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RESUMO

A malaria é uma doenca infecciosa, causada por protozoario do género
Plasmodium, tendo como principais espécies responsaveis por essa infeccao
em humanos, o Plasmodium falciparum e o Plasmodium vivax (P. vivax), que
afetam 228 milhfes de pessoas com mais de 400.000 mortes a cada ano.
Durante a replicacdo do parasito no sangue do hospedeiro, o baco € um dos
principais orgdos que participa do estabelecimento da resposta imune e
eliminacdo dos parasitos. Em resposta a infeccdo do parasito, o baco sofre
uma série de alteracdes morfoldgicas, sendo a mais aparente, o seu aumento,
referido como esplenomegalia. Uma das funcdes fisiologicas do baco é
justamente eliminar eritrécitos senescentes e/ou alterados e parte deste
reconhecimento se da pelo aumento de rigidez destas células. Existem
diferentes metodologias para avaliar a deformabilidade destas células e em
P.vivax alguns estudos demonstram que as células infectadas parecem manter
o padrdo de deformabilidade, enquanto outros sugerem que ha perda deste
padrdo. Este estudo avaliou a deformabilidade de células infectadas contendo
diferentes estagios de maturacéo do parasito. Para isto, foram coletadas trinta
amostras de sangue de pacientes diagnosticados com malaria vivax atendidos
na Fundacé&o de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado. Destas amostras, em
dezesseis foi possivel realizar o ensaio de deformabilidade. A avaliagdo da
deformabilidade dos eritrécitos foi realizada através da filtracdo por
microesferas de metal de diferentes tamanhos que mimetizam o processo de
fitracdo do sangue ocorrido no bacgo. Esta avaliacdo foi realizada antes e apo6s
cultivo do parasita ex vivo visando investigar a deformabilidade de diferentes
estagios do parasita. E para isso foi analisada a parasitemia e distribuicdo dos
estagios dos parasitos por microscopia e citometria de fluxo nos diferentes
tempos (antes e pos cultivo) passando pelas microsfera de metal. Ainda foi
avaliada a taxa de hemodlise do material antes e apds a passagem pelas
microsfera de metal em 6 isolados para determinar se havia ruptura das células
durante este processo através da leitura de absorbancia (560nM) do
sobrenadante em espectrofotometro de placa. Observou-se uma reducéo na
parasitemia das amostras apos as filtracbes pelas beads, tanto antes (T1)
guanto apo6s o amadurecimento (T2) (Teste de Wilcoxon, P=0,003 e P=0,0010,
respectivamente). Todas as células contendo estagios maduros e gametécitos
mostraram menor deformabilidade. Ndo houve hemodlise significativa das
amostras pela passagem nas beads, n&o interferindo na avaliacdo da
deformabilidade dos eritrécitos infectados. Nossos dados sugerem que oS
eritrocitos infectados pelo P.vivax perdem a deformabilidade, e esta perda é
mais evidente nos esquizontes, e nos gametécitos. Esta perda de
deformabilidade deve ter consequéncias na filtracdo realizada pelo baco e mais
estudos devem ser realizados para elucidar esta caracteristica.

