the expression of specific genes, RT-qPCR of genes related 
to erythropoiesis (GATA-1, ALAS-1, NFE-1, TAL-1) was performed. The inflammatory 
response to malaria was quantified by measuring cytokines and chemokines levelss. 
There was no difference in parasitemia between bone marrow and peripheral blood. 
There was no predominance of parasitic forms in the bone marrow compared to 
peripheral blood. Optical microscopy showed a higher count of dyserythropoietic cells 
during D0 compared to D42. The most observed signals of diserytropoiesis were 
binucleation, presence of irregular nuclei, Howel-jolly bodies, and megaloblastic 
chromatin. No parasite invasion was observed in nucleated cells. A total of 274 genes 
showed a significant difference in expression at D0 compared to D42. Important genes 
in the terminal phase of erythropoietic development showed decreased expression 
during infection, confirmed by RT-PCR. Pathways related to the immune response 
(complement activation, TNF-α, IFN-γ), apoptosis, exocytosis, and activation of proto-
oncogenes are up-regulated. In conclusion, we characterize morphological and 
transcriptional changes in erythropoietic precursors during active infection. Levels of 
proinflammatory cytokines were similar between bone marrow and peripheral blood. 
This finding corroborates with transcriptomics data that show activation of genes that 
express cellular receptors for cytokines and other genes related to immune response 
in acute disease (D0). Exploratory analysis of small RNAs demonstrated changes in 
expression that can impair erythropoiesis during infection, such as the increase in mir-
150, which is generally decreased in terminal erythropoiesis. These data together 
make up the first study that demonstrates changes in human erythropoietic 
transcriptome in bone marrow infected by P. vivax through “deep sequencing analysis”. 
Further studies are needed to fill the gaps in the participation of this tissue niche in the 
pathogenesis of malaria in humans. 
 

Keywords: Malaria; Plasmodium vivax; Bone marrow; Erythropoiesis; Transcriptome 
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RESUMO LEIGO 

 

A malária é uma doença comum na Amazônia e que causa febre, calafrios e dores no 
corpo. É causada pelo Plamodium, sendo duas as principais espécies importantes: 
Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum. A malária causada pelo vivax é menos 
complicada, mas anemia grave pode ocorrer, principalmente em crianças pequenas e 
mulheres grávidas. Quando a malária não é tratada, a anemia pode se agravar, 
levando à internação hospitalar e, em casos mais graves, à morte. A anemia ocorre, 
pois o parasito da malária se multiplica dentro das células vermelhadas do sangue e 
as destrói. Hoje sabemos que além de destruir as células no sangue, o parasito da 
malária também pode atingir a medula óssea, que é o órgão responsável pela 
produção das células do sangue. A malária causa a inflamação dentro desse órgão e 
o modifica, prejudicando a produção de novas células e facilitando o aparecimento da 
anemia. Essa pesquisa buscou quais as alterações ocorrem dentro da médula óssea 
de pacientes com malária vivax que indicam o aparecimento de anemia. Para isso, 
coletamos sangue da medula e sangue da veia do braço de pacientes e realizamos 
um estudo do material genético, ou seja, nos genes desses pacientes. Observamos 
que há mudanças na medula óssea do paciente com malária que podem estar 
relacionadas com o desenvolvimento da anemia. Concluímos então que o parasito da 
malária vivax modifica a medula óssea e isso pode causar anemia. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Situação epidemiológica da malária por Plasmodium vivax na Amazônia 

Brasileira 

 

A malária é uma doença aguda, endêmica em grande parcela das regiões 

tropicais do globo. No ano de 2018, o número de casos estimados foi de 228 milhões 

(IC: 206-258 milhões) (1), com declínio constante e lento em comparação com os anos 

anteriores, contudo, distante do ideal almejado para o início deste século. Cerca de 

93% dos casos de malária em 2018 foram originários da África Subsaariana, com 

acentuado predomínio da infecção por Plasmodium falciparum (P. falciparum). Tem-

se a participação maior de número de casos na região Mediterrânea, Sudeste Asiático 

e região das Américas, sendo esta última, a que apresenta maiores proporções de 

casos de malária causados por Plasmodium vivax. 

 

O Brasil representa cerca de um terço dos casos de malária na Américas. A 

transmissão ativa ocorre, em grande parte, na região Amazônica, com prevalência da 

malária por P. vivax (Figura 1). Em outras regiões do Brasil, há ocorrência de casos 

importados da Amazônia Brasileira ou de países endêmicos, com exceção de surtos 

isolados no Sudeste Brasileiro com componente zoonótico (2). 

 

A Amazônia Legal Brasileira é uma região de 5,217,423 km2 e compreende 

nove estados políticos do Brasil. Apesar do ecossistema característico, a transmissão 

de malária sofre variações regionais, ou ainda microrregionais, associadas a 

particularidades sociodemográficas e de caráter político. Há redução absoluta no 

número anual de casos nesta região , no entanto, aumento proporcional dos casos de 

malária por P. vivax em comparação aos casos por P. falciparum (3). 

 



2 
 

 

 

Figura 1. Casos de malária confirmados por 1000 habitantes nas Américas (Fonte: 

World Malaria Report, 2019). 

 

Historicamente, o Brasil enfrentou um processo de controle de malária bastante 

rígido na década de 1960, o que ajudou na redução severa do número de casos  de 

malária por P. falciparum, limitando sua transmissão ativa à Amazônia e trazendo à 

tona a maior incidência de casos de P. vivax (4), que resiste a medidas de controle da 

malária devido às suas características biológicas, a notar:  latência de hipnozoítos no 

parênquima hepático, ciclo sexuado precoce e alta carga de pacientes assintomáticos, 

facilitando condições de transmissão ativa (5).  

 

Apesar dos esforços para controle da malária, o financiamento público para o 

manejo e controle apresenta constante queda, devido principalmente a instabilidade 

política e falta de investimento em medidas públicas sanitárias. A queda brusca no 

número de casos e hospitalizações tem sido vista por especialistas como um dos 

principais motivos do desinteresse no investimento em programas de eliminação (6).  
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A malária por P. vivax causa uma parcela menor de hospitalizações quando 

comparada à malária por P. falciparum, variando entre 0,7 e 0,9% dos casos (6). A 

hospitalização é dependente das variações relacionadas a velocidade de diagnóstico. 

Erroneamente considerada benigna, a malária que aflige grande parte dos habitantes 

da Amazônia pode evoluir para casos graves, com necessidade de hospitalização em 

centros terciários de saúde ou ainda evoluir para óbito. Anemia grave, insuficiência 

respiratória e, não raramente,  anemia hemolítica induzida por primaquina em 

indivíduos deficientes de G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase), uma enzimopatia 

que acomete cerca de 4,5% da população local (7) são as causas mais comuns de 

hospitalizações.  

 

O número de mortes por malária na Amazônia Brasileira se encontra em 

declínio, sendo reportadas apenas 39 mortes em 2015,  com mortalidade em torno de 

0,017%,  100 vezes mais baixa quando comparada à mortalidade por malária na 

região extra-Amazônica (1,8%) (8). Esta diferença se dá pela alta capilaridade do 

diagnóstico de malária na região Amazônica e pela demora do diagnóstico e início do 

tratamento na região extra-Amazônica. 

No estado do Amazonas, maior estado em extensão territorial e principal 

contribuinte de novos casos de malária na região Amazônica, há redução da 

incidência de malária por P. falciparum nos últimos anos e consequente menor 

número de mortes e casos clínicos graves. Medidas de controle vetorial, o diagnóstico 

precoce e a introdução do Coartem® (Arteméter + Lumefantrina) no tratamento da 

malária por P. falciparum na região metropolitana de Manaus e arredores, 

contribuíram para este cenário. Em Manaus, estudos realizados em população 

habitante de zonas periurbanas, estimam carga de 50% des indivíduos com infecção 

assintomática, com presença marcante de gametocitemia periférica (9). Não está clara 

a contribuição de infecções assintomáticas no desenvolvimento de comorbidades. 

  

1.2. Evidências clínicas de doença grave associada à malária por Plasmodium 

vivax 

  

Devido aos baixos índices de letalidade, a malária vivax foi considerada por 

muito tempo uma doença benigna. Entretanto, diversos relatos clínicos demonstraram 
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que, ainda que apresente parasitemia periférica mais baixa, consegue assemelhar-se 

às complicações antes associadas apenas à malária falciparum (10–15). Anemia, 

plaquetopenia, icterícia e síndrome respiratória aguda são complicações frequentes 

da malára vivax (16,17).  Além disto, P. vivax apresenta ciclo biológico mais complexo 

com diferenciação em formas latentes (hipnozoíto) causadoras de recaídas, o que 

torna difícil o completo entendimento da patogênese. Os mecanismos associados à 

ativação de hipnozoítos e se a ocorrência de novos episódios pode contribuir para o 

aumento de incidência de casos complicados não estão claros.  

 

a) Anemia 

 

A anemia é a complicação mais frequente da malária vivax e atinge 

principalmente crianças jovens em áreas tropicais, onde a frequência de recaídas é 

maior. Ross et al. (18) observaram em uma coorte de crianças jovens em Papua Nova 

Guiné que a frequência de recaídas é cerca de 4 recaídas em um período de 16 

meses, e isso impacta diretamente na queda de parâmetros hematológicos. O risco 

de desenvolvimento de malária grave, em áreas endêmicas, é cerca de 3,4 vezes 

maior entre crianças jovens com malária vivax em comparação a crianças da mesma 

faixa etária infectadas por P. falciparum (19), sendo a gravidade relacionada as 

recaídas que impactam nos parâmetros hematológicos.  

 

 P. vivax é a espécie com maior capacidade de desenvolver sintomas e 

complicações quando se leva em consideração a biomassa parasitária (20). Isto se 

deve às características biológicas peculiaridades da espécie como: (i) diferenciação 

em formas parasitárias teciduais latentes causadoras de recaídas, os hipnozoítos e 

(ii) capacidade de causar infecções repetidas, assintomáticas e submicroscópicas, 

perpetuando a transmissão da doença em áreas endêmicas e causando prejuízos 

hematológicos de caráter crônico no hospedeiro, fenômeno ainda pouco esclarecido 

devido à dificuldade de se diagnosticar infecções subpatentes, dado o baixo acesso a 

técnicas de biologia molecular em áreas endêmicas, tornando a literatura sobre o tema 

escassa e restrita à busca ativa realizada em pesquisas científicas de caráter 

transversal, sendo a população testada bastante limitada (revisado por Mueller (21). 
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Mulheres grávidas com malária vivax devem ser monitoradas com atenção,  

(22). O risco de parto prematuro está aumentado, assim como o desenvolvimento da 

anemia concomitantemente, bem como ocorre em pacientes com malária falciparum. 

Mulheres primíparas com malária vivax apresentaram maior risco de concepção de 

crianças com baixo peso (23,24). O custo financeiro relacionado ao acompanhamento 

médico destas mulheres, portanto, é maior quando comparado a mulheres não 

infectadas (23,25). 

 

O desenvolvimento de anemia malárica em coinfecções com helmintíases 

também é importante, apesar de pouco estudado. Burdan et al. (26) avaliaram uma 

coorte de crianças com menos de 5 anos de idade e verificaram que a presença de 

helmintíase per se é um fator de risco para o desenvolvimento de anemia e mesmo 

em infecções maláricas assintomáticas, o risco de anemia e anemia grave podem 

dobrar ou mesmo triplicar. A infecção assintomática de malária é um fator de risco 

para anemia em crianças com helmintíase, contudo esses dados podem ser 

subestimados nos mais diferentes cenários endêmicos, dada a dificuldade de 

diagnóstico molecular de malária nessas áreas. Melo et al. (27), de forma contrária,  

não encontraram risco de desenvolvimento de anemia ao acompanhar uma coorte de 

crianças em idade escolar (5 a 14 anos de idade) na Amazônia Brasileira e 

evidenciaram um possível efeito protetor/modulador dos parasitos intestinais sobre a 

infecção malárica, cujos mecanismos ainda não elucidados, embora se hipotetize a 

participação direta de resposta imunológica do tipo Th2 (28).  

 

b) Plaquetopenia 

 

A plaquetopenia é uma complicação frequente, mas pouco associada à 

mortalidade e aumento do risco de hemorragia na malária. Uma metánalise com 56 

estudos e 29,664 participantes, estimou o aparecimento da plaquetopenia em 10,1%, 

incluindo casos de plaquetopenia grave (<50,000/mm3) e muito grave (<20,000), sem 

diferença de risco de desenvolvimento de plaquetopenia entre malária vivax e 

falciparum, embora na malária vivax a chance de agravamento seja maior (12).  

 

Os mecanismos de desenvolvimento de plaquetopenia estão relacionados ao 

consumo de plaquetas em nível periférico, sequestro de plaquetas pelo baço e ao 
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processo de coagulação intravascular disseminada (29). Os sinais de alteração são 

quanti e qualitativos, sendo os mais comuns: as alterações morfologia das plaquetas, 

o aumento do volume plaquetário médio (VPM) e a alteração da distribuição de volume 

plaquetário (PDW) (30). Tempo de protrombina (TAP), tempo de ativação da 

tromboplastina, mensuração de níveis plasmáticos de alguns fatores da cascata de 

coagulação como o V, VII e VIII (31) e dosagem de dímero-D (32) são parâmentos 

que devem ser levados em consideração na avaliação clínica de pacientes com 

malária e plaquetopenia . 

 

Não há ainda evidências de alteração morfológica na medula óssea ou mesmo 

de invasão de megacariócitos por Plasmodium spp. (33,34), apesar da detecção de 

plaquetas infectadas, o que se sugere um fenômeno ocorrido em nível periférico (35). 

Lacerda et al. (36) e Maina et al. (37) verificaram relação negativa entre o VPM e a 

contagem total de plaquetas, sugerindo um mecanismo compensatório de liberação 

de megaplaquetas que pode ser fator determinante para a baixa frequência de 

sangramento grave em indivíduos infectados com P. vivax e plaquetopenia. 

 

A ativação de auto-anticorpos (PAIgG), a formação de imunocomplexos devido 

a deposição de antígenos de Plasmodium spp. na superfície plaquetária, aumento de 

estresse oxidativo e agregação plaquetária mediada por ADP (Adenosina difosfato)  

são sugerido como mecanismos que afetam a homeostase plaquetária durante e 

infecção (38).  

 

c) Complicações respiratórias  

 

As complicações respiratórias são frequentes em casos graves de malária 

vivax, sendo maior em crianças hospitalizadas (2,1%). Essas complicações podem 

levar a óbito e geralmente estão associada a síndrome respiratória aguda grave 

(SRAG), cujos mecanismos patogênicos não são inteiramente compreendidos, 

embora, haja evidências da participação direta da tempestade inflamatória que ocorre 

independente da parasitemia e citoaderência endotelial (fenômeno não muito claro). 

Em revisão sistemática, Val et al. (39), relataram 0,1% de prevalência de síndrome 

respiratória  ao avaliarem 450.115 pacientes,  aumento de prevalência de SRAG em 

casos graves (8,3%) e mortalidade de 16,3% em pacientes com SRAG. Aumento da 
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frequência respiratória e cardíaca, plaquetopenia e anemia concomitantes foram 

outras complicações evidenciadas.  

 

Descrições realizadas a partir de autópsias de pacientes com malária vivax 

grave, caracterizam o quadro inflamatório caótico provocado pelo protozoário no 

pulmão. Autópsias realizadas em pacientes com morte atribuída ao P. vivax mostram 

a afetação multiórgãos, além de evidenciar a presença proeminente de infiltrado 

inflamatório polimorfonuclear e mononuclear no pulmão (40,41). 

 

1.3. As teorias biológicas da recaída, o parasitismo persistente e o 
desenvolvimento de anemia 

 

P. vivax tem a capacidade de manter o parasitismo humano para além do 

episódio malárico. Isto é justificado pela presença de uma forma latente, denominada 

hipnozoíto que permanece no tecido hepático adormecido e por alguma razão 

biológica (ainda pouco clara) pode reiniciar o ciclo esquizogônico e um novo episódio 

de malária, sintomático ou não (42)(43).  

 

 Previamente à teoria dos hipnozoítos, a origem das recaídas (ativação de 

hipnozoitos) era dada pela presença de parasitos no sistema retículo-endotelial ou à 

ocorrência intermitentes ciclos esquizogônicos hepáticos (44). A diferenciação em 

hipnozoítos parte do princípio de que os esporozoítos, ao serem inoculados através 

picada da fêmea de anofelino, são transportados pela corrente sanguínea para o 

tecido hepático, onde podem se diferenciar em dois estágios: os esquizontes teciduais 

ou hipnozoítos, comum na infecção por P. vivax (45). Os hipnozoítos são formas 

parasitárias unicelulares que podem permanecer adormecidos no tecido hepático por 

um período de tempo que pode variar de 8 a 10 meses (46–50).  

 

Características de resposta imunológica do hospedeiro, tempo de ativação 

dependente de características intrínsecas das cepas de plasmódio e o tratamento 

antimalárico utilizado são determinantes para ativação do hipnozoito.  A utilização de 

8-aminoquinoleínas, como a primaquina, por exemplo, diminuem a biomassa de 

hipnozoítos e consequentemente reduzem as chances de recaída e risco de 

desenvolvimento de anemia a curto prazo (42 dias) (51).  
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Cerca de 80% dos episódios de malária subsequentes a uma primeira infecção 

ocorrem devido à reativação de hipnozoítos (52), mas há uma grande dificuldade de 

confirmação das reativações devido a ausência de marcadores genéticos ou 

sorológicos que possam diferenciá-las de episódios recrudescentes (53). As 

reinfecções se tornam menos distinguíveis em cenários de alta transmissibilidade 

onde o padrão de recaída das cepas circulantes é curto.   

 

A alta varialibilidade genética de cepas de P. vivax expõe o hospedeiro, a 

hipnozoítos que podem “despertar” em diferentes tempos e a fatores de 

susceptibilidade a ativação e constitue um obstáculo importantes na predição de 

recaídas. Koepfli et al. (54) relatam que há alta variabilidade genética entre 

hipnozoítos, o que é comum em áreas de média a alta transmissão, devido as altas 

taxas de inoculação e do contato do mosquito vetor com clones diferentes do parasito 

ao picar indivíduos com infecção patente. 

 

A recaída de malária vivax é a recorrência que tem origem na ativação de 

hipnozoítos. Já a recrudescência, tem como origem o retorno da parasitemia 

assexuada, ou seja, é originada da recirculação de merozoítos. Diferenciar episódios 

de recaídas, recrudescências e reinfecções é de extrema importância para o 

direcionamento da tomada de decisão relativa a medidas de controle e à transição do 

estágio epidemiológico de controle para a eliminação da transmissão ativa. Uma 

alternativa à falta de marcadores específicos das formas latentes, tem sido associar 

através de modelos matemáticos a positividade de microssatélites (marcadores de 

recrudescência) ou marcadores sorológicos à periodicidade de novos episódios, 

informações genotípicas das cepas locais circulantes, ao tratamento local 

estabelecido por diretrizes de saúde e mapeamento de transmissão ativa da doença 

(55). 

 

1.4. Alterações medulares e eritropoiéticas relacionadas à malária 

 

Os mecanismos patogênicos que levam ao desenvolvimento de anemia na 

malária vivax apesar de conhecidos, são pouco claros. Os principais são: i) a 

ocorrência de recaídas; ii) a maior quantidade de células não infectadas destruídas 
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durante infecção e iii) a ocorrência de diseritropoiese e eritropoiese ineficiente na 

medula óssea promovidas pela presença do parasito e seus metabólitos (56). 

 

Em infecções por P. falciparum, estudos demonstram que a supressão da 

eritropoiese está relacionada: a produção deficientes de eritropoietina, altos níveis de 

hemozoína circulante e altos títulos de mediadores pró-inflamatórios (p.e. TNF, óxido 

nítrico) (57–61). A perda ou redução da habilidade de produzir novos eritrócitos leva 

à falha em substituir eritrócitos durante a infecção malárica e durante o tratamento 

com antimalárico. O dano parenquimal medular, a eritropoiese inefetiva e a taxa de 

proliferação eritropoiética deficiente em pacientes com malária aguda por P. 

falciparum demonstram que a supressão medular é uma das principais causas da 

anemia neste tipo de malária (62–64). 

   

 Ainda há escassez de estudos que expliquem o impacto da infecção malárica 

na medula óssea (MO) humana e pouco se sabe sobre os aspectos biológicos 

relacionados ao amadurecimento de formas específicas do parasito, como 

gametócitos na MO ou mesmo se há algum processo biológico relacionado ao 

amadurecimento de formas parasitárias do P. vivax que ocorra estritamente na 

medula óssea, embora haja algumas hipóteses sobre o tema (Figura 2) (65). A 

primeira descrição de alterações da MO relacionada a infecção por Plasmodium spp. 

foi realizada em 1894 por Machiafava (66). 
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Figura 2: Modelo proposto do desenvolvimento do P. vivax na medula óssea (Fonte: 
Mayor e Alano, 2015): A) P. vivax infecta reticulócitos em estágio III que saem por 
diapedese para o lúmen capilar sinusoidal. Alternativamente, merozoítos de P vivax 
ou eritrócitos infectados por P vivax podem entrar no compartimento da medula óssea 
vermelha, levando à invasão de reticulócitos CD71+; B) Presença de gametócitos 
imaturos de P. falciparum no espaço extravascular da medula óssea pode ser 
explicada por eritrócitos infectados por gametócitos de estágio I ou estágios de anel 
entrando no estroma da medula óssea através do revestimento endotelial. 
Alternativamente, esquizontes assexuados, que se desenvolvem no compartimento 
extravascular, podem produzir merozoítos sexualmente comprometidos que invadem 
os precursores eritroides (65). 
  

Ainda na metade do século 20, alguns relatos de punções de medula de osso 

esterno realizadas como forma alternativa de diagnóstico da malária, apontaram o 

enriquecimento de parasitos na MO e presença de anormalidades celulares 
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(alterações nucleares nos eritroblastos, por exemplo) indicativas de diseritropoiese. 

Aitken e Glasg (67) realizaram punções de esterno em 10 pacientes com parasitemia 

periférica detectável para as espécies P. vivax e P. falciparum. Estes autores 

encontraram maior predominância de formas jovens nas punções positivas para P. 

falciparum e maior variabilidade de maturação nos casos positivos de P. vivax, com 

presença de trofozoítos, gametócitos e esquizontes em baixa parasitemia quando 

comparados à P. falciparum, contudo essa diferença pode esta associada a análise 

microscópica limitada. Além disto, foi evidenciada a presença de parasitos na medula 

esternal na ausência de parasitemia periférica, o que pode indicar a utilização da MO 

como nicho como reservatório.  

 

Rumball e Parsons-Smith (68), apresentaram o achado de formas sexuadas e 

assexuadas em medula esternal em dez casos de pacientes com malária, dentre os 

quais casos clássicos de “malária terçã benigna persistente”. Wickramasinghe et al. 

(69) após análise da medula óssea de pacientes febris com diagnóstico confirmado 

de malária vivax (n=9), encontraram sinais claros de diseritropoiese como células 

multinucleadas, núcleos dismórficos, presença de corpúsculos de Howell-Jolly e de 

pontes citoplasmáticas entre eritroblastos em avaliação por microscopia eletrônica de 

transmissão. A série de pacientes mostra por microscopia eletrônica de transmissão 

variações celulares em pacientes com hemoglobina normal ou anemia leve. Ausência 

de reticulocitose foi indicativo de eritropoiese ineficiente. Diferenças na contagem em 

células brancas foram evidenciadas, dando indício de alterações em outras linhagens 

hematopoiéticas. 

 

Em pacientes com malária falciparum, a eritropoiese ineficiente é caracterizada 

pela redução quantitativa da relação entre eritroblastos basofílicos e policromáticos, 

(64). Isto é evidenciado por Wickramasinghe et al. (57) e Dormer (64). Esses autores, 

também evidenciaram aspectos celulares, a exemplo de cariorrexe, núcleos 

dismórficos e aparência megaloblástica (69) na malária vivax. Wickramasinghe et al. 

(57) hipotetizam que o prejuízo no desenvolvimento eritropoiético a médio e longo 

prazo, ou ainda em episódios sucessivos, pode ser responsável pelo 

desenvolvimento, manutenção e piora do quadro de anemia. 
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 Os mecanismos que levam à diseritropoiese e à eritropoiese ineficiente não 

estão completamente explicados, principalmente para P. vivax. Estudos em humanos, 

modelos animais e ensaios in vitro, contudo, suportam que há prejuízo da atividade 

medular devido à presença do parasito ou de seus metabólitos, bem como a ativação 

de resposta inflamatória no tecido medular.  

 

O desenvolvimento in vitro sincrônico de reticulócitos e eritrócitos a partir de 

células-tronco hematopoiéticas contitui metodologia importante para medir o impacto 

do P. vivax na hematopoiese. Através desta metodologia, foi possível identificar que 

células infectadas por P. vivax e seus lisados induzem supressão do desenvolvimento 

eritróide através do atraso no ciclo biológico natural e prejuízo da proliferação destas 

células (70–72). Estudos in vivo utilizando cepas de Plasmodium yoelii, plasmódio do 

modelo murino de malária que se assemelha biologicamente ao P. vivax, mostrou que 

células infectadas suspensas em meio de cultivo induzem a secreção de fator de 

necrose tumoral (TNF) (73). Em ensaios utilizando Plasmodium chabaudi, foi 

observada redução de 50% na proliferação de colônias formadoras na medula óssea 

de ratos infectados (74,75). Dados clínicos indicam que prejuízos eritropoiéticos 

ocorrem na medula óssea humana mesmo na ausência de anemia ou de baixos níveis 

circulantes de eritropoietina, sendo que a influência da malária no desenvolvimento 

eritróide pode variar entre diferentes faixas etárias (62,63,76–78). 

 

 Não está clara a participação da eritropoietina no desenvolvimento da anemia 

durante a malária falciparum, mas há evidencas de que altos níveis do hormônio estão 

relacionados a malária cerebral (77,79,80). A eritropoietina é o hormônio responsável 

pela potencialização da proliferação e diferenciação de células eritróides. Produzida 

pelos rins em resposta à hipóxia, se liga ao receptor de eritropoietina (EPO-R) em 

células hematopoiéticas (81,82), levando às vias de ativação de transcrição da Janus-

kinase (JAK-2) e STAT5.  

  

Leowattana et al. (77) acompanhando uma coorte de 87 pacientes com malária 

falciparum até o dia 28 e demonstrou maiores níveis deste hormônio e reticulocitose 

em indivíduos anêmicos. Níveis menores de eritropoietina foram verificados em 

indivíduos infectados, contudo, sem aumento significativamente em resposta a 

infecção ao longo do tempo. Esse resultado é corroborado por el Hassan (83). 



13 
 

 

Segundo esse autor,a cloroquina utilizada no tratamento da malária causa prejuízo na 

produção do hormônio. Em população infantil, distintamente, Burchard et al. (84) não 

encontrou relação entre a queda dos níveis de eritropoietina  e a anemia malárica. Os 

níveis do hormônio mostraram tendência em aumentar em resposta à doença na 

tentativa de suprimir os efeitos patológicos do parasito. 

  

Outro mecanismo importante de prejuízo na ação da eritropoietina é o 

surgimento de autoanticorpos anti-EPO. Este evento é bem descrito no 

desenvolvimento de anemia em pacientes com HIV e lúpus eritematoso sistêmico 

(85,86), mas na malária é pouco claro. Addai-Mensah et al. (87) relatam o baixo título 

plasmático ou ausência desses anticorpos em crianças com malária falciparum e 

anemia, tendo estes baixa influência na ação de eritropoietina. Helegbe et al. (88), 

estudando malária murina causada pelo Plasmodium berghei encontrou relação entre 

maiores níveis de anti-EPO e queda de hemoglobina, sem, contudo, redução nos 

níveis de eritropoietina.  

 

A hemozoína, é um produto de degradação da hemoglobina formado no 

vacúolo digestivo de formas intraeritrocitárias de Plasmodium spp. Além disto, é um  

fator importante na patogênese da malária, que pode suprimir a eritropoiese in vitro 

na ausência de TNF (89,90), embora in vivo possa agir sinergicamente e acelerar o 

desenvolvimento da eritropoiese (61). Culturas in vitro de eritroblastos expostos à 

hemozoína exibiram modificação de seus ciclos celulares e redução da expressão do 

fator GATA-1 (91), um dos principais fatores de transcrição eritropoiéticos. Perfis 

proteômicos de pacientes anêmicos e não-anêmicos com malária vivax sinalizam 

alterações em vias metabólicas importantes no desenvolvimento eritropoiético e 

sobrevivência celuar, incluindo vias de regulação do estresse oxidativo, a regulação e 

manutenção do citoesqueleto e de ativação de cascata do complemento (72). 

 

O efeito pró-inflamatório da hemozoína se dá pela presença do grupamento 

heme e indução de dano oxidativo. Casals-Pascal et al. (60) demonstraram que há 

efeitos supressores do desenvolvimento eritróide tanto in vivo quanto ex vivo e que 

estes estão relacionados ao desenvolvimento de anemia em crianças com malária. 

Aguilar et al. (92) descrevem em uma coorte de crianças de Moçambique a presença 

de diferentes níveis de agregados de hemozoína em aspirado medular diretamente 
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relacionados ao aparecimento de células diseritropoiéticas, anemia e a parasitemia 

por P. falciparum. A presença de hemozoína em cultura celular de eritroblastos 

demonstrou maior velocidade de senescência, caracterizada pela remoção mais 

rápida do receptor de transferrina (CD71) e pela presença de fosfatidilserina de 

superfície (93). Mecanismos apoptóticos relacionados à ativação das caspases 8 e 9 

também mostraram ativação, mesmo na ausência de citocinas pró-inflamatórias (89).  

 

Baixos níveis de heat shock protein (HSp) 70 (proteína de choque térmico) e 

de glicina foram mecanismos associados ao aumento de hemozoína intracelular em 

indivíduos com anemia grave e infectados com P. falciparum (94). Esta proteína regula 

a transcrição do fator Nf-κβ, associado a efeitos pró-inflamatórios. Receptores do tipo 

TLR estão associados à ativação do fator Nf-κβ e  atuam na indução de resposta 

inflamatória(95), polimorfismos nos genes que codificam esses receptores já foram 

associados à desfechos clínicos graves em pacientes com P. vivax, como relatado por 

Costa et al. (96) ao explorar polimorfismos de TLR4, TLR6 e TLR9. 

 

A resposta inflamatória nà malária vivax é conhecidamente mais exacerbada 

em comparação à malária falciparum A resposta imune inata à malária é orquestrada 

pela alta produção de proteínas pró-inflamatórias para restringir o desenvolvimento do 

parasito e anti-inflamatórias, para que se evite dano ao hospedeiro. Como efeito 

colateral, a liberação de algumas citocinas pode, por exemplo, inibe a eritropoiese. 

TNF, IFN-γ e outras citocinas pró-inflamatórias, inibem a eritropoiese interferindo na 

expressão de fatores transcricionais que controlam a eritropoiese e interferem na 

produção de eritropoietina (61,76,77,97,98). O IFN-γ é uma molécula fundamental na 

diferenciação celular hematopoiética, atuando principalmente sobre as colônias 

formadoras e sobre os depósitos de ferro (99,100). Os ligantes de TNF (TRAIL) 

diminuem a quantidade de colônias de maturação eritropoieticas, reduzindo o número 

de eritroblastos. Aparentemente, não induzem respostas negativas em outras 

linhagens hematopoiéticas (101,102). 

 

 Em contraste, IL-10, uma citocina anti-inflamatória, aparentemente protege 

células eritropoiéticas, regulando a expressão de receptores de TNF. Esta citocina 

regula a liberação de TNF e IFN-gama, regulando assim a resposta do tipo Th1 e 

diminuindo a resposta inflamatória à doença (103). Mendonça et al. (104) descrevem 
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alta concentração desta citocina em indivíduos com infecção assintomática quando 

comparados com pacientes sintomáticos ou que desenvolveram alguma 

complicação/doença grave, reforçando o seu papel protetor. Costa et al. (105)  

relataram aumento importante de IL-6 e IL-10 em indivíduos com alta parasitemia de 

P. vivax na Amazônia Brasileira. 

 

 Outro componente imunológico importante supressor de eritropoiese é o óxido 

nítrico, apresentando maiores níveis periféricos em indivíduos com anemia malárica 

(106). TNF e  óxido nítrico, suprimem a eritropoiese in vitro, sendo relacionados com 

o desenvolvimento de anemia (61). 

 

 Seguindo a linha contrária, agentes estimulantes de proliferação e maturação 

eritropoiética como a cicloxigenase-2 e a prostaglandina E2, responsáveis diretas pela 

definição do volume eritrocitário e produção de hemoglobina, apresentam-se com 

níveis periféricos diminuídos em pacientes com malária (107–109). 

 

 Independente de sua importância em restringir a parasitemia de Plasmodium 

spp. e do controle de resposta exacerbada à infecção, as citocinas, quimiocinas e 

fatores de transcrição relacionados às respostas imunes inata e adaptativa tem função 

primordial no controle da hematopoiese e alterações em seus níveis de regulação 

podem estar relacionados ao desenvolvimento de anemia malárica, como 

hipotetizamos neste ensaio. 