PALAVRA-CHAVE: Malaria; Plasmodium vivax; Bac¢o; Deformabilidade
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ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by Plasmodium spp, and the main
species responsible for this infection are Plasmodium falciparum and P. vivax,
which affect 228 million people with more than 400,000 deaths each year.
During the replication of the parasite in the host's blood, the spleen is one of the
main organs that participate in the establishment of the immune response and
elimination of the parasites. In response to parasite infection, the spleen
undergoes a series of morphological changes, the most apparent being its
enlargement, referred to as splenomegaly. One of the functions of the spleen is
precisely to eliminate senescent and/or altered erythrocytes and part of this
recognition is due to the increased rigidity of these cells. There are different
methodologies to assess the deformability of these cells and in the P. vivax
specie some studies show that infected cells seem to maintain the deformability
pattern, while others suggest there is a loss of deformability. This study aims to
evaluate the deformability of cells infected by different erythrocytic stages of P.
vivax. For this purpose, thirty blood samples were collected from patients
diagnosed with malaria vivax treated at the Fundag&o de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado. Of these samples, it was only possible to carry out the
deformability test in sixtee. The evaluation of the deformability of the
erythrocytes was carried out through filtration by metal microspheres of different
sizes that mimic the blood filtration process exerted by the spleen. This
evaluation was performed before and after ex vivo parasite cultivation in order
to investigate the deformability of different stages of the parasite. For this, the
parasitemia and distribution of the parasite stages were analyzed by
microscopy and flow cytometry at different time points and before and after
passing through the beads. The rate of hemolysis of the material before and
after passage through the beads in six isolates was also evaluated to determine
if there was cell disruption during this process by reading the absorbance
(560nM) of the supernatant in a plate spectrophotometer. A reduction in the
parasitemia of the samples was observed after filtration through the beads, both
before (T1) and after maturation (T2) (Wilcoxon test, P=0.003 and P=0.0010,
respectively). All stages of the parasite had loss of deformability, being retained
by the metal microsphere, however there is greater retention of the schizont and
gametocyte stages. There was no significant hemolysis of the samples by
passage through the beads, not interfering with the evaluation of the
deformability of infected erythrocytes. Our data suggest that erythrocytes
infected by P. vivax lose deformability, and this loss is more evident in
schizonts, and gametocytes. This loss of deformability must have
consequences on the filtration performed by the spleen and more studies are
necessary to elucidate this characteristic.

KEYWORDS: Plasmodium vivax; Spleen; Deformability
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RESUMO LEIGO

O estado do Amazonas possui 0 maior numero de casos de maléaria no Brasil.
O principal tipo de maléaria no pais é a maléria vivax responsavel por 86% dos
casos. Essa doenca tem como sintomas febre, calafrios, tremores, sudorese e
dor de cabeca e é transmitida por um mosquito que quando vai se alimentar de
uma pessoa doente pode transmitir para outra pessoa saudavel através da
picada. Ainda ndo é bem esclarecida a sua biologia e nem patogenia devido a
dificuldade de cultivo desse parasito. A malaria falciparum € frequentemente
associada a gravidade. Porém, estudos tém demonstrado que a malaria vivax
pode também causar gravidade. Quando o parasito cai ha corrente sanguinea,
se desenvolve em diferentes estagios que acaba modificando as heméacias
levando a perda da sua habilidade de se deformar dentro dos vasos
sanguineos, tornando-a mais dura, o que pode levar a uma maior dificuldade de
passar pela circulagdo sanguinea do baco ficando ali retida e isso pode levar ao
aumento deste 6rgdo. Este estudo teve como objetivo avaliara capacidade das
hemacias infectadas de pacientes com malaria vivax de se deformar para
passar pela circulagdo no bago. Para isso, foram coletadas amostras de trinta
pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado-FMT-HVD. Destas, dezesseis foram analisadas com sucesso e 0s
resultados mostraram que as ceélulas vermelhas infectadas pelo parasito ficam
mais duras e dessa forma devem provavelmente ficar retidas na circulagdo no
baco podendo levar ao aumento do baco e uma possivel retirada desse 6rgao.
Mais estudos devem ser realizados para entender a consequéncia desse
acumulo no bago.

PALAVRA-CHAVE: Malaria; Plasmodium vivax; Baco; Deformabilidade
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INTRODUCAO

1.1 Maléaria e Aspectos epidemiolégicos

Malaria € uma das principais doencas parasitarias que afetam
principalmente os paises tropicais e subtropicais do mundo. E causada por
protozoarios do género Plasmodium sendo que existem 7 espécies que ja
foram detectadas em infec¢cdes humanas: Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
ovale, P. malariae, P.knowlesi. P. simium e P. cynomolgi. As infeccdes
causadas por P. falciparum e P. vivax representam um grande desafio para a

saude publica mundial (1).

O P. falciparum, a espécie mais letal, tem maior prevaléncia no
continente africano. Dentre as espécies causadoras de malaria humana, P.
vivax é a que apresenta maior distribuicdo geogréfica. Sua transmissao é
vetorial, através da picada de mosquitos fémeas do género Anopheles durante
0 seu repasto sanguineo. Existem mais de 400 espécies de mosquitos do
género Anopheles, no entanto, apenas 40 séo vetores de importancia médica.
Nas Américas, as espécies de anofelinos predominantes s&o: Anopheles
albimanus, Anopheles albitarsis, Anopheles aquasalis, Anopheles darlingi,
Anopheles freeborni, Anopheles marajoara, Anopheles nuneztovari, Anopheles
pseudopunctipennise e Anopheles quadrimaculatus. Sendo o Anopheles
darlingi o principal vetor no Brasil (2).