 

1.5. Controle transcricional da hematopoiese 

  

A hematopoiese é um processo fisiológico extremamente complexo e crítico 

para a manutenção dos componentes sanguíneos. Uma única célula-tronco 

pluripotente hematopoiética, localizada na medula óssea vermelha, pode dar origem 

a numerosos tipos celulares. Células pluripotentes dão origem a, no mínimo, oito 

linhagens celulares, que perdem as características dos seus progenitores ao longo do 

tempo e se diferenciam por fim em um tipo celular específico. Diversas citocinas e 

fatores de transcrição específicos estão associados a pontos chaves da regulação, 

diferenciação, proliferação e renovação de células pluripotentes e no balanço 

quantitativo de progenitores (Figura 3). 



16 
 

 

 

O estudo do nicho hematopoiético central, a MO, traz uma série de desafios, 

dentre eles a dificuldade de diferenciar grupos celulares espalhados pelo 

microambiente medular vascularizado (110). Primordialmente, as células-tronco 

hematopoiéticas (HSC) sofrem a ação do fator solúvel de células-tronco (SCF) e da 

quimiocina CXCL12 (ligante 12 de quimiocina CXC), liberados por células reticulares 

próximas e diferenciam-se em células hematopoiéticas pluripotentes mesenquimais 

(MSC) (revisado por (111). A partir de então, diversos fatores solúveis são 

responsáveis pela diferenciação de precursor, o que dará origem às linhagens 

celulares específicas, dentre elas a eritrocítica, a megacariocítica e a granulocítica. 

 

 

Figura 3: Desenvolvimento de células-tronco nas diferentes linhagens 

hematopoiéticas. Fonte: Adaptado de Gomes et al. (111).  

 

Por sua vez, a linhagem eritropoiética se diferencia a partir do estímulo de 

células mesenquimais Lepr+ (receptor de Leptina). Os progenitores multipotentes 

(MPP) consomem eritropoietina e mantém sua capacidade de diferenciação 
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específica (112), respondendo aos estímulos da β-integrina e do SFC ainda no 

período eritropoiético inicial. Nos estágios finais, os precursores eritropoiéticos 

amadurecem ancorados a macrófagos centrais, organizando-se em uma estrutura 

conhecida como “ilha hematopoiética”. Estes macrófagos expressam o EPOR 

(receptor de eritropoietina), VCAM1 e CD169 (113). 

 

Muitos fatores de transcrição são conhecidos por sua importância no 

desenvolvimento de linhagens hematopoiéticas específicas e a alteração desses 

fatores controlam etapas chave da maturação celular (114). As técnicas de genômica 

utilizadas atualmente, denominadas “deep sequencing approaches”, combinadas a 

análises de bioinformática sofisticada, têm sido fundamentais no avanço de estudos 

para elucidação das interações envolvidas entre fatores de transcrição gênica e 

identificação de marcadores-alvo de genes específicos em escala mais ampla. 

 

Noveshtern et al. (115) estudaram o perfil de expressão de 211 amostras 

humanas contendo cerca de 38 populações hematopoiéticas distintas, incluindo 

linfócitos maduros, monócitos, granulócitos, células eritróides e megacariócitos. O 

estudo resultou em um complexo mapa de transcrição da hematopoiese, 

apresentando módulos de genes altamente co-expressos, sendo alguns linhagem-

específicos, mas, em geral, altamente interativos e com níveis de expressão diferentes 

dentre as várias linhagens celulares. Tendo em vista o impacto que doenças 

infecciosas podem ocasionar no processo hematopoiético, se torna fundamental o 

desenvolvimento de estudos que possam relacionar a expressão de marcadores 

transcricionais à presença de patógenos e ao desenvolvimento de comorbidades. 

 

1.6. Controle Transcricional eritropoiético 

 

O gene GATA-1, localizado no cromossomo X (Figura 4), codifica o principal 

agente regulador da maturação eritropoiética. Os eritrócitos são liberados em altas 

quantidades diariamente na circulação periférica provindos de uma série de divisões 

altamente controladas em nível molecular. Manter a homeostase da eritropoiese 

significa manter a homeostase de GATA-1, alterações provocadas por processos 

patológicos, como por exemplo em processos patogênicos causados por organismos 

infecciosos, podem desencandear anemia.  
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A eritropoiese é composta por diversas fases de diferenciação que vem desde 

às HSC’s à chegada ao nível de eritrócito maduro, cujas alterações se resumem na 

redução de tamanho celular, reorganização da membrana plasmática, produção de 

hemoglobina e perda do núcleo celular. Cada estágio de desenvolvimento é 

controlado por uma complexa rede de fatores de transcrição (114). 

 

Os fatores de transcrição que reconhecem GATA-1 se ligam a um domínio 

específico de DNA (A/T)GATA(A/G), através de duas regiões zinc-finger do tipo Cys-

4 altamente conservada em fungos, plantas invertebrados e vertebrados 

(principalmente em mamíferos) (116–118). Em mamíferos, GATA-1, GATA-2 e GATA-

3 tem papéis cruciais, mas não exclusivos, na hematopoiese, enquanto GATA-4, 

GATA-5 e GATA-6 na diferenciação de tecidos derivados do endoderma (tecido 

cardíaco, gastrointestinal, endócrino e gonadal) (119,120). GATA-2 tem função 

principal nos estágios primários da eritropoiese, sendo importante na sobrevivência e 

manutenção de HSC’s (121). Em determinado momento do desenvolvimento 

eritrocitário, há uma sobreposição de GATA-1 sobre GATA-2, seguido da redução de 

influência do GATA2 e predomínio de GATA-1 nas fases finais da maturação do pró-

eritroblasto (122–124). 

 

 

Figura 4: Visão geral do gene GATA-1 e sua localização (Fonte: Disponível em 

Genecards.org (125). 

 

O fator GATA-1 controla transcricionalmente processos importantes no 

desenvolvimento eritropoiético como perda de organelas, autofagia e perda de 

exossomas. Sua expressão controla positivamente a expressão de fatores de 

transcrição que controlam o ciclo celular eritropoiético como GFI1b, CD6 e p21, além 

de genes importantes para a sobrevivência celular como o Bcl-2 (Figura 5) (114). 

Dentre o rol de transcritos influenciados negativamente pelo GATA-1, se encontram 

alguns que prejudicam a evolução eritropoiética específica, como por exemplo GATA-
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2, Myb, Myc e PU-1. GATA-1 também regula positivamente alguns microRNA’s 

associados à eritropoiese como miR27a/24 e miR144/451.  

 

As principais interações de GATA-1 estudadas são com o fator FOG-1 (Friend 

of GATA fator – 1), que auxilia na ativação do programa de diferenciação eritropoiético 

e reprime diferenciação de outras linhagens hematopoiéticas (126), e com o complexo 

pentamérico SCL/TAL-1/E2A/LDB-1/LMO-2, responsável por modular diversos 

estágios do desenvolvimento eritropoiético através de ligação direta a genes alvos 

(127). Skorokhod et al. (91) analisaram a influência da hemozoína no desenvolvimento 

de anemia malárica e descrevem o aumento de expressão de p53, um potente inibidor 

da expressão de GATA-1, que pode ter inibido a proliferação celular. 

 

 

Figura 5: Regulação da eritropoiese em múltiplos níveis (Fonte: Adaptado de 

Hattangadi (114). 

 

 

1.7. RELEVÂNCIA  

 

Nas últimas décadas diversos estudos epidemiológicos, relatos e séries de 

casos, e revisões bibliográficas têm relacionado a malária vivax às manifestações 

clínicas graves e morbidades que dão destaque a este tipo de malária humana como 

importante problema de saúde pública em regiões endêmicas. Existem mecanismos 

em potencial que tentam explicar a anemia relacionada à malária por P. vivax, no 
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entanto, poucos deles satisfatoriamente elucidados. Neste estudo, através da análise 

de MO de pacientes infectados e em fase aguda, foram investigadas alterações na 

morfologia celular eritróide que possam indicar o desenvolvimento de anemia. O perfil 

de expressão gênica foi analisado através do sequenciamento global do RNA do 

parasito e do hospedeiro, com o intuito de explorar, a nível molecular, marcadores 

relacionados ao desenvolvimento de anemia em indivíduos com malária vivax.  

 

Os estudos já realizados com MO de sujeitos infectados propõem algumas 

hipóteses de patogênese para a anemia malárica. No entanto, em nenhum deles 

foram utilizadas técnicas NGS (Next Generation Step) para analisar profundamente 

as modificações na expressão gênica de marcadores transcricionais em linhagens 

específicas de células da MO humana e que possam apresentar indícios moleculares 

do desenvolvimento de anemia nestes indivíduos com malária vivax. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

2.1.1. Investigar as alterações celulares e transcricionais provocadas pela 

infecção por P. vivax na medula óssea humana. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1. Observar evidências de sequestro de formas parasitárias de P. vivax 

na medula óssea humana;  

 

2.2.2. Verificar alterações de expressão gênica na linhagem eritróide da 

medula óssea de pacientes com anemia associada à malária vivax;  

 

2.2.3. Quantificar a resposta inflamatória à malária vivax na medula óssea. 
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3. PRODUTOS DA TESE 
 
 

3.1. Morphological and Transcriptional Changes in Human Bone Marrow 

During Natural Plasmodium vivax Malaria Infections (Journal of Infectious 

Disease, published 18th June,2020). 
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Background: The presence of Plasmodium vivax malaria parasites in the human bone 

marrow (BM) is still controversial. However, recent data from a clinical case and 

experimental infections in splenectomized nonhuman primates unequivocally 

demonstrated the presence of parasites in this tissue. 

Methods: In the current study, we analyzed BM aspirates of 7 patients during the acute 

attack and 42 days after drug treatment. RNA extracted from CD71+ cell suspensions 

was used for sequencing and transcriptomic analysis. 
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Results: We demonstrated the presence of parasites in all patients during acute 

infections. To provide further insights, we purified CD71+ BM cells and demonstrated 

dyserythropoiesis and inefficient erythropoiesis in all patients. In addition, RNA 

sequencing from 3 patients showed that genes related to erythroid maturation were 

down-regulated during acute infections, whereas imune response genes were up-

regulated. 

Conclusions: This study thus shows that during P. vivax infections, parasites are 

always present in the BM and that such infections induced dyserythropoiesis and 

ineffective erythropoiesis. Moreover, infections induce transcriptional changes 

associated with such altered erythropoietic response, thus highlighting the importance 

of this hidden niche during natural infections. 

Keywords. Plasmodium vivax; bone marrow aspirates; natural infections; ineffective 

erythropoiesis; RNA sequencing. 

 

SIGNIFICANCE STATEMENT  

 

Analysis of bone marrow aspirates from 7 patients with Plasmodium vivax 

malaria revealed parasites and erythropoietic defects in all of them. Global 

transcription identified genes related to such defects, highlighting the importance of 

this hidden niche during infections. 

 

Plasmodium vivax is the most widely distributed human malaria parasite and is 

responsible for 7 million yearly clinical cases, including many causing severe disease 

or death [1]. Studies of the human bone marrow (BM) during P. vivax malaria infections 

are scarce, even though the presence of parasites in this tissue was first acknowledged 

in 1894 [2]. Moreover, sternal puncture evaluation as an alternative method for malaria 

diagnosis revealed parasite enrichment in the BM compared with peripheral blood [3]. 

Nuclear abnormalities in erythroblasts, a common feature of dyserythropoiesis, were 

first observed in vivax malaria [4]. In contrast, an electron microscopic study of the 

human BM during P. vivax attacks in anemic children revealed BM dyserythropoiesis 

and ineffective erythropoiesis in the absence of parasites [5]. Unequivocal evidence 

for the presence of parasites in the BM using molecular markers, as well as 

observations on BM dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis, however, were 

recently reported in a clinical case [6]. In addition, experimental P. vivax infections in 
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splenectomized monkeys also revealed that the BM is a niche for parasites during 

active infections [7]. 

 

The mechanisms leading to dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis 

during malaria are not fully understood, especially for P. vivax. However, findings from 

studies in human patients, animal models, and in vitro studies all seem to support the 

idea that an inadequate erythropoietic response is due to the presence of parasites or 

their products during infections as well as host immune responses [8]. Synchronous in 

vitro differentiation of reticulocytes and erythrocytes from hematopoietic stem cells [9] 

offered the possibility of studying vivax infections in vitro during erythropoiesis. Using 

such methods, intact and lysed P. vivax–infected cells were shown to suppress 

erythroid development by promoting cell cycle arrest [10, 11]. Moreover, in vivo studies 

using Plasmodium yoelii, a murine malaria species that shares some biological 

features with P. vivax, showed that infected cells as well as parasite-conditioned media 

have been shown to induce secretion of tumor necrosis factor (TNF) in mouse 

macrophages [12], which in turn have been shown to suppress erythropoiesis in vitro 

through TNF release [13]. Clinical data indicate that erythropoietic defects are 

associated with the presence of the parasites in the BM, independent of anemic status 

or levels of circulating erythropoietin [5, 14]. 

 

The proinflammatory cytokines TNF and interferon (IFN) γ have also been 

shown to inhibit erythropoiesis [15, 16] by interfering in the expression of transcriptional 

factors controlling erythropoiesis and by with the production of erythropoietin [8]. In 

contrast, interleukin 10, an anti-inflammatory cytokine, has been suggested to protect 

surrounding cells from erythropoietic defects by regulating the expression of surface 

and soluble TNF 

receptor [17]. Of interest, hemozoin (a by-product of hemoglobina digestion produced 

by malaria parasites) can suppress erythropoiesis in vitro in the absence of TNF, 

although addition of TNF synergized with hemozoin to inhibit erythropoiesis [18]. This 

was confirmed in vivo for Plasmodium falciparum infections in children [19]. In vitro 

cultures of erythroblasts exposed to hemozoin have shown changes in cell cycle 

regulation, as well as down-regulation of Globin Transcription Factor 1 (GATA- 1), a 

master transcription factor of erythropoiesis [20]. Finally, serum proteome profiles of 

nonanemic and anemic patients infected with P. vivax showed changes in several 
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physiological pathways, including oxidative stress, cytoskeletal regulation, lipid 

metabolism, and complement cascades [21]. 

 

The data reviewed above clearly indicate that, during malária acute attacks, 

parasites and products in the BM could affect normal erythropoiesis. Noticeably, most 

of the data have been studied in P. falciparum and have not yet been directly 

investigated 

in P. vivax. In the current study, to provide insights into alterations of the human BM 

during natural infections, we evaluated morphological as well as transcriptional 

changes in BM aspirates obtained from patients with P. vivax malaria during acute 

attacks and 42 days after drug treatment. 

 

METHODS 

 

Ethical Statements 

 

The protocol was reviewed and approved by the Ethics Review Board of the 

Fundacao de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado (PB_1.065.022/2015), where 

adult patients presenting with positive diagnoses of vivax malaria (microscopy) were 

enrolled after providing signed informed consent. All participants were treated 

according to recommendations for the treatment of uncomplicated P. vivax malaria 

from the Brazilian Ministry of Health, which included chloroquine for 3 days (600 mg/d 

on day 1, and 450 mg on days 2 and 3), followed by primaquine for 7 days (30 mg/d). 

BM punctures were performed, with use of appropriate needles, aseptic conditions, 

and local anesthesia, by an expert physician. 

 

Sample Collection and Hematological Characterization 

 

At days 0 (diagnosis visit) and 42 (convalescence visit), 4 mL of BM aspirates 

from iliac crest was obtained. Hematological parameters were measured using a 

Sysmex KX-28N hematology analyzer. The percentage of BM blood in the aspirate 

(BM purity) was calculated as follows: [1 ─ (total nonnucleated cells BM/total non 

nucleated cells PB) × (total nucleated cells PB/total nucleated cells BM)], where PB 

represents peripheral blood [22]. 
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CD71 Purification of Aspirates 

 

CD71+ cells were enriched as described elsewhere [6]. After plasma removal, 

blood cells were washed twice with ice-cold incomplete Roswell Park Memorial 

Institute (iRPMI) 1640 medium, resuspended at 30% hematocrit and filtered through a 

50-μm cell strainer. Cell suspensions were brought to 50% hematocrit and incubated 

with CD71 microbeads for 15 minutes at 4°C (Miltenyi Biotech). Magnetic isolation was 

done with LS (Miltenyi Biotech, USA) columns. Cell suspensions were loaded into a 

prewet column and allowed to flow. Of the recovered CD71+ pellet, 2 μL was used for 

a smear, 2 μL was used for staining with anti-CD71 and antiglycophorin A (Miltenyi 

Biotech), to confirm purification, and the rest was resuspended in Trizol reagent and 

kept at ─80°C until RNA extraction. Thin smears containing CD71+ cells were stained 

with rapid panoptic stain to quantify erythoid cells and leukocyte contaminants with 

light microscopy. 

 

Quantitative and Qualitative Analysis with Light Microscopy 

 

Panoptic-stained thin smears containing CD71+ cells were used for 

dyserythropoiesis counts. The erythroid precursors were classified as basophilic, 

polychromatic, or orthochromatic erythroblasts. A total of 1,000 red cell precursors 

were counted by 3 different viewers. Reticulocytes were counted in brilliant cresyl 

blue–stained thin smears. 