De acordo com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), 229 milhdes
de novos casos da doenca foram notificados no mundo apenas em 2019, além
da ocorréncia de mais de 409 mil 6bitos. Na Regido das Américas, nesse
mesmo ano ocorreram 889.000 casos e 551 Obitos, dos quais quase 72,3%
desses casos foram causados por P. vivax. O Brasil, Colémbia e Venezuela

respondem por 86% de todos os casos nesta regido (1).



Em 2019 o Brasil notificou 157.454 casos de malaria, uma reducéao de
19,1% em relagcdo a 2018, quando foram registrados 194.572 casos da doenca
no Pais. A regido Amazobnica é considerada a area endémica do pais para
maléaria com 99% dos casos autéctones, ou seja, naturais da regido, sendo a
maioria causado por P.vivax (5). A regido Amazonica brasileira compreende os

Estados do Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins,

7z

Mato Grosso e Maranhdo, sendo que o Amazonas é o estado com maior

namero de casos de malaria (Figura 1).

Casos de maldria por estado e percentual de participagdo no total de casos notificados na regido Amazénica, 2019 e 2020* - janeiro a
dezembro

Data de Notificagdo
UF Notif.. 2019 2020

39% 39%
17%
20%
10%

- 13.547
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. 4022
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l 3.846
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0%

0 10.000 20000 30.000 40.000 50.000 €0.000 70.000 80.000 0 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000 €0.000 70.000 80.000

Nimero de registros Nimero de registros

Fonte: Sivep-Maldria/SVs - Ministério da Saude. Dados de 2019 e 2020 atualizados em 26/01/2021. *Dados de 2019 e 2020 sao preliminares, podendo sofrer alteragbes.

Figura 1: Casos de maléaria notificados por Estado na Regido Amazo6nica. O grafico mostra
que o Estado do Amazonas apresenta a maioria dos casos notificados de maléaria. Fonte:
Sivep-Malaria/SVS-Ministério da Saude. Dados de 2019 e 2020 atualizados em 26/01/2021.

A letalidade por maléria na regido Amazoénica € baixa, enquanto no
restante do pais pode ser 100 vezes maior. O Obito nestas areas ocorre, na
maior parte, em pessoas que vém infectadas de outros paises ou de estados
fora da regido Amazoénica e ndo recebem o diagnoéstico e tratamento oportunos
e adequados devido a dificuldade na suspei¢cdo de uma doenca relativamente

rara nestas areas e desinformacao dos viajantes a respeito dos seus riscos (5).

1.2 Ciclo Biologico do parasito
O ciclo do Plasmodium acontece em duas etapas, sendo a fase
assexuada no homem (hospedeiro intermediario) e a fase sexuada na fémea

do mosquito do género Anopheles (hospedeiro definitivo) (Figurad). As



infeccbes por malaria humana comegcam quando o mosquito infectado faz o
seu repasto sanguineo, liberando esporozoitos na pele onde podem estes
permanecer por horas antes de chegarem a corrente sanguinea. Uma vez na
corrente sanguinea, 0s esporozoitos entdo atravessam as células endoteliais
sinusoidais do figado ou células de Kupffer para infectar os hepatocitos (6,7). A
invasdo dos esporozoitos aos hepatocitos € atribuida a duas proteinas
principais que sdo a proteina do circunsporozoito (CSP) e a proteina
relacionada a trombospondina (TRAP) que reconhecem ndo apenas
proteogliocanos nos hepatécitos, mas também nas células de Kupffer e células

estreladas permitindo a invaséo do parasito (6).

O processo da duragcdo da esquizogonia preé-eritrocitica pode
permanecer por 9 a 16 dias dependendo da espécie de Plasmodium e milhares
de merozoitos sdo produzidos ao final do processo dentro do vacuolo
parasitéforo. Entretanto, na fase hepatica, P. vivax e P. ovale podem
desenvolver uma forma latente chamada hipnozoito, que pode causar
infeccbes apdés semanas, meses ou até mesmo anos inativas (8). Apds o
amadurecimento do parasito nos hepatdcitos, ocorre a liberacdo em vesiculas
contendo parasitos (merossomos) através da invaginacdo deste nos vasos
sanguineos e entdo os merossomos sao liberados lentamente e invadem a sua

célula alvo (9).

O ciclo eritrocitico inicia-se com a invasdo dos merozoitos nos
eritrécitos. A extremidade apical do merozoito contém organelas e estruturas,
incluindo micronemas e roptrias, que facilitam a sua invasdo apds o contato
com os eritrocitos. Essa remodelacédo da célula hospedeira fornece ao parasito
um nicho no qual pode obter nutrientes necessarios para o desenvolvimento e
divisdo, bem como fornece um meio de escapar do sistema imunoldgico do

hospedeiro (10).

Dentro dos eritrécitos, os parasitos se diferenciam em trofozoitos jovem
(formato de anel) depois trofozoitos maduros e finalmente replicam dentro da

célula do hospedeiro no estagio de esquizontes. Essa divisdo assexuada que



ocorre dentro dos eritrécitos leva de 24 a 72 horas, dependendo da espécie,
gerando novos merozoitos que serdo novamente liberados na corrente
sanguinea e infectando outros eritrécitos. No caso do P. vivax a invaséo ocorre
exclusivamente nos reticulécitos. Os eritrcitos infectados quando rompidos
liberam subprodutos do metabolismo do parasito, como a hemozoina (pigmento

malarico) formada quando o parasito digere a hemoglobina (11).

Durante os ciclos de esquizogonia na corrente sanguinea, uma
propor¢cdo de parasitos passa por um processo inicial de diferenciacdo
denominado gametocitogénese que culmina na producdo de gametocitos
masculinos e femininos, distintos entre si e das formas assexuadas pela
morfologia peculiar, sendo estas as Unicas formas capazes de se desenvolver

nos mosquitos (11).

O ciclo no mosquito vetor (hospedeiro definitivo) come¢ca quando a
fémea do Anopheles faz o0 repasto sanguineo e ingere esses gametocitos.
Seguindo sua ingestao apés a picada, os gametécitos passam por ativagcdo no
intestino do inseto, com divisdo nuclear do gametécito masculino, gerando até
8 microgametas flagelados, e portanto méveis,e cada um destes pode fertilizar
um macrogameta feminino, estacionario. A fusdo ocorre dando origem ao
zigoto, caracteristicamente diploide. O zigoto sofre meiose e em cerca de 24
horas se diferencia assumindo mobilidade e sendo entdo denominado de
oocineto, que penetra a parede do intestino do mosquito onde se encista e se

transformara em oocisto (11).

Dentro dos oocistos, 0s esporozoitos se desenvolvem ao longo de 8 a
15 dias, dependendo da espécie de Plasmodium. Os oocistos maduros liberam
0s esporozoitos na hemolinfa. Dentro da hemolinfa, os esporozoitos sé&o
transportados por toda a cavidade corporal, mas parecem interagir
especificamente e entrar nas glandulas salivares, cruzando a lamina basal que
circunda esse 6rgao e passando pelas células acinares produtoras de saliva.
Os esporozoitos se acumulam nas cavidades salivares, de onde também

podem se mover para 0s estreitos dutos salivares que se conectam a



proboscide e com a picada do mosquito, esses esporozoitos serdo inoculados

novamente no hospedeiro vertebrado, perpetuando o ciclo do parasito (12,13).

Esporozoitos inoculados
pelo mosquito

-
/ Glandula saliva
Esporozoitos
axZ » / intestinal

N 2 %
e
“@

Gametécitos

X 5 — G tas ——p
ingeridos pelo el O
mosquito

Vg o @ @a
/' g \ Gametécitos masculinos e femininos
Trofozoito T

@Anel Esquizonte/%

Gametécitos imaturos

Ruptura do
\Merossomo merossomo

\" Merozoitos na Ruptura do j

o corrente sanguinea peticlscitos esqmzon’tg_-~
RS

.
"
‘XN S
% e .