 

Parasite Count 

 

Malaria parasitemia was estimated using Giemsa-stained thin blood smears. A 

total of 10,000 enucleated red blood cells were counted, and the parasitemia was 

calculated as the percentage of infected red blood cell. Whole BM and whole peripheral 

blood were used for these counts. P. vivax monoinfection on admission and absence 

of parasites at convalescence were confirmed by means of quantitative polymerase 

chain reaction (qPCR) [23]. 

 

Total RNA Isolation 
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CD71+ cells were resuspended in 200 μL of Trizol reagent and kept at─80°C 

until RNA extraction. After thawing, the cell suspensions were vigorously homogenized 

by mixing with 200 μL of chloroform and incubated at room temperature for 15 minutes. 

The resultant mix was cold centrifuged (at 4°C and 12,000g for 15 minutes). The 

supernatant was mixed with isopropanol and incubated overnight. Ethanol 75% was 

used for RNA precipitation, and the resultant pellet was suspended in diethyl 

pyrocarbonate–treated water and kept at ─80°C until RNA sequencing. Aliquots were 

used for integrity analysis and concentration measurement with the High Sensitivity 

RNA ScreenTape system (Agilent Technologies). RNA quality control was performed 

by the translational genomics core facility at El Instituto de Investigacion Germans 

Trias y Pujol (IGTP). 

 

Messenger RNA Sequencing Library Construction, Sequencing, and 

Bioinformatic Analysis 

 

CD71+ fractions were used for transcriptomic studies. Material from 3 patients 

(patients 1, 3, and15) had enough RNA quality (RNA integrity number >7) in both days 

0 and 42, to generate RNA sequencing libraries using the TruSeq stranded Messenger 

RNA kit (Illumina). Next-generation sequencing library preparation and Illumina 

sequencing were performed by the Genomics Unit of the Center for Genomic 

Regulation. Samples showed excellent sequence quality scores (score >30; 

approximately 250 million reads sequenced in a single lane). The quality of raw data 

was checked using FastQC software, version 0.11.9 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). The reads were 

mapped to the human genome (Ensembl GRCh38.p10) using Bowtie 2 [24] software, 

version 2.3.5.1, and Samtools [25] and HTSeq-count [26] software, version 0.11.0 

were used to count aligned reads. Clustering and differential expression analysis were 

performed using the DESeq2 software package, version 1.29. Statistical cutoffs for 

significant diferences in gene expression were set for adjusted P values (<.05) and 

absolute fold change (>1.2). To identify human genes affected by P. vivax, we 

compared the resulting data from samples obtained from 3 patients during acute 

malaria infection to samples obtained during convalescence from the same 3 patients. 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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Functional Enrichment Analysis 

 

Gene set enrichment analysis (GSEA) in preranked mode was performed using 

the GSEA tool [27] and the fast GSEA implementation of the preranked GSEA 

algorithm implemented in the fgsea package in R software [28]. Analyses were 

performed using preranked paired sample individual and average log2 fold change or 

the signed minus log-adjusted P value as the metric. To visualize GSEA results, we 

used Enrichment Map [29]. Gene ontology terms found to be enriched using the 

significant differentially expressed genes were visualized with the ClueGO Cytoscape 

plug-in [30]. 

 

Reverse-Transcription qPCR Assays to Validate Gene Expression 

 

A set of genes related to erythropoiesis and with different patterns of expression 

during infection was selected to confirm expression by means of reverse-transcription 

qPCR. Five aliquots of messenger RNA from different patients were used to measure 

transcripts for genes GATA1, ALAS1, ALAS2, ARID3A, NFE, and TAL1, using as 

calibrator the GAPDH gene (Homo sapiens constitutively expressed gene). The qPCR 

assays were performed using triplicates for each sample and repeated twice for quality 

control. Day 42 samples were used to determine a threshold for transcript expression. 

 

Cytometry Bead Array 

 

Chemokines, anaphylatoxins, and cytokines in the peripheral blood and BM 

were measured by means of Cytometric Bead Array (BD Biosciences). Human 

chemokine, anaphylatoxin and T-helper (Th) 1/Th2/Th17 cytokine kits (BD 

Biosciences) were used, following the manufacturer’s guidelines and protocols. A 

FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences) was used for sample acquisition, and 

FCAP-Array software (version 3; Soft Flow) was used to calculate the levels of each 

molecule’s levels (in picograms per milliliter pg/mL and as the mean fluorescence 

intensity). 

 

RESULTS 
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Presence of P. vivax parasites in the Human BM During Acute Vivax Malaria 

 

We confirmed P. vivax monoinfection for all patients by means of qPCR 

(Supplementary Table 1). Examination of peripheral blood thin smears during acute 

infections revealed a wide range of P. vivax parasitemia (parasite count, 299–12 

792/μL) among the 7 patients included in this study. Noticeably, we observed P. vivax 

parasites in BM aspirates from all patients, and quantification of BM parasitemia in 

Giemsa-stained smears revealed overall similar parasitemia in BM and peripheral 

blood (Figure 1A). At microscopy, no nucleated cell was seen to be infected by P. 

vivax. We next attempted to characterize P. vivax stage distribution in BM aspirates 

compared with peripheral blood and did not observe any statistically significant 

difference in parasite stage distribution (Figure 1B). 

 

 

Figure 1. Plasmodium vivax parasites in bone marrow (BM), dyserythropoiesis, and 
inefficient erythropoiesis during active P. vivax infections. A, Parasitemia in BM 
aspirates and peripheral blood (PB) on admission (day 0). Percentage of infected red 
blood cells (RBCs; n = 10 000 enucleated RBCs); values represent means (n = 3). B, 
Parasite stage distribution in BM and PB on admission (n = 200 infected RBCs) 
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Abbreviations: G, gametocytes; mT, mature trophozoites; R, rings; S, schizonts; yT, 
young trophozoites. C, Dyserythropoiesis in BM aspirates on admission (day 0) 
compared with convalescence (day 42), shown as percentage of dyserythropoietic 
cells (n = 1000 erythroid cells); values represent means (n = 3). *P < .05 (paired 
Student t test). D, Representative images of dyserythropoietic cells. Rapid panoptic–
stained BM CD71+ fraction smears showing erythroblast presenting a dysplasic 
nucleus (top), erythroblast presenting a budding nucleus (middle), and cytoplasmic 
bridge between erythroblasts (bottom). E, Comparison of dyserythropoiesis 
(percentage of dyserythropoietic erythroblasts) and hemoglobin levels on admission. 
F, Ineffective erythropoiesis in BM aspirates on admission (day 0). Polychromatic and 
orthochromatic erythroblasts were quantified (n = 200 erythroblasts). The ratio of 
orthochromatic to polychromatic erythroblasts (oEb/pEb ratio) was used as a proxy of 
inefficient erythropoiesis. Red line indicates effective erythropoiesis (oEb/pEb ratio 
approximately 2); ratios < 2 indicate a defective maturation of polychromatic into 
orthochromatic erythroblasts (ineffective erythropoiesis). 
 

Dyserythropoiesis and Ineffective Erythropoiesis as Common Features in 

P. vivax–Infected Patients 

 

Supplementary Table 2 summarizes essential hematological and clinical data 

on admission (day 0) and during convalescence (day 42) for all patients studied. 

Absence of parasites at day 42 was confirmed by means light microscopy (not shown) 

and qPCR (Supplementary Table 1). Five patients presented normal levels of 

hemoglobin at admission, ad 2 were mildly anemic (patients 9 and 13), with a 

significant change in hemoglobin levels (decrease >20%) during infection, which levels 

returning to normal by day 42. We used CD71-coated microbeads to purify erythroid 

cells from each BM aspirate. CD71 enrichment was very efficient, presenting a median 

yield of 88.7% (interquartile range, 73.4%–95.7%). White blood cell contamination was 

estimated using light microscopy (median, 2.6%; interquartile range, 1.2%–7.7%). All 

erythroblast stages were found after purification, and they closely mimicked the original 

composition of the BM aspirate (not shown). Because proportions of polychromatic and 

orthochromatic erythroblasts were faithfully maintained on purification, we used the 

CD71+ fraction to quantify dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis. 

Interestingly, we observed dyserythropoiesis in all patients recruited, which 

significantly decreased after recovery from the infection (Figure 1C). Dyserythropoietic 

cells included erythroblasts presenting dysplasic or irregularly shaped nuclei, budding 

or multiple nuclei and cytoplasmic bridge between erythroblasts (Figure 1D). Nuclear 

abnormalities were the most common observation and were predominantly seen in 

polychromatic erythroblasts, as described elsewhere [5]. Dyserythropoiesis in patients 
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with P. vivax malaria has been reported to be most marked with higher levels of 

anemia, although no statistical correlation was found. Similarly, we also observed a 

trend toward a higher dyserythropoiesis with lower hemoglobin levels, although it was 

not statistically significant (P = .23) (Figure 1E). Hemoglobin levels and 

dyserythropoiesis were not related to levels of parasitemia. This is in accordance with 

the finding that P. vivax can cause anemia even at low levels of parasitemia [31]. 

 

To assess ineffective erythropoiesis during P. vivax acute infection, we 

quantified the different erythroblast maturation stages in the BM. During healthy 

(effective) erythropoiesis, the proportions of proerythroblasts and basophilic, 

polychromatic, and orthochromatic erythroblasts are 1:2:4:8, because there is a cell 

duplication for each step of maturation [32]. Because orthochromatic and 

polychromatic erythroblasts are the most 

abundant cells in the BM, we used the ratio of orthochromatic to polychromatic 

erythroblasts to quantify ineffective erythropoiesis (Figure 1F). In normal conditions, 

this ratio is about 2 (effective). The ratio was <2 in all P. vivax–infected patients, 

suggesting that ineffective erythropoiesis is common during active P. vivax infection. 

 

Surprisingly, we did not observe any relationship between levels of 

dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis. On the other hand, ineffective 

erythropoiesis was not related to parasitemia, as we observed for dyserythropoiesis. 

According to the stage of development of erythropoietic lineage, 66% of polychromatic 

and 34% of orthocromatic erythroblasts were dyserythropoietic. Proerythroblasts and 

basophilic erythroblasts with dyserythropoiesis signals were not found. In conclusion, 

although dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis were reported in the BM of 

anemic children [5] and of na anemic adult from a clinical case report [6], we found 

these phenomena to be a hallmark of all P. vivax infections in the BM, as they are also 

present in nonanemic patients. 

 

Use of CD71 Purification of BM Aspirates in Specific Transcriptomic Studies of 

Erythropoiesis in Patients 

 

CD71+ fractions were used for transcriptomic studies. Material from 3 patients 

[1, 5, 13] had enough RNA quality on both days 0 and day 42 to generate RNA libraries. 



32 
 

 

A pipeline for bioinformatics analysis of the data is shown in Supplementary Figure 1. 

To identify genes related to clinical conditions, the resulting data from these 3 patients 

during acute malaria were compared with data from the same patients during 

convalescence. The overall alignment rate into the reference human genome ranged 

from 86.71% to 99.15%, with a mean of 26 064 genes mapped, of which 52.5% 

corresponded to protein coding genes. Differential expression analysis comparing 

samples from days 0 and 42 revealed a total of 274 genes with significantly different 

expression (adjusted P < .05) during acute vivax malaria compared with 

convalescence, most of them up-regulated. All data are freely available through the 

Gene Expression Omnibus NIH database repository (GSE136046). Principal 

component analysis showed differential clustering of samples from days 0 and 42, 

indicating a distinct composition and/or expression profile for P. vivax active infection 

compared with convalescence (Figure 2A). Indeed, heat maps showed differential 

expression profiles for each patient during active infections and after drug treatment 

(Figure 2B). Noticeably, GSEA showed heme synthesis and chromatin silencing terms 

significantly enriched at day 42 and immune response terms enriched at day 0 (Figure 

2C, Supplementary Figure 2, and Supplementary Table 3). 
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Figure 2. Principal component analysis, heat map, and gene set enrichment analysis 
(GSEA). A, Principal component analysis based on global normalized RNA sequencing 
gene counts by sample and condition. The day 42 sample group is in red, and the day 
0 sample group in blue; patients 1, 5, and 13 are represented with a circle, a triangle, 
and a square, respectively. Abbreviations: PC1, principal component 1; PC2, principal 
component 2. B, Heat map of gene expression based on normalized mapped read 
counts of statistically significant (adjusted P <.05) differentially expressed genes, 
considering all samples (columns). C, Gene ontology enrichment map showing a 
network of gene ontology terms (C5 MaSigDB collection) corresponding to gene sets 
found significant at a false discovery rate of <0.25 on performing preranked GSEA 
using the signed minus log-adjusted P value as metric (signed meaning that the 
direction of change is kept). Red: up-regulated at 0 days, down at 42; blue: down-
regulated at 0 day, up at 42. 
 

Gene Expression Validation 

 

We used reverse-transcription qPCR to validate the expression. Of the 

aforementioned genes on days 0 and 42 for the 3 individual patients. Figure 3A shows 

the down-regulation of genes related to erythropoiesis (ALAS1, ALAS2, NFE, TAL1, 

ARID3A, and GATA1). Figure 3B shows a trend in negative correlation between 

parasitemia and the expression of such genes. 

 

 

Figure 3. Transcriptional validation and correlation of hemozoin with inefficient 
erythropoiesis. A, Relative expression of erythropoietic genes in patients (patients 1, 
5, and 13). Threshold level 0 was determined based on transcriptional levels at day 
42. Logarithmic fold change scale is shown on the y-axis. Statistical significance was 
calculated using 2-way analysis of variance, with differences considered significant at 
P ≤ .05. *P < .05; †P < .03; ‡P < .001. B, Correlation between parasitemia and 
expression levels assessed with quantitative polymerase chain reaction (Delta-Delta 
Cycle Threshold [ΔΔCt]). For all genes, except TAL-1, low expression was correlated 
with high parasitemia. 
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Use Cytokine Measurement to Reveal Inflammatory BM Environment 

 

We quantified cytokines in BM aspirates and peripheral blood plasma during 

acute P. vivax infection and convalescence in the 7 patients studied (Figure 4C). 

Although we found a small increase in TNF and IFN-γ during infection, values were 

almost negligible. Larger values were obtained for interleukin 17A for some samples, 

but no significant difference was observed between infection and convalescence, for 

either BM or peripheral blood. In contrast, strong signals were detected for interleukin 

6 and 10, which were increased during active P. vivax infection in both BM and 

peripheral blood plasma, in accordance with previous reports [33, 34]. In addition to 

cytokines, genes involved in the complement cascade, such as the 3 C1q chains (A, 

B, and C) and receptors for C3a and C5, were found to be up-regulated in CD71+ cells 

during active P. vivax infection. 

 

 

Figure 4. Immune-related genes and cytokine profile. A, Heat map of gene expression 
for innate immunity related genes based on normalized mapped read counts of 
statistically significant differentially expressed genes. Clustering was performed with 
genes in the enriched innate immunity gene ontology category (rows) for each sample 
(columns). Gradient colors range from red to blue, representing lower to higher 
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expression. B, Clustering of up-regulated inflammatory genes based on gene ontology 
clustering (ClueGO tool). Only high-expression transcripts with significant differences 
(adjusted P <.05) were used. C, Comparison of cytokine levels between bone marrow 
(BM) aspirate and peripheral blood (PB), in both visits, measured by means of 
Cytometric Bead Array (n = 7). Absolute values were used for plotting and to calculate 
mean values for each group. Abbreviations: IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10; IL-
17A, interleukin 17A; TNF, tumor necrosis factor. 
 

DISCUSSION 

 

In our study, 3 of the 7 patients showed 2–3-fold parasite enrichment in the BM. 

Thus, although parasitemia in the BM and peripheral blood are often similar, parasite 

enrichment in the BM can occur, as reported elsewhere [6]. To complicate matters, 

there is also the possibility that during aspiration, adhered cells were not analyzed. BM 

biopsies would solve the technical issue, but that is a more invasive and painful 

procedure. In fact, cases of vivax malaria where parasites have been exclusively found 

in this tissue have been described [35]. However, similarly to what has been described 

in a clinical case [6], we observed a trend toward enrichment of rings, schizonts, and 

gametocytes. However, owing to common low parasitemias hampering reliable 

differential counting, generating antibodies or identifying molecular markers specific for 

each parasite stage is required for confident quantification of P. vivax stages. No 

nucleated cell in BM was seen to be infected by P. vivax. That has been reported 

elsewhere in 1 patient with severe anemia [36]. 

 

One interesting group of genes that was found significantly to be down-

regulated in the BM during active infection, the erythroid maturation genes, including 

GATA1, the major transcriptionfactor driving erythropoiesis [37], as well as NFE, TAL1, 

and ARID3A, nuclear factors involved in erythroid maturation [38]. In addition, 2 

enzymes involved in heme biosynthesis that are induced during erythropoiesis, ALAS-

1 and ALAS-2, were also found among this group of down-regulated genes. All genes 

were indeed down-regulated during infections, with the exception of NFE in patient 13. 