Figura 2: Ciclo biolégico do Plasmodium vivax. Adaptado de Mueller et al., 2009. Uma vez
gue os esporozoitos sdo inoculados na pele pelas fémeas do mosquito do género Anopheles,
eles atingem a corrente sanguinea e entram nos hepatocitos, iniciando o estagio exoeritrocitico.
Dentro do figado, o P. vivax pode se diferenciar em esquizontes de tecido, que apés milhares
de replicacdes mitéticas em hepatdcitos individuais liberam merozoitos na corrente sanguinea,
ou se diferenciar para um estagio dormente denominado hipnozoito que, apds ativacdo apds
meses ou anos, causa sintomas clinicos recaida. Durante os estagios eritrociticos, os
merozoitos de P vivax invadem exclusivamente reticuldcitos. Além disso, alguns parasitas do P
vivax podem se diferenciar em gametdcitos, ao serem absorvidos pela alimentacdo sanguinea
pelas fémeas dos mosquitos Anopheles iniciam o ciclo sexual, que inclui a liberacdo dos
gametas masculino e feminino, fertilizagdo e formacao de um oocineto mével que atravessa o
epitélio do intestino médio. A diferenciagcdo em uma nova forma replicativa conhecida como

oocisto, liberacdo de esporozoitos, migracdo e invasao das glandulas salivares.

1.3 Fisiologia do baco
O bagco desempenha um papel fundamental nas respostas imune inata e

adaptativa, na eliminacdo seletiva de globulos vermelhos (eritrocitos)



envelhecidos ou anormais e na remocdo de patdgenos presentes no
sangue. Também € fundamental para a fisiopatologia de varias doencas
frequentes e potencialmente graves, como distlrbios hereditarios da membrana

dos glébulos vermelhos, anemias hemoliticas e malaria (14,15).

Em relacdo a microcirculacdo esplénica, 5% do sangue que circula no
coracdo passa pelo baco, dessa forma um volume de cerca de 25 mL por
minuto passa por este oOrgdo. Portanto, um eritrécito atravessa o bagco, em
média, a cada 20 minutos. Da artéria esplénica, os eritrdcitos fluem para a
artéria central de tamanho médio e, em seguida, entram em microcirculagcfes
paralelas, rapidas ou lentas. Na microcirculacado rapida, os eritrocitos transitam
da zona perifolicular para o limen do seio venoso por meio de desvios diretos e
sdo expostos a desafios mecanicos ndo marcadamente diferentes dos que

operam nos capilares (16).

A velocidade dos eritrécitos é aproximadamente vinte vezes maior na
microcirculagdo rapida do que na lenta. Na microcirculagdo aberta lenta, os
eritrocitos navegam nos corddes da polpa vermelha antes de retornar aos leitos
vasculares, comprimindo entre as células endoteliais na parede dos seios da
face (17). O cruzamento de fendas interendoteliais esplénicas € o desafio mais
rigoroso na deformabilidade de hemacias no corpo e pode resultar na retencéo
de hemacias menos deforméaveis ou na remoc¢ao de corpos intraeritrociticos (ou

seja, corroséo) (16).

Ao contrario dos capilares em forma de canal, os leitos microcirculatorios
labirinticos nos corddes sao desprovidos de endotélio, dai o nome de
microcirculacdo aberta. Esta microcirculagéo lenta e aberta é responsavel por
10% a20% do fluxo de hemécias do baco. O controle de qualidade da
deformabilidade de hemacias ocorre, portanto, em média, a cada 100-200
minutos, consistente com a depuracdo de meia-vida de 60 minutos de

hemacias fortemente aquecidas observada em individuos saudaveis (17).



A deformabilidade dos eritrécitos depende de trés parametros: (i) a
elasticidade da membrana que é principalmente dependente dos componentes
do citoesqueleto (remodelacdo do citoesqueleto), (ii) a viscosidade
citoplasmatica que depende do ion intracelular e da concentracdo / estado de
hemoglobina, e (iii) a reducdo progressiva na razdo entre a superficie e o
volume impulsionada pela perda de membrana. O equilibrio entre esses trés

parametros pode ser alterado durante a malaria (18).

1.4 Métodos para avaliar a deformabilidade dos eritrécitos infectados

1.4.1 Aspiracao por micropipeta
As propriedades mecanicas dos eritrocitos podem ser estudadas por

meio de aspiracdo por micropipeta, inicialmente descrita como um “elastimetro
celular”, no qual a superficie da célula é aspirada para a boca de uma pipeta de
vidro (Figura 3A). O comprimento da célula é quantificado com uma precisao
de + 25nm (19).