Interestingly, fold changes >4 were observed for GATA-1, NFE, TAL-1, and ALAS-2 in 

patient 5, who was nonanemic and the patient presenting the most marked 

dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis. 
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Decreased expression of the enzymes ALAS-1 and ALAS-2 could be a result of 

the ineffective erythropoiesis observed during active infections or could be due to 

enrichment of polychromatic respect to orthochromatic erythroblasts in these samples. 

In contrast, GATA-1 has been found to be constantly and similarly expressed during 

erythroblast differentiation [37, 38]. Thus, different erythroblast composition due to 

ineffective erythropoiesis is less likely to explain substantial changes in the expression 

of GATA-1, suggesting that GATA-1 downregulation is directly caused by P. vivax, in 

our sample. However,GATA-1 modulation has also been described for other anemic 

conditions, such as that caused by 3′-Azido-3′-deoxythymidine and sickle cell 

anemia [39, 40]. 

 

In erythroblast cultures, it has been found that hemozoin induces down-

regulation of GATA-1, resulting in erythropoiesis defects [20]. Thus, we explored the 

relationship between parasitemia in the BM aspirates of these patients and expression. 

levels. GATA-1, NFE, ALAS-1, and ALAS-2 seemed to be more down-regulated in 

those samples with higher parasitemia, although this correlation was weak (Figure 3B). 

 

Overall, taking into account the results of published in vitro studies and our 

transcriptomic study, it is legitimate to speculate that P. vivax and, likely, hemozoin 

produced by parasites, induces GATA-1 down-regulation in the erythroid lineage, 

resulting in ineffective erythropoiesis in the BM. Finally, GATA-1 is also a master 

regulator of megakaryopoiesis and platelet production, and thrombocytopenia is also 

present in most active P. vivax infections [41]. Another cluster of significantly 

differentially expressed genes was related to the immune response. These genes were 

up-regulated during active P. vivax infection compared with convalescence (Figure 

4A). Functional enrichment and network analyses confirmed such results (Figure 4B). 

The erythroblastic island, where erythropoiesis occurs, presents a specific immune 

microenvironment regulating erythroblast differentiation around a central macrophage; 

CD71+ cells are immunomodulatory and are capable of producing cytokines and 

chemokines [42]. TNF, as well its receptors TNF receptor superfamily 1A, 10A, and 

10B, were found up -regulated during active P. vivax infection. TNF inhibits 

erythropoiesis through several proposed mechanisms, including blockage of GATA-1 

transcriptional activity. Several genes induced by TNF, as well as IFN-γ, were also 
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found to be up-regulated during active P. vivax infection and are pathways related to 

erythropoiesis inhibition and apoptosis. 

 

Complement activation could thus lead to phagocytosis of these cells, 

contributing to ineffective erythropoiesis. Moreover, annexin A2 and A5, which serve 

as ligands for C1q on apoptotic cells [43], were also found to be up-regulated during 

infection. Overall, these results suggest that the inflammatory microenvironment 

regulating erythroblast development could be profoundly disturbed by the inflammatory 

response to active P. vivax infection, leading to apoptosis and phagocytosis of 

erythroblasts. 

 

In summary, during active vivax malaria infections, parasites are always found 

in the BM and induce dyserythropoiesis and ineffective erythropoiesis, independent of 

patients’ anemic status. Such defects are related to transcriptional changes affecting 

immune-related genes as well as erythropoietic-related genes, which were seemingly 

orchestrated by GATA-1 downregulation. The question thus remains why P. vivax has 

chosen CD71+ reticulocytes, mostly found in the BM, as a host cell while actively 

inducing erythropoietic defects during infection. Our group has postulated that P. vivax 

infections also induce spleen remodeling facilitating adherence of infected 

reticulocytes to the spleen [44], and this postulation has received support from 2 clinical 

cases of spleen rupture [45, 46]. Thus, in addition to the BM, the spleen seems another 

niche rich in reticulocytes where the parasites can multiply. In fact, formation of 

hematopoietic niches and extraxmedullary erythropoiesis in the spleen is prevalent in 

benign clinical hematological disorders [47], and in other infections innate immune 

activation initiates extramedullary hematopoiesis [48]. Further investigations on the BM 

as a new parasite niche, and its link to anemia and splenomegaly are warranted. 

Studies in asymptomatic population infected with this parasite are also relevant and 

must be pursued, to elucidate the consequences of chronic infection and what happens 

in niches such as BM. 

 

Data presented herein should be considered as pioneering but preliminary 

analysis of erythropoiesis in a few patients with P. vivax malaria, in whom BM aspirates 

were made possible. The major question that still persists is the specificity of such 

findings to P. vivax infection or to a more general inflammatory systemic disease. 
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Supplementary materials  

 

Figura S1. RNA-seq pipeline for differential gene expression analysis including 
quality check of RNA-seq libraries and mapping into Homo sapiens genome 
Ensembl GRCh38p10. 
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Figure S2. Close up views of the enrichment map. 
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Supplementary Table 1. qPCR analysis of P. vivax and P. falciparum in bone marrow aspirates at D0 and D42. 
 
 
Supplementary Table S1.1. Amplification conditions. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Supplementary Table S1.2. Primers and probes used for malaria molecular diagnosis. 
 
 
 
 
 
 

Assay Stage Step Temperature Time 

Qmal (18S rRNA gene), 
P. falciparum specific (18S 
rRNA gene), 
P. vivax specific (18S rRNA 
gene) 

Holding Pre-Incubation 50°C 2 minutes 

Holding 
Activation of Taq 
polymerase 

95°C 10 minutes 

Cycling 
(45x) 

Denature 95°C 
15 

seconds 

Anneal/Extend 58°C 1 minute 

     

Assay Primers/Probes PCR Efficiency 
Assay detection 

limit 

Qmal  

(18S rRNA gene) 

Fw-TTA GAT TGC TTC CTT CAG TRC CTT ATG 

90.6% 1 copy/uL Rev-GT TGA GTC AAA TTA AGC CGC AA 

 Probe: FAM – TCA ATT CTT TTA ACT TTC TCG CTT GCG CGA – BHQ1 

P.falciparum-specific  
(18S rRNA gene) 

Fw-TAT TGC TTT TGA GAG GTT TTG TTA CTT TG 

90.5%     3 copies/uL Rev-TATTCCATGCTGTAGTATTCAAACACAA 

 Probe: FAM – ACG GGT AGT CAT GAT TGA GTT – MGB – NFQ 

ID Target Ct Quantity Target Ct Quantity 

P1_D0 VIVAX 24,3 115,386.0 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P1_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 
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P4_D0 VIVAX 27.4 3,798.6 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P4_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

       

P5_D0 VIVAX 28.0 3,014.4 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P5_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P6_D0 VIVAX 27.5 3,798.6 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P6_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P7_D0 VIVAX 30.67 532.5 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P7_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P9_D0 VIVAX 27.2 4,491.4 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P9_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P13_D0 VIVAX 27.8 3,206.6 FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

P13_D42 VIVAX >45 cycles Undetermined FALCIPARUM >45 cycles Undetermined 

Table S1.3. Quantitative results for P. vivax and P. falciparum infection. 
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Table S2. Hematological and clinica data from patients at D0 and D42. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          
Hemoglobin level 

(mg/dL) 
Reticulocytes count 

(%) 
Leukocytes 
(cells/mm3) Platelets (cells/mm3)    

ID Age Gender 
Parasitemia 

(Pv/uL) 
BM aspirate purity 

(%) D0 D42 D0 D42 D0 D42 D0 D42 HIV Helmints Protozoan 

P1 48 M 12792,2 81 13,98 15,86 0,7 1,3 8300 99000 74000 293000 negative negative G. lamblia 

P4 23 M 1204 85 13,2 13,83 0,9 0,7 5600 4520 59000 223000 negative negative negative 

P5 46 M 6688,5 69 16,63 16,29 0,8 1 3900 6780 66000 88000 negative negative negative 

P6 36 M 6545 83 15,45 15,4 1,2 NA 7770 7000 216000 323000 negative A. lumbricoides E. nana 

P7 57 F 299 82 13,14 12,4 1,77 1,08 2300 5700 167000 241000 negative negative negative 

P9 51 M 4425 92 11,8 13,98 1,06 1,8 5900 4800 112000 202000 negative negative negative 

P13 52 M 603,75 45 11,53 14,2 2,8 2 1150 6430 64000 243000 negative negative negative 

Table S2. Hematological and clinical data from patients at D0 and D42. 
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Table S3. TOP 20 GSEA GO terms enriched at 42 days anda t 0 days to the counterpart preranked by normalized enrichment 

score (NES) (padj < 0.05.  

D0 D42 

pathway pval padj ES NES pathway pval padj ES NES 

GO_CELLULAR_RESPONSE_TO_INTERFERON_GAMMA 0,001 0,015 -0,767 -2,601 GO_CHROMATIN_SILENCING 0,008 0,047 0,633 2,81 

GO_RESPONSE_TO_INTERFERON_GAMMA 0,001 0,015 -0,75 -2,574 GO_NUCLEAR_NUCLEOSOME 0,005 0,033 0,754 2,787 

GO_CYTOKINE_ACTIVITY 0,001 0,015 -0,758 -2,561 GO_DNA_REPLICATION_DEPENDENT_NUCLEOSOME_ORGANIZATION 0,004 0,03 0,749 2,641 

GO_LEUKOCYTE_CHEMOTAXIS 0,001 0,015 -0,77 -2,551 GO_CHROMATIN_SILENCING_AT_RDNA 0,004 0,031 0,72 2,593 

GO_INFLAMMATORY_RESPONSE 0,001 0,015 -0,698 -2,551 GO_GAS_TRANSPORT 0,003 0,026 0,835 2,567 

GO_INTERFERON_GAMMA_MEDIATED_SIGNALING_PATHWAY 0,001 0,015 -0,775 -2,54 GO_DNA_REPLICATION_INDEPENDENT_NUCLEOSOME_ORGANIZATION 0,006 0,04 0,616 2,557 

GO_MYELOID_LEUKOCYTE_MIGRATION 0,001 0,015 -0,756 -2,466 GO_HEMOGLOBIN_COMPLEX 0,003 0,025 0,889 2,506 

GO_RESPONSE_TO_TYPE_I_INTERFERON 0,001 0,015 -0,764 -2,464 GO_OXYGEN_TRANSPORT 0,003 0,025 0,88 2,482 

GO_CELL_CHEMOTAXIS 0,001 0,015 -0,718 -2,458 GO_CENTROMERE_COMPLEX_ASSEMBLY 0,007 0,04 0,612 2,469 

GO_POSITIVE_REGULATION_OF_CYTOKINE_SECRETION 0,001 0,015 -0,739 -2,436 GO_HISTONE_EXCHANGE 0,006 0,04 0,597 2,45 

GO_DEFENSE_RESPONSE_TO_BACTERIUM 0,001 0,015 -0,7 -2,426 GO_LYSINE_ACETYLATED_HISTONE_BINDING 0,003 0,026 0,796 2,401 

GO_RESPONSE_TO_MOLECULE_OF_BACTERIAL_ORIGIN 0,001 0,015 -0,67 -2,426 GO_POSITIVE_REGULATION_OF_GENE_EXPRESSION_EPIGENETIC 0,008 0,047 0,523 2,342 

GO_GRANULOCYTE_MIGRATION 0,001 0,015 -0,766 -2,418 GO_ATP_DEPENDENT_CHROMATIN_REMODELING 0,008 0,047 0,529 2,335 

GO_INNATE_IMMUNE_RESPONSE 0,001 0,015 -0,652 -2,411 GO_TELOMERE_CAPPING 0,004 0,03 0,658 2,281 

GO_RESPONSE_TO_BACTERIUM 0,001 0,015 -0,655 -2,407 GO_NON_RECOMBINATIONAL_REPAIR 0,008 0,047 0,51 2,264 

GO_POSITIVE_REGULATION_OF_INFLAMMATORY_RESPONSE 0,001 0,015 -0,732 -2,401 GO_CONDENSED_NUCLEAR_CHROMOSOME 0,008 0,047 0,505 2,244 

GO_MYELOID_LEUKOCYTE_ACTIVATION 0,001 0,015 -0,716 -2,399 GO_CHROMOSOME_CONDENSATION 0,004 0,03 0,636 2,235 

GO_PEPTIDE_ANTIGEN_BINDING 0,001 0,015 -0,854 -2,385 GO_NUCLEAR_HETEROCHROMATIN 0,005 0,033 0,594 2,195 

GO_REGULATION_OF_CYTOKINE_SECRETION 0,001 0,015 -0,69 -2,368 GO_PEPTIDYL_LYSINE_METHYLATION 0,008 0,046 0,488 2,156 

GO_IMMUNE_RESPONSE 0,001 0,015 -0,635 -2,366 GO_HISTONE_H3_K4_METHYLATION 0,004 0,03 0,597 2,145 

Table S3. Top 20 GSEA GO terms enriched at 42 days and at 0 days relative to the counterpart preranked by normalized enrichment score (NES) 

(padj<0.05). 
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INTRODUCTION 

Plasmodium vivax is the most widely distributed human malaria parasite and 

responsible for large amounts of disease and burden [1]. The presence of P. vivax in 

the boné marrow was first noticed in the late 19th century [2], and examinations of 

sternal bone marrow aspirates were performed as an accessory to examinations of 

peripheral blood in malaria, including P. vivax [3]. Since then, little progress has been 

made in studying P. vivax infections in this tissue. One report explored accumulation 

of dyserythropoietic cells in anaemic infected patients [4]. In addition, two case studies 

reported P. vivax infections after autologous bone marrow transplantation [5][6], and a 

third one documented an accidental P. vivax infection due to boné marrow 

transplantation between a malaria-infected donor and a malaria-free receptor [7]. In 

Brazil, one patient with persistent thrombocytopaenia and an enlarged spleen was 
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diagnosed with chronic P. vivax malaria after the finding of schizonts in the bone 

marrow aspirate [8]. In all these reports and case studies, however, parasite loads and 

life stages found in the boné marrow were not investigated, and no molecular tools 

were available to rule out mixed infections or to characterize specific parasite stages. 

 

Description of case 

 

To gain insight into P. vivax infections in the bone marrow, we performed a 

morphological and molecular study of bone marrow aspirates taken from a 46-year-old 

man who was diagnosed with P. vivax (13,280 parasites/μL) at the tertiary hospital of 

Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, 

Amazonas, Brazil. Bone marrow aspirate (4 mL) and peripheral blood (15 mL) were 

collected before treatment was administered following the national guidelines (1,500 

mg of choloroquine over 3 days, 30 mg of primaquine per day for 7 days). At 

convalescence, 42 days after treatment, bone marrow aspirate and peripheral blood 

samples were obtained for comparison from this same individual. Parasitaemia at day 

42 was negative on microscopy and quantitative polymerase chain reaction. Relevant 

haematological and biochemical parameters are described in S1 Table. 

 

Ethics statement 

 

This patient was enrolled in a larger study designed to understand determinants 

of anaemia in acute P. vivax infection. The study was approved by the Institutional 

Reviewing Board of the Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 

(FMT-HVD), Manaus, Amazonas, Brazil and the National Committee of Ethics in 

Science and Technology (CONEP Process No.: 25.001.011.792/2009-15). The patient 

was fully informed on the aims of the study and signed an informed consent agreement 

after understanding the risks of the procedure. The patient also consented to his case 

being published. 

 

Presence of P. vivax parasites in the bone marrow during active infection 
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To avoid confounding, we first excluded coinfection with P. falciparum by 

standard qPCR of 18S rDNA [9]. Next, we determined parasitaemia in peripheral blood 

and bone marrow by counting 15,000 enucleated red blood cells (RBCs) (i.e., 

reticulocytes and erythrocytes) in Giemsa-stained thin blood smears. The enucleated 

RBC content was similar between bone marrow (4.08 x 106/uL) and peripheral blood 

(4.6 x 106/uL) samples as determined by hemocytometry, and no invasion was 

observed in nucleated erythroid precursor cells. Three diferente people independently 

counted 5,000 RBCs each. Parasitaemia was <1% and similar in bone marrow and 

peripheral blood (Fig 1A); yet, clear differences in parasite stage distribution in each 

compartment were observed.  

 

To investigate the proportion of the different stages in more detail, stage 

differentiation was performed by counting 800 infected RBCs. Rings (p < 0.0001) and 

gametocytes (p < 0.01) were significantly more abundant in the bone marrow aspirate 

as compared to peripheral blood (given these compartments had similar parasitaemia), 

whereas young trophozoites were predominantly present in peripheral blood (p < 

0.0001) (Fig 1B). Representative images of these stages in the bone marrow and 

peripheral blood are shown in Fig 1C. It is worth mentioning that multiple-infected cells 

containing up to five parasites were also observed in peripheral blood and bone 

marrow (S1A and S1B Fig). The enrichment of ring stages in the bone marrow aspirate 

is in agreement with studies of reticulocyte- prone malaria parasites, including P. vivax, 

demonstrating preferential invasion of parasites in reticulocytes expressing high levels 

of Cluster of Differentiation that are mostly found in the bone marrow [10][11]. 

 

As gametocytes of P. vivax can be morphologically confused as schizonts, the 

gametocyte fraction in each compartment was further quantified by RT-qPCR using 

primers amplifying the gametocyte specific transcript pvs25 [12]. To normalize for 

parasite content, pvs25 transcript levels were quantified relative to the levels of the 

housekeeping gene coding for aldolase, expressed similarly throughout all asexual 

blood stages [13]. Bone marrow quantification was expressed as fold change function 

of peripheral blood quantification. As shown in Fig 1D, pvs25 D0 transcripts were 

enriched in bone marrow as compared to peripheral blood, showing higher 

accumulation of transmission stages in this milieu. Pvs25 RT-qPCR quantification on 
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D42 was not reliable (Ct values >35, unspecific amplification) and thus was considered 

negative. 

 

In P. falciparum, early studies have shown enrichment of immature gametocytes 

in the bone marrow of infected children [14], and this observation has been confirmed 

by molecular tools [15][16]. Of interest, gametocytes' immature forms were enriched in 

the bone marrow, whereas the mature gametocyte's stage V was commonly found in 

peripheral blood. The results from our studies show that P. vivax gametocyte stage-

infected cells are also enriched in the bone marrow as compared to peripheral blood 

during the acute infection of this patient. 

 

Presently, however, there are no reliable morphological or molecular markers 

to distinguish between maturation stages of P. vivax gametocytes. Regardless, it is 

largely assumed that P. vivax gametocytes in the peripheral blood parallel the 

beginning of malaria-associated symptoms, leading to an evolutionary benefit of this 

species regarding early vector transmission before treatment.  
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Fig 1. Comparison of P. vivax load and life stages in bone marrow aspirate and 
peripheral blood on admission. A. Parasitaemia in bone marrow aspirate and 
peripheral blood at the day of admission. B. Parasite stage distribution in bone marrow 
and peripheral blood. n = 800 iRBCs. R = rings, YT = young trophozoites, MS = mature 
trophozoites and schizonts, G = gametocytes. C. Representative Giemsa-stained 
images of P. vivax in the bone marrow (BM, upper row) illustrating rings (red arrows) 
and gametocytes (yellow arrows) and in peripheral blood (PB, lower row) illustrating 
young trophozoites (blue arrows) and gametocytes (yellow arrow). Arrows indicate 
infected cells. D. Relative RT-qPCR quantification of pvs25 transcripts in bone marrow 
and peripheral blood samples obtained at admission. pvs25 transcript levels were 
normalized by amplifying aldolase; bone marrow quantification was expressed as fold 
change function of peripheral blood quantification. Calculated bone marrow aspirate 
purity was 80%. BM purity = [1 - (erythrocyte-BM/erythrocytes-PB) x (leukocytes-PB/ 
leukocytes-BM)] x 100. Statistical tests were performed with GraphPad Prism software. 
Paired t-tests were used to compare diferences between two groups, whereas two-
way ANOVA with Sidak test for correction for multiple comparisons was used in case 
of more then two groups. Data in graphs are shown as mean ± standard error of the 
mean. p < 0.05 was regarded as statistically different. **: p < 0.01 and ****: p < 0.0001. 
 

Considering this rationale, it was not generally assumed that P. vivax 

gametocytes could accumulate in the bone marrow. Our data thus suggest that the 
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boné marrow could also be a reservoir for gametocytes during P. vivax infections. 

Whether it can be a niche for gametocyte production and/or maturation and whether 

gametocytes can actually sequester in the bone marrow will be very interesting to 

investigate in future experiments. 

 

Erythrocyte precursors changes during the active infection 

 

Morphological analysis of bone marrow aspirates from human patients 

presenting anaemia has shown that infection with P. vivax induces dyserythropiesis 

and ineffective erythropoiesis [4]. Before drug treatment, an increase in 

dyserythropietic cells (5%) was observed by microscopic examination of the bone 

marrow aspirate during infection. Cell changes included the presence of erythroblasts 

with binucleated or budding nuclei and cytoplasmic bridges between erythroblasts 

(S1D Fig). Furthermore, erythroblast differentiation stages were counted to examine 

whether inefficient erythropoiesis was present (n = 1,000 erythroblasts). 

Proerythroblasts, basophilic erythroblasts, polychromatic erythroblasts, and 

orthochromatic erythroblasts were 7.1%, 14.8%, 38.5%, and 39.6%, respectively, and 

did not follow the expected 1:2:4:8 ratio, indicating a problem at the level of 

polychromatic and orthochromatic erythroblasts. These results thus suggest inefficient 

erythropoiesis during an active infection, as has been reported previously for P. vivax 

[4]. Noticeably, the haemoglobin (Hb) level of this patient at the day of admission was 

13.98 g/dL as opposed to 15.86 g/dL at convalescence 42 days later. Of note, after 

drug treatment, Hb levels dropped to 12.04 g/dL. 

 

Thus, even though this patient was not clinically anaemic at the time of 

recruitment, it is clear that during infection he had a drop of his normal Hb level, 

potentially explaining the dyserythropoiesis we observed. 

 

Infection in the bone marrow is associated with transcriptional changes 

 

Increasing evidence on the role of micro (mi)RNAs in controlling erythropoiesis 

is now available [17][18]. In order to address whether bone marrow transcriptional 

changes related to erythropoiesis during infection were present in this patient, the 
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expression. profiles of small RNAs during the acute attack and at convalescence were 

determined. To avoid confounding we first purified erythroid precursor cells from the 

bone marrow aspirates through affinity chromatography with magnetic CD71-labelled 

beads. We obtained a cell suspension containing more than 90% erythroid cells, 

including all erythrocyte precursors from proerythroblasts to reticulocytes, as observed 

by flow cytometry analysis and microscopy. Mature erythroblasts and reticulocytes 

were the most abundant cell populations (Fig 2A and 2B). Following purification, RNA 

was extracted and small RNAs were sequenced using the MiSeq platform. The 

complete bioinformatics pipeline and tools for analyses are shown in S2 Fig. 

 

In summary, out of the 2,191,943 clipped reads from day 0 and 2,988,148 

clipped reads from day 42, 721,739 (32.93%) and 1,090,129 (36.48%) could be 

uniquely mapped to the human reference genome, respectively. Relative gene 

expression was calculated by dividing the read count for each gene, considering all 

non-coding (nc)RNA genes with at least three reads mapped within their location, by 

the raw read count ratio of D0 to D42 libraries. Interestingly, a very distinct profile of 

small RNAs was observed under infection compared to convalescence: miRNAs and 

miscellaneous (misc)RNAs were induced during infection, while small nuclear 

(sn)RNAs and small nucleolar (sno)RNAs were halted (Fig 2C). Analysis of miRNAs 

related to erythropoiesis revealed a distinct series of differentially expressed miRNAs 

during P. vivax infection in this patient (Fig 2D). Mir-221/222, mir-24, and mir-191, 

which are normally downregulated during erythroid maturation, were decreased during 

P. vivax infection 
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Fig 2. Small RNA profile of bone marrow CD71+ erythroid precursor cells on 
admission and at convalescence. A. Flow cytometry plots demonstrating the 
enrichment of erythroid cells as stained with CD235a/Glycophorin A-FITC and CD71-
PE showing the initial bone marrow sample at D0 and the CD71+ enriched fraction 
after purification of CD71-coated beads for D0 and D42 samples. B. Fraction of 
leukocyte contamination in the CD71-enriched fraction for D0 and D42 as determined 
by counting n = 500 nucleated cells compared to convalescence.  
 

In contrast, mir-144, which is upregulated during erythropoiesis, was found to 

be increased. Mir-150, which drives megakaryocyte formation while inhibiting 

erythropoiesis, was found to be increased as well during infection. Hence, our results 

indicate an altered miRNA profile regarding bone marrow erythropoiesis during the 

acute P. vivax infection in this patient. 
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Conclusion 

 

Human studies of P. vivax in the bone marrow are scarce, even though its 

presence in this tissue was first noticed more than a century ago. Here, we describe a 

morphological and molecular study of bone marrow aspirates from a P. vivax patient 

with an unusually high parasitemia. 

 

Samples were taken on the day of admission, before drug treatment (13,280 

parasites/μL), and 42 days after drug treatment, after clearance of parasitemia. On 

admission, parasitemia was similar in peripheral blood and bone marrow; yet, ring- and 

schizont-infected cells, as well as gametocytes, were significantly more abundant in 

the bone marrow. Morphological analysis revealed signs of inefficient erythropoiesis 

and dyserythropoiesis. In addition, transcriptional analysis of RNA extracted from 

marrow CD71+ cells revealed significant changes in miRNA and small RNA profiles on 

admission and convalescence. All together, these data show the presence of P. vivax 

in the marrow of this patient, providing the first quantification of parasite stages found 

in this tissue and demonstrating that its presence influences transcriptional changes of 

miRNAs involved in erythropoiesis. 

 

Key learning points 

 

· Plasmodium vivax parasites can be found in the bone marrow during an active 

infection. 

 

· As with P. falciparum, the bone marrow could be a niche for gametocyte 

production and maturation and/or a reservoir in P. vivax infections. 

 

· Molecular tools for specific quantification of different gametocyte stages are 

needed to address whether gametocyte-immature forms of P. vivax are enriched in the 

bone marrow similar to P. falciparum. 

 

· The presence of P. vivax in the bone marrow of this patient was associated 

with transcriptional changes of miRNAs involved in erythropoiesis. 
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Supporting information 

Supplementary Table S1. Haematological and biochemical parameters from 

peripheral blood on admission and at convalescence. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
S1 Fig. Multiple ring-infected cells and signs of dyserythropoiesis. A. 
Percentages of single vs multiple ring-infected cells in the bone marrow and peripheral 
blood. B. Numbers of rings in individual infected cells in bone marrow and peripheral 



59 
 

 

blood. Only infected cells containing multiple ring stages were used for confident 
counting (n = 500 iRBCs), although multiinvasion was observed in all parasite stages. 
C. Percentage of dyserythropoietic cells found in bone marrow aspirates on admission 
and at convalescence. n = 200 erythroblasts. ND = not detected. D. Representative 
images of dysplasic nuclei (upper left), a cytoplasmic bridge between erythroblasts 
(lower left), and erythroblasts presenting binucleated or budding nuclei (upper and 
lower right) (Giemsa-stained slides).  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
S2 Fig. Bioinformatics pipeline and analyses tools. Read quality control was 
accessed by FastQC, and adaptor removal was performed using Cutadapt v1.4.2. 
Reads of length between 15 and 75 nucleotides were mapped to the human reference 
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genome GRCh37.75 downloaded from the Ensembl database. HTSeq-count v0.6.0 
was used to count and compare aligned reads to annotated human genes. Mapped 
reads were aligned to the precursor and mature datasets from MirBase v21.0 using 
Bowtie 2 v2.2.4. Samtools v0.1.18 and in-house Perl scripts were used to count aligned 
reads and to normalize gene expressions by library size. 
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Bone marrow is the human organ responsible for the production and maturing of all 

the lines of the blood cells, a biological process known as hematopoiesis. The maturing 

of these cells from pluripotent cells is a highly controlled process and occurs internally 

in the medullar microenvironment. Imbalances in hematopoiesis can have serious 

consequences for human health, as happens in medullar neoplasia. In some infectious 

parasitic diseases, such as visceral leishmaniasis and malaria, the pathological effect 

and the inflammatory effect triggered in this organ, despite being known, are poorly 

explored. 

 

The importance of understanding the infectious parasitic diseases pathological 

mechanisms that result from medullar alterations is clear, however, scientific studies 

focused on this are very often blocked or made difficult through the belief that access 

to biological medullary samples offer a great risk to research subjects, though, many 

other more invasive procedures are not even discussed as much as the medullary 

assessment, despite the relatively low risk of complications in this approach. 

  

Biopsies are generally complex and invasive procedures that require careful risk-

benefit analysis. When it comes to the research field, risks are usually less acceptable. 

The biopsy of the liver, for instance, continues to be the gold standard for evaluating 

liver fibrosis, although principally owing to potential complications, including death (15, 

16). In the same way, a common perception among doctors is that there is a significant 

mailto:marcuslacerda.br@gmail.com
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death rate associated to the biopsy of the spleen related to hemorrhage, and also 

pneumothorax or pleural effusion (17, 18). Distinctly, biopsy sampling and bone 

marrow aspiration, are invasive procedures not commonly associated to serious 

complications. Pain and hemorrhage are rare occurrences when the procedure is 

carefully carried out by a specially trained physician and under ideal biosecurity 

conditions in a well-structured health center. 

 

For research purposes, the choice for location medullary biopsy with the smallest 

number of complications resulting from the procedure always prevails. The preferred 

collection site for aspiration and medullary biopsy is the posterior portion of the iliac 

crest. The procedures are differentiated by the removal of a bone fragment, 

approximately 2 cm2, during the biopsy and by the type of needle used. Sternal bone 

can also be used as a collection site under strict circumstances, such as in patients 

who have undergone recent radiotherapy in the pelvic region. However, it requires 

more medical expertise due the risk of cardiac tamponade. Tibia can be used for 

collection in children. In children, tibia can be used for collection more securely. 

 

Despite invasive, these methods of has low morbidity and mortality. In a survey 

conducted in 60 UK hospitals that performed a spinal cord diagnosis described the 

occurrence of 4 adverse events in a total of 19,332 procedures (1). The same authors 

described 22 adverse events from a total of 39,264 procedures performed in different 

hospitals. Hemorrhage, needle-related incidents and infections was the most frequent 

adverse event. In cases six individuals with bleeding, blood transfusion was required, 

and one patient died after transfusion. The adverse event risk has no association with 

the degree of professional experience who performed the puncture. Another study 
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involving 137 individuals who underwent 423 puncture procedures showed that the 

procedure is safe, although 38% of the punctures had complications, although most of 

them were considered mild and no need interventions (2). 

 

Although the greatest demand for procedures is for the diagnosis and follow-up of 

myelodysplasias and myeloproliferative syndromes, the collection of spinal biological 

samples is relevant for monitoring and understanding the infectious diseases 

pathological. Viral and parasitic diseases modify the normal functioning of the bone 

marrow, causing mainly dyshematopoiesis, reflected in hematological alterations.  

 

In human immunodeficiency virus (HIV) infections, for example, the hematological 

abnormalities are among the main complications and virus invasion in mesenchymal 

progenitor cells is implicated as the main cause of these pathogenic manifestations. 

The presence of dysgranulopoiesis and dyserythropoiesis with relative progression 

with the increase of viral load was showed. In the hepatitis-associated aplastic anemia, 

pancytopenia, it takes around two months to manifest itself after acute hepatitis and 

has a lethality of 85% if not diagnosed early (6). The collection of aspirate/spinal biopsy 

is not necessary for the diagnosis due to the drastic fall of the cellular counts in the 

peripheral blood, however the mechanism of interaction between virus and bone 

marrow is unknown. 

 

In visceral leishmaniasis the analysis of spinal aspirate and biopsy is interesting for 

clinical research. The internalization of Leishmania spp. by macrophages in the bone 

marrow trigger inflammatory reaction that can lead to complications such as tissue 

necrosis, fibrosis, granulomatosis and increased vascularity. The bone marrow is 
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hypercellular and the findings are closely linked to parasitemia (11-13). The 

dyseritropoiesis during a vivax malaria episode and also differences in the expression 

of micro RNAs in marrow progenitor cells may be directly related to the development 

of anemia (9). In addition, bone marrow is important for maturation and sequestration 

of gametocytes, parasitic forms responsible for the continuity of transmission, in the 

core content, which hampers strategies for the control and elimination of this tropical 

endemic (10). Other pathogens such as Babesia spp., Trypanosoma cruzi, 

Toxoplasma gondii and Loa loa have also been identified parasitizing the spinal cord 

tissue and require further investigation for association with clinical findings (5, 14). 

 

To investigate mechanisms of pathogenesis processes has major relevance for the 

elucidation of the spinal cord tissue damage by parasites and to explain how the 

pathogens interact with the bone marrow and how this is reflected in the periphery and 

in the disease manifestation (3). These aspects are little explored and known, mainly 

due to the ethical aspects involved in the collection of bone marrow. 

 

For scientific demand, the collection of spinal biological needs consent. This process 

is able to guide the research participant about the study's objectives and any other 

aspects of the project, including, but not limited to, potential risks and expected 

benefits, expected number of queries / returns and the specific procedures for 

collecting the necessary biological materials. The Informed Consent Form formalizes 

this agreement and, prior to the collection of the medullary material, the professional 

who will perform the procedure must guarantee comfort to the participant, through 

correct execution of the technique, use of appropriate materials, analgesia, sedation 

and other measures is needed.  
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Thus, given the free and clarified concentration and the low risk related to bone marrow 

collection, studies are required to elucidate the mechanisms of various diseases, 

providing subsidies for relevant advances in scientific knowledge and in potential forms 

of intervention in the progression of the disease, or even in the discovery of diagnostic 

markers that can have a positive impact on the control or elimination of health 

problems. 
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4. LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS 

 

Inicialmente, foi estimada para este estudo a inclusão de 14 participantes, sendo 

estes divididos em 2 grupos: anêmicos (homens com Hb<13 mg/dL; mulheres com 

Hb<12 mg/dL) e não-anêmicos. Dada a baixa frequência da anemia grave, não foi 

possível a divisão dos grupos e os indivíduos foram analisados individualmente quanto 

ao seu grau de anemia. Contudo, à análise de transcriptoma e as análises de 

bioinformática escolhidas para a apresentação dos resultados não levaram em 

consideração o estado anêmico. Ainda assim, mostramos fortes evidências de 

diseritropoiese e de mecanismos preditores de anemia. 

 

Outra limitação importante foi a não inclusão de crianças na coorte. Inicialmente, 

a inclusão de indivíduos com idade entre 5 e 14 anos foi cogitada e enviada ao Comitê 

de Ética em Pesquisa institucional para avaliação, no entanto, a prática foi 

descontinuada por decisão da equipe de pesquisa, dada a necessidade do uso de 

sedativos inalatórios em alguns casos, desbalanceamento do risco-benefício da 

pesquisa;  e da necessidade de amostra de medula óssea com quantidade precisa e 

de qualidade, o que em crianças seria difícil. 

 

Fragmento de osso ilíaco não foi obitido, não possibilitando a análise 

histológica da medula óssea. Embora está análise trouxesse benefícios quanto a 

melhor caracterização do comportamento do parasito no nicho medular, não é a 

amostra ideal para extração de RNA de alta qualidade para análise do transcriptoma.  

   

 Em alguns casos, a porcentagem de pureza de amostras medulares do dia de 

acompanhamento (D42) foi diferente da encontrada na amostra de diagnóstico (D0), 

o que pode levar à falsa impressão de incomparabilidade. Contudo, o grau de pureza 

da amostra medular foi considerado como fator de correção para a determinação 

quando se comparou parasitemia medular com parasitemia periférica. O grau de 

diseritropoiese e a contagem de reticulócitos foram realizadas em amostras pós-

purificação com microbeads CD71. A pureza da amostra purificada variou de 88 a 

95%, quando levadas em consideração todas as amostras, nos diferentes tempos de 

coleta. Ressalta-se que todos os cuidados foram tomados durante o procedimento de 

coleta para otimização do material colhido.  
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O estudo trouxe evidências de mecanismos moleculares potencialmente 

associados ao desenvolvimento de anemia em paciente com malária vivax. Poucos 

estudos prévios mostraram alterações de vias metabólicas eritropoiéticas in vivo em 

humanos, nenhum quando se consideram apenas estudos realizados aspirado de 

medula óssea humana infectada. As alterações moleculares evidenciadas, 

destacando as diretamente relacionadas à eritropoiese, abrem horizonte para a 

pesquisa de marcadores séricos preditores de anemia. 

 

 O estudo gerou um banco de dados contendo análise diferencial de mais de 

20,000 do genoma humano mapeados. Para os produtos de pesquisa, foi dada ênfase 

para os transcritos pertencentes ao cânone genético ligado à eritropoiese e 

imunológico, no entanto, faz-se necessária a busca aprofundada por mecanismos 

acessórios pouco explorados e que podem também influenciar no desenvolvimento 

da linhagem eritropoiética, como por exemplo os mecanismos de coagulação e 

senescência.  
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5. CONCLUSÃO  

  

a) Adicionamos à literatura novas evidências de eventos que ocorrem na medula 

óssea em pacientes com malária vivax que associados à patogênese de 

anemia; 

 

b) Não foi encontrada diferença significativa nos níveis parasitários na medula e 

sangue periférico ou evidência de tropismo de alguma forma evolutiva do 

parasita pelo tecido medular. Houve maior tendência de acúmulo de 

esquizontes e gametócitos na medula óssea, contudo não é claro se há 

predileção por este nicho para a maturação.  

 

c) Houve diseritropoiese durante infecção aguda e desaceleração da liberação de 

reticulócitos para a periferia sanguínea e normalização destes eventos na 

convalescença (D42);  

 

d) Foram observadas leituras mais baixas de transcritos chave para o 

desenvolvimento da linhagem eritróide relacionados à fase final de 

desenvolvimento. Menores níveis destes transcritos foram associados ao 

aumento de parasitemia periférica;  

 

e) Há prejuízo de eritropoiese humana durante malária vivax aguda, sinalizado 

por alterações celulares (quantitativas e qualitativas) e confirmado em nível 

transcricional. 
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7.3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

 

 

 

Avaliação dos fatores de risco associados ao desenvolvimento de anemia em malária por 
Plasmodium vivax, em uma unidade terciária da Amazônia ocidental brasileira 

 
 

Você está sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada “Avaliação dos fatores de 

risco associados ao desenvolvimento de anemia em malária por Plasmodium vivax, em uma 

unidade terciária da Amazônia ocidental brasileira”, porque você está doente de malária. O Dr. 

Marcus Vinicius Guimarães de Lacerda é a pessoa responsável pelo estudo.  

Nesta pesquisa estamos buscando entender melhor o mecanismo da anemia na malaria e 

desta forma melhorar o seu tratamento. Com esse objetivo, estamos convidando a participar a 

pacientes doentes de malária e pacientes doentes de malária com anemia (hemoglobina menor de 13 

g/dL). Se você aceitar participar, faremos seu acompanhamento médico e coletaremos sangue para 

malária e anemia. Para os exames de anemia, coletaremos amostras de 20 ml da veia - 

aproximadamente uma colher grande de sopa - e de 4 mL no máximo de sangue da medula óssea 

(tutano) – aproximadamente uma colher de sobremesa; você também fará exames de fezes e urina.  

Após o inicio do tratamento, você será acompanhado através de visitas programadas para os dias 5, 

28 e 42 para verificar se você melhorou da malaria e da anemia.  

Em nenhum momento você será identificado, mesmo quando os resultados do estudo forem 

divulgados. Você não gastará nem ganhará dinheiro por participar na pesquisa.  

Você poderá sentir alguma dor por causa da picada no dedo ou pela coleta de amostra de 

sangue na veia do braço. Mas qualquer dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito 

pequeno de infecção onde o sangue for coletado, mas qualquer infecção será monitorada e tratada 

pela equipe médica.  A amostra de sangue colhida é muito pequena e não representa nenhum risco à 

sua saúde. Para o exame de medula óssea coletaremos 4 mL de sangue da medula óssea (tutano) 

fazendo uma punção com agulha fina no esterno ou crista ilíaca (osso do quadril) com anestesia local. 

Você pode sentir alguma dor por causa da picada da anestesia e algum desconforto no momento da 

retirada do sangue, mas deve durar apenas alguns instantes.  

 

Punção da crista ilíaca ou osso do quadril 

Você sempre poderá participar da coleta de sangue de veia e não aceitar participar da coleta 

 TERMO DE CONSENTIMENTO  
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de sangue de medula óssea. 

Para a obtenção de resultados concluintes, vamos a coletar sangue da veia do braço e sangue 

da medula óssea 42 dias depois do inicio do tratamento. Essa segunda coleta é imprescindível para 

validar os novos conhecimentos obtidos. O medico responsável do estudo contatará você para lembrar 

a data da segunda coleta.  

Como benefícios, você estará contribuindo para o conhecimento da anemia na malária e 

ajudando a melhorar a saúde dos pacientes com malária.  

Nós gostaríamos de sua permissão para guardar o restante da amostra de sangue para ser 

usado em estudos sobre malária no futuro. Isto pode exigir o armazenamento mais prolongado de seu 

sangue em laboratórios da FMT-HVD. Para isso, seu sangue será guardado com um código e não 

deverá identificar seu nome. O restante do material que não for utilizado no estudo será descartado de 

acordo com as regras para não poluir o meio ambiente nem contaminar as pessoas.   

Mesmo que o seu responsável permita a sua participação na pesquisa, você não é obrigado a 

participar da mesma se não quiser. Você é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer 

momento sem nenhum prejuízo.  

Se você tiver alguma pergunta ou dúvida sobre esse estudo, procure um de nossos 

pesquisadores para que eles possam tirar sua dúvida.   

Você poderá também fazer contato com o Dr. Marcus Vinícius Guimarães de Lacerda, 

responsável pelo projeto, na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de 

segunda a sexta feira, das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom 

Pedro) ou pelo telefone (92) 9114 7633 (qualquer dia e horário).   

O Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Fundação de Medicina Tropical Dr. 

Heitor Vieira Dourado também poderá prestar esclarecimentos ou receber qualquer reclamação a 

respeito desta pesquisa, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 9 às 14 horas, na Av. Pedro 

Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de segunda a sexta feira, das 9 às 

14 horas).   

Este Termo de assentimento (TA) foi elaborado em duas vias iguais, sendo que uma via 

assinada ficará guardada com o pesquisador responsável e a outra com você. 

Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa.   

 

_________________________________  

(Assinatura do participante da pesquisa) 

Manaus, _____  de ______________________ de _____________  

 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o assentimento deste indivíduo para a participação 
no estudo.  
 

 _________________________________ 

 (Assinatura do Pesquisador)  

Manaus, _____  de ______________________ de _____________ 
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7.4. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO – 01 

 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 

 

Código POP  Versão 01 

Título 

Recepção e Identificação de amostras biológicas de 

aspirado de medula óssea e sangue periférico (Projeto 

ANBM) 

Língua do Documento PT 

Elaborado por: 
Marcelo Brito 
Bàrbara Baro 

Revisado por: 
Gisely Melo 

Aprovado por: 
Marcus V G 
Lacerda 

Data de 
aprovação: 
 

 

Nome Versão Alterações realizadas 

   

   

   

 

1. OBJETIVO 

 

 O objetivo deste POP é o processamento, identificação e armazenamento 

adequados para as amostras de aspirado de medula óssea e sangue periférico 

pertencentes ao projeto ANBM e projetos futuros. 

 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 

 Gerência de Malária; Laboratório Multidisciplinar; Centros colaboradores. 

 

3. DEFINIÇÕES 
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 Medula óssea: Tecido mole que preenche as cavidades dos ossos. A medula 

óssea apresenta-se de dois tipos, amarela e vermelha. A medula amarela é 

encontrada em cavidades grandes de ossos grandes e consiste em sua grande 

maioria de células adiposas e umas poucas células sanguíneas primitivas. A medula 

vermelha é um tecido hematopoiético e é o sítio de produção de eritrócitos e leucócitos 

granulares. A medula óssea é constituída de uma rede, em forma de treliça, de tecido 

conjuntivo, contendo fibras ramificadas e preenchida por células medulares. 

  

 Sangue periférico: Líquido corporal que circula no sistema vascular (VASOS 

SANGUÍNEOS). O sangue total compreende o PLASMA e as CÉLULAS 

SANGUÍNEAS. 

 

4. RESPONSABILIDADES 

 

 4.1. É de responsabilidade do médico do estudo, a coleta adequada, segura e 

acurada de material medular da crista ilíaca do participante de pesquisa; 

  

 4.2. É de responsabilidade do técnico de patologia do estudo, a coleta de sangue 

periférico adequada e segura de veia periférica do participante de pesquisa; 

  

 4.3. É de responsabilidade dos pesquisadores do estudo, o processamento, 

armazenamento e identificação adequada das amostras biológicas obtidas para o 

estudo, bem como sua adequada destruição/descarte após finalização da pesquisa. 

 

5. POP’S RELACIONADOS 

   

 NA. 

 

6. PROCEDIMENTOS 

 
6.1. Primeira etiquetagem: 

 

 6.1.1. Serão recebidos 4mL de aspirado de medula óssea e 4-10mL de PB de 

cada paciente incluído no estudo; 
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 6.1.2. Rotule o ID do paciente com o seguinte código: ANBM_01 (onde 01 é o 

número do paciente); 

 

 6.1.3. Rotular se for a primeira amostra (dia 0, etiqueta 0) ou a amostra após o 

tratamento (dia 42, etiqueta 42): ANBM_01.0 ou ANBM_01.42; 

 

 6.1.4. Rotular o aspirado de BM (rótulo 0) e o PB (rótulo 1): ANBM_01.0.0 e 

ANBM_01.0.1 (para BM e PB do paciente 01 no dia 0); 

 

 6.1.5. Depois de estabelecer esses rótulos, continuar armazenando as seguintes 

alíquotas conforme descrito abaixo. 

 

6.2.  Alíquotas e identificação 

 

 6.2.1. De ambas as amostras serão armazenadas:  

  

 - 1 alíquota de 200µL para hemograma e, com a quantidade de sangue restante, 

fazer esfregaços sanguíneos (usando 2,5µL aprox para cada): 

  

 - Lâminas para coloração Azul de cresil brilhante (BCB), BCB / Giemsa, Panotico 

e Azul da Prússia e, tanto quanto possível, fixadas ou não com MetOH; 

 

- 1 alíquota de 200 µL para determinação de Hz. Armazenar a -20 ° C. Rotular 

como A; 

 

- 2 alíquotas de 50 µL para controle de monoinfecção por P. vivax (qPCR).  

Centrifugar e descartar o plasma. Armazenar em RNA Protect (1: 5) (200µL 

RNA proteja) a -80ºC. Rotular como B1, B2; 

 

- 2 alíquotas de 50 µL para quantificação de gametócitos (pvs25 RT-qPCR); 

Centrifugar e descartar o plasma. Armazenar em RNA protegido (1: 5) (200µL) a -

80ºC. Rotular como C1, C2; 

- 2 alíquotas de 50 µL para análise de microssatélites de P. vivax. Armazenar 

em RNA Protect (1: 5) (250µL RNA Protect) a -80ºC. Rotular como D1, D2; 
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- 2 alíquotas de 50 µL para estudo de genes de resistência a drogas. Armazenar 

em RNA Protect (1: 5) (250µL RNA Protect) a -80ºC. Rotular como E1, E2; 

 

- 2 alíquotas de 100 µL para metabolômica: separar 200 µL, centrifugar e 

armazenar o sedimento celular (F1) e o plasma (F2) separadamente. 

Armazenar imediatamente a -80ºC (recomendações do UM Metabolomics 

BRCF). 

 

Para o volume restante de medula óssea, após centrifugação a 400g 10min: 

 

- Armazenar o plasma em 4 alíquotas a -80ºC. Rotular como P1 (50 µL), P2 (50 

µL), P3 (250 µL) e P4 (todo o restante do plasma). 

 

- Ressuspender o sedimento de células com meio iRPMI comercial (ou tampão 

salino) para obter 50% de hematócrito e prosseguir para a purificação das 

células CD71 + (isolamento SOP_CD71).  

 

Após esse procedimento, você poderá armazenar alíquotas extras 

provenientes da medula óssea: 

 

- 2 alíquotas de 10 ^ 7 células em Trizol (1:10 ou 1000 µL para evitar 

descongelamento) a -80ºC para RNAseq e microRNA (etiqueta R1, R2). 

 

- 1 alíquota de 10 ^ 6 células para EM a 4ºC. 

 

- 1 alíquota de 10 ^ 6 células para IFA a 4ºC. 

 

- várias alíquotas para análise FACS (etiqueta L) para análise no dia seguinte. 

 

7. REFERÊNCIAS 

7.1. General sample collection recommendations for Metabolomics studies 

(UM Metabolomics BRCF): 
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7.2. http://medicine.umich.edu/medschool/sites/medicine.umich.edu.medsch

ool/files/res_meta_SamplePreparationGuidelines_v131111.pdf 

 

8. LISTA DE ANEXOS 

 NA. 

 

9. ANEXOS 

 NA. 
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7.5. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO - 02 

 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 

 

Código POP  Versão 01 

Título 

Isolamento de células CD71+ provenientes de aspirado 

medular através de separação magnética com 

microbeads (Projeto ANBM) 

Língua do Documento PT 

Elaborado por: 
Marcelo Brito 
Bàrbara Baro 

Revisado por: 
Gisely Melo 

Aprovado por: 
Marcus V G 
Lacerda 

Data de 
aprovação: 
 

 

Nome Versão Alterações realizadas 

   

   

   

 

1. OBJETIVO  

 O objetivo deste POP é o isolamento de células progenitoras eritróides de 

medula óssea humana com alto grau de pureza para análises futuras de material 

genético. 

 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 Gerência de Malária; Laboratório Multidisciplinar; Centros colaboradores. 

 

 3. DEFINIÇÕES 

 

 Medula óssea: Tecido mole que preenche as cavidades dos ossos. A medula 

óssea apresenta-se de dois tipos, amarela e vermelha. A medula amarela é 
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encontrada em cavidades grandes de ossos grandes e consiste em sua grande 

maioria de células adiposas e umas poucas células sanguíneas primitivas. A medula 

vermelha é um tecido hematopoiético e é o sítio de produção de eritrócitos e leucócitos 

granulares. A medula óssea é constituída de uma rede, em forma de treliça, de tecido 

conjuntivo, contendo fibras ramificadas e preenchida por células medulares. 

  

 Sangue periférico: Líquido corporal que circula no sistema vascular (VASOS 

SANGUÍNEOS). O sangue total compreende o PLASMA e as CÉLULAS 

SANGUÍNEAS. 

 

 4. RESPONSABILIDADES 

 4.1. É de responsabilidade do médico do estudo, a coleta adequada, segura e 

acurada de material medular da crista ilíaca do participante de pesquisa; 

  

 4.2. É de responsabilidade do técnico de patologia do estudo, a coleta de sangue 

periférico adequada e segura de veia periférica do participante de pesquisa; 

  

 4.3. É de responsabilidade dos pesquisadores do estudo, o processamento, 

armazenamento e identificação adequada das amostras biológicas obtidas para o 

estudo, bem como sua adequada destruição/descarte após finalização da pesquisa. 

 

5. POP’S RELACIONADOS 

 

NA. 

 

6. PROCEDIMENTOS 

 

6.1. Recepção de amostra 

 

 Antes de iniciar, verifique se você executou a recepção correta da amostra 

segundo POP anterior e armazenou todas as alíquotas corretamente. 

 

6.2. Dos 3,2 mL de sangue BM (já centrifugados e plasma armazenado): 
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-  Ressuspender as células com meio iRPMI/Salina 0,9% para obter 50% de 

hematócrito; 

 

- Separar uma alíquota de 12 µL para FACS (amostra inteira). Separe em 6 alíquotas 

de 2 µL, rotuladas como BL0, BL1, BL2, BL3, BL4 e BL5; 

 

- Filtrar a amostra de medula com um filtro de células de 40 µm. Usar o meio 

iRPMI/Salina 0,9%  para coletar as gotas restantes de sangue BM do tubo inicial. 

 

- Lavar as gorduras/coágulos com o meio iRPMI antes de descartar o filtro de células, 

pois estas suspensões contêm muitas células. 

- Centrifugar a 400g 10min, descartar o sobrenadante e ressuspender em 50% de 

hematócrito. 

 

6.3. Marcação magnética 

 

-Trabalhe rápido, mantenha as células frias (4°C) e use soluções pré-resfriadas. Isso 

impedirá o capeamento de anticorpos na superfície celular e a marcação celular não 

específica. 

 

- Adicionar 50 µL de MicroBeads CD71 para cada 1 ml de suspensão a 50%; 

 

- Misturar bem e incube por 15 minutos a 4ºC (trabalhar com temperaturas mais altas 

e/ou tempos de incubação mais longos leva a uma marcação celular não específica). 

Misturar a cada 5min. 

 

- Lavar as células adicionando 7mL de iRPMI/Salina 0,9% e centrifugar a 400g 10min. 

Aspirar completamente o sobrenadante. 

 

- Ressuspender no meio iRPMI/Salina 0,9% até 30% de hematócrito, pois o sangue 

BM é uma amostra mais densa e as colunas podem entupir (por exemplo, 300 µL de 

sedimento celular, 5 mL de iRPMI/Salina 0,9%); 

 

- Proceda à separação magnética. 
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6.4. Separação magnética com colunas LS 

 

- Colocar a coluna no campo magnético de um separador MACS adequado; 

 

- Preparar a coluna rinçando previamente com 3 ml de meio iRPMI/Salina 0,9%); 

 

- Aplicar suspensão de célula na coluna (é importante obter uma suspensão de célula 

única antes da separação magnética, os aglomerados podem entupir a coluna); 

 

- Coletar o fluxo e lavar a coluna com 3 ml de meio iRPMI. Execute esta etapa de 

lavagem 3 vezes (adicione um novo tampão (iRPMI/Salina 0,9% apenas quando o 

reservatório da coluna estiver vazio). 

 

- Remover a coluna do separador e colocar em um tubo de coleta adequado; 

 

- Colocar 5 ml de meio iRPMI/Salina 0,9% na coluna;  

 

- Lavar imediatamente as células marcadas magneticamente, empurrando firmemente 

o êmbolo para dentro da coluna. (Para aumentar a pureza da fração magneticamente 

marcada, você pode passar as células por uma nova coluna preparada na hora); 

 

- Centrifugar 400g 10min em ambas as frações: CD71+ e fração FT (filtrado);  

 

- Descartar o sobrenadante e ressuspender em 50% de hematócrito. 

 

- Contar o número de células da fração de células CD71 +;  

 

- Aliquotar 2 alíquotas de 2-5x10^7 células e armazenadas em Trizol (1:10) a -80ºC 

para extração de RNA (etiqueta R1 e R2); 

 

- 1 alíquota de 10^6 células, ressuspender as células no fixador 2,5% de Glutaraldeído 

0,1M Cacodilato de sódio e armazenar a 4ºC (etiqueta M); 
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- 1-2 alíquota de 10^6 células, ressuspender as células no fixador PBS 1% de 

formaldeído, 30 minutos a 4ºC. Lavar 3 vezes e guardar a 4ºC; 

 

- 5 alíquotas de 10^6 células, rotuladas como BL6, BL7, BL8, BL9 e BL10 para análise 

de FACS. 

 

7. REFERÊNCIAS 

 

Guia do fabricante; Disponível em: 

http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001200/IM0001286.

ashx 

 

8. LISTA DE ANEXOS 

  

  NA. 

 

 9. ANEXOS 

 

  NA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001200/IM0001286.ashx
http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001200/IM0001286.ashx
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7.6. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO - 03 

 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 

 

Código POP  Versão 01 

Título 
Análise por citometria de fluxo (FACS) de amostras do 

projeto ANBM 

Língua do Documento PT 

Elaborado por: 
Marcelo Brito 
Bàrbara Baro 

Revisado por: 
Gisely Melo 

Aprovado por: 
Marcus V G 
Lacerda 

Data de 
aprovação: 
 

 

Nome Versão Alterações realizadas 

   

   

   

 

1. OBJETIVO 

 O objetivo deste POP é descrever os procedimentos para a contagem celular por 

citometria de fluxo nas amostras do projeto ANBM 

 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 Gerência de Malária; Laboratório Multidisciplinar; Centros colaboradores. 

 

3. DEFINIÇÕES 

 

 Medula óssea: Tecido mole que preenche as cavidades dos ossos. A medula 

óssea apresenta-se de dois tipos, amarela e vermelha. A medula amarela é 

encontrada em cavidades grandes de ossos grandes e consiste em sua grande 

maioria de células adiposas e umas poucas células sanguíneas primitivas. A medula 
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vermelha é um tecido hematopoiético e é o sítio de produção de eritrócitos e leucócitos 

granulares. A medula óssea é constituída de uma rede em forma de treliça, de tecido 

conjuntivo, contendo fibras ramificadas e preenchida por células medulares. 

 Sangue periférico: Líquido corporal que circula no sistema vascular (VASOS 

SANGUÍNEOS). O sangue total compreende o PLASMA e as CÉLULAS 

SANGUÍNEAS. 

 

4. RESPONSABILIDADES 

 

 4.1. É de responsabilidade do médico do estudo, a coleta adequada, segura e 

acurada de material medular da crista ilíaca do participante de pesquisa; 

 

 4.2. É de responsabilidade do técnico de patologia do estudo, a coleta de sangue 

periférico adequada e segura de veia periférica do participante de pesquisa; 

 

 4.3. É de responsabilidade dos pesquisadores do estudo, o processamento, 

armazenamento e identificação adequada das amostras biológicas obtidas para o 

estudo, bem como sua adequada destruição/descarte após finalização da pesquisa. 

 

5. POP’S RELACIONADOS 

 

 NA. 

  

6. PROCEDIMENTOS 

 
6.1. Recepção de amostra 

 

Antes de iniciar, verifique se você executou a recepção correta da amostra segundo 

POP anterior e armazenou todas as alíquotas corretamente. 

 

6.2. Alíquotas para FACS 

 

- Para o sangue periférico, 6 alíquotas de 5 µL: 

a) PL0 = controle negativo (sem rótulo) 
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b) PL1 = CD71-PE + CD235a-APC 

 

c) PL2 = anti-plasmódio 

d) PL3 = anti-plasmódio secundário 

 

e) PL4 = anti-plasmódio + anti-plasmódio secundário 

 

f) PL5 = CD71-PE + CD235a-APC + anti-plasma + segundo anti-plasma 

 

- Para as alíquotas de medula óssea: 

 

a) BL0 = sangue total, controle negativo (sem marcação) 

 

b) BL1 = sangue total, CD71-PE + CD235a-APC 

 

c) BL2 = sangue total, anti-plasmódio 

 

d) BL3 = sangue total, anti-plasmódio secundário 

 

e) BL4 = sangue total, anti-plasmódio + anti-plasmódio secundário 

 

f) BL5 = sangue total, CD71-PE + CD235a-APC + anti-plasmódio + segundo anti-

plasmódio 

 

g) BL6 = fração CD71, CD71-PE + CD235a-APC 

 

h) BL7 = fração CD71, anti-plasmódio 

 

i) BL8 = fração CD71, anti-plasmódio secundário 

 

j) BL9 = fração CD71, anti-plasmódio + anti-plasmódio secundário 

 

k) BL10 = fração CD71, CD71-PE + CD235a-APC + anti-plasmódio + seg. Anti-plasma 
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6.3. Marcação com anticorpos específicos: 

 

- Primeiro, executar a marcação de CD71 (CD71-PE) e GlyA (CD235a-APC); 

 

- Utilizar 1-5x10^6 células por amostra; 

 

-LP2: 1/25 Ab LP2 em iRPMI/Salina 0,9% - use 8 µL de diluição por tubo - 15 a 20 

minutos na geladeira (8°C) 

 

- 1 x lavagem em 500 µL de RPMI/Salina 0,9% 

 

- Cocktail 1: CD71-PE / CD235a-FITC / EPOR-APC: 1/20 em RPMI/Salina 0,9% - 10 

µL / tubo - 15 min na geladeira (8 ° C) 

 

• Cocktail 2: CD71-PE / CD235a-APC: 1/20 CD71 e 1/100 CD235a-APC em 

RPMI/Salina 0,9%  - 10 µL / tubo - 15 min em geladeira (8 ° C); 

 

-1 x lavagem em 500 µL de RPMI 

 

 -Ressuspender em 200 µL de PBS 

 

7. REFERÊNCIAS 

 Guia do Fabricante: 

http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001200/IM0001286.

ashx 

 

8. LISTA DE ANEXOS 

  NA. 

 

9. ANEXO 

 NA. 

 

 

http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001200/IM0001286.ashx
http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0001200/IM0001286.ashx
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7.7. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO  - 04 

 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 

 

Código POP  Versão 01 

Título 
Extração de RNA de amostras biológicas armazenadas 

em Trizol® (Invitrogen) (Projeto ANBM) 

Língua do Documento PT 

Elaborado por: 
Marcelo Brito 
Bàrbara Baro 
Carmen Becerra 

Revisado por: 
Gisely Melo 

Aprovado por: 
Marcus V G 
Lacerda 

Data de 
aprovação: 
 

 

Nome Versão Alterações realizadas 

   

   

   

 

1. OBJETIVO 

 

 O objetivo deste POP é a extração adequada de RNA de alta qualidade para 

sequenciamento em amostras de aspirado de medula óssea e sangue periférico 

pertencentes ao projeto ANBM e projetos futuros. 

 

2, CAMPO DE APLICAÇÃO 

 

 Gerência de Malária; Laboratório Multidisciplinar; Centros colaboradores. 

 

3. DEFINIÇÕES 
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 Medula óssea: Tecido mole que preenche as cavidades dos ossos. A medula 

óssea apresenta-se de dois tipos, amarela e vermelha. A medula amarela é 

encontrada em cavidades grandes de ossos grandes e consiste em sua grande 

maioria de células adiposas e umas poucas células sanguíneas primitivas. A medula 

vermelha é um tecido hematopoiético e é o sítio de produção de eritrócitos e leucócitos 

granulares. A medula óssea é constituída de uma rede, em forma de treliça, de tecido 

conjuntivo, contendo fibras ramificadas e preenchida por células medulares. 

 

 Sangue periférico: Líquido corporal que circula no sistema vascular (VASOS 

SANGUÍNEOS). O sangue total compreende o PLASMA e as CÉLULAS 

SANGUÍNEAS. 

 

 RNA: Polinucleotídeo que consiste essencialmente em cadeias contendo 

unidades repetidas de uma estrutura de fosfato e ribose às quais as bases 

nitrogenadas encontram-se unidas. O RNA é único entre as macromoléculas 

biológicas pelo fato de codificar informação genética, servir como um componente 

celular estrutural abundante e também possuir atividade catalítica. 

 

 TRIZOL: Solução química usada na extração de DNA, RNA e proteínas das 

células. A solução foi usada inicialmente e publicada por Piotr Chomczyński e Sacchi, 

N. em 1987. TRIzol é a marca do tiocianato de guanidínio. 

 

 

4. RESPONSABILIDADES 

 

 4.1. É de responsabilidade do médico do estudo, a coleta adequada, segura e 

acurada de material medular da crista ilíaca do participante de pesquisa; 

 

 4.2. É de responsabilidade do técnico de patologia do estudo, a coleta de sangue 

periférico adequada e segura de veia periférica do participante de pesquisa; 

 

 4.3. É de responsabilidade dos pesquisadores do estudo, o processamento, 

armazenamento e identificação adequada das amostras biológicas obtidas para o 

estudo, bem como sua adequada destruição/descarte após finalização da pesquisa. 
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5. POP’S RELACIONADOS 

  

 NA. 

  

6. PROCEDIMENTOS 

 

 6.1. Ressuspenda o sedimento da sua amostra (parasitas, células ...) em 1ml de 

TRIZOL (alternativamente, ressuspenda em 250 µl de meio (RPMI, DMEM…. + 750 

µl de TRIZOL-LS) e incube por 5 minutos em temperatura ambiente. Como alternativa, 

a amostra ressuspensa em Trizol pode ser mantida a -80ºC ou -20ºC por tempo 

indeterminado até o uso; 

 

 6.2. Adicione 200 µl de clorofórmio P.A. e homogeneize vigorosamente por 15s 

e incube por 5-15 min em temperatura ambiente; 

 

 6.3. Centrifugue a 12.000g por 15 min a 4 ° C; 

 

 6.4. Transfira o sobrenadante para um novo tubo com 500 µl de isopropanol P.A. 

e incube por 10 minutos em temperatura ambiente; 

 

 6.5. Centrifugue a 12.000g por 10 min a 4°C; 

 

 6.6. Descarte o sobrenadante e lave com 1 ml de etanol a 75% (7500g por 5 min 

a 4°C); 

 

 6.7. Ressuspenda o sedimento no volume desejado de H2ODEPC ou 

Formamida e deixe em um bloco térmico a 65°C por 3-5 minutos, depois agite no 

vórtex por 2 minutos e ressuspenda por inversão; 

 

 6.8. Quantifique em GenQuant ou Nanodrop 1ul de Amostra + 5ul de H2ODEPC; 

 

 6.9. Analise a qualidade do RNA no gel de agarose; 
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 6.10. Deixe todo o material (Cuba, base e pente) em SDS 1% por 1 h, lave com 

H2O RNAse livre (H2O MilliQ alternativamente estéril também pode ser usado, (pois 

é necessário um grande volume) e seque com etanol a 70%; 

 

 6.11. Prepare um gel de Agarose 0,5X TBE 1% (todas as soluções e reagentes 

sem RNase); 

 

 6.12. Coloque em cada poço aproximadamente 10% do volume final da sua 

amostra diluída 1: 1 com o Load Buffer 2X específico para RNA (Fermentas). A 

amostra, uma vez diluída, deve ser aquecida a 70 ° C por 10 min, rapidamente 

resfriada em gelo e, depois de girar, aplicar todo o volume no gel. 

 

7. REFERÊNCIAS 

 

7.1. Chomczynski, P. 1993. A reagent for the single-step simultaneous isolation 

of RNA, DNA and proteins from cell and tissue samples. BioTechniques 15,532-537 

7.2. Guia do Fabricante –INVITROGEN(disponível em: 

https://assets.thermofisher.com/TFSAssets/LSG/manuals/trizol_reagent.pdf) 

 

8. LISTA DE ANEXOS 

  

 NA. 

 

9. ANEXOS 

  

 NA. 

 
 

https://assets.thermofisher.com/TFSAssets/LSG/manuals/trizol_reagent.pdf