A aspiracao por micropipeta requer treinamento e € um método de célula
Unica exigente. Eritrocitos infectados por P. falciparum em estagio de anéis e
estagios maduros requerem 1,5 e 4-6 vezes mais pressdo do que eritrocito
normal para entrar em pipetas de 3um de largura, respectivamente (20).
Ensaios de aspiracdo de micropipeta mostraram que as proteinas do parasita
KAHRP e PfEMP3 contribuem para a rigidificacdo da membrana do eritrécito

infectado maduro (21).

1.4.2 Ectacitometria

Este método forneceu a primeira demonstracédo de uma deformabilidade
reduzida de eritrécito infectado que pode induzir sua retengcdo no baco. A
ectacitometria usa um Analisador Otico Rotacional de Células Vermelhas
Assistido por Laser para medir o padrdo de difracdo de eritrocito cisalhado
ressuspenso em um meio viscoso a 37°C para determinar seu indice de
alongamento (El). Ele mede rapidamente a deformabilidade média de uma

populacao de eritrécito (Figura 3B).



A ectacitometria tem sido amplamente utilizada para avaliar a
deformabilidade de hemacias em condi¢cdes patoldgicas, tanto em disturbios

hereditarios de hemacias quanto na malaria (22).

1.4.3 Microfiltracéo

A microfiltragcdo foi projetada para simular a retengcdo mecénica de
eritrécitos conforme eles cruzam fendas interendoteliais no baco
humano. Microesferas de metal calibradas com 5-25 ym de diametro, dao
forma a uma matriz que avalia a deformabilidade de eritrécitos infectados
misturado com os eritrocitos normais (Fig. 3C). As propor¢ces a montante
(antes da passagem) e a jusante (apoOs a passagem) dos eritrocitos infectados
(ou seja, parasitemia quantificada em esfregacos corados com Giemsa ou por

citometria de fluxo) permitem o calculo de uma taxa de retengéo (23)

Neste sistema baseado em microesferas, as taxas de retencao
aumentadas correspondem a deformabilidade desses eritrécitos infectados
diminuida (23).

1.4.5. Dispositivos microfluidicos

Dispositivos microfluidicos acoplados avide o microscopia sao
ferramentas poderosas para explorar como eritrocitos se comportam em
capilares ou fendas esplénicas, em fisiologia e doenca, incluindo a
malaria. Observacdo usando dispositivos microfluidicos foram combinados
com simulacdes in silico para prever a deformabilidade dos eritrocitos (Figura
3D).

As taxas de retencédo dos eritdcitos ou tempo de transito deles através
do dispositivo sdo as principais leituras, os espacos circulatorios dentro dos

chips podem ser projetados para imitar capilares ou fendas esplénicas com



tamanhos homogéneos ou para entrar em canais / fendas com largura
decrescente (24). Enquanto os eritrocitos néo infectados cruzam facilmente
fendas de 2 ym de largura, o esquizontes de P. falciparum s&o geralmente

bloqueado em constricdes de 2—-5 pm (25).

A microfluidica mostrou o forte contraste entre o eritrécito infectado do P.
falciparum rigido e o eritrocito infectado do P.vivax deformavel em seu
respectivo estagio maduro, o que pode explicar por que uma proporcéao de P.

vivax circulante escape da depuragao esplénica (26).

A Aspiracao micropipetal B
Ektacitometria

bomba de vacuo Jusante |

D Dispositivos microfluidicos

|. estratégia de caplura de células Il. estratégia de transito celular lll. Irbcssorting baseado em Marginacéo

Enriquecer|

s = iRBCs

Forma alongada RBC

Figura 3. Métodos para investigar a deformabilidade de eritrécitos infectados durante a
maléaria (27). (A) Aspiracdo de micropipeta: A superficie de um Unico eritrdcito € aspirada para
a boca de uma pipeta de vidro enquanto as pressdes de succdo sao aplicadas. Quando o
eritrécito é parcialmente aspirado, o comprimento da lingua informa sobre a deformabilidade da
membrana na &rea local correspondente. Quando todo o eritrécito € aspirado, 0 volume e a
superficie podem ser calculados considerando o eritrécito como dois hemisférios separados por

um cilindro. (B) Ectacitometria: o padrdo de difracdo de um feixe de laser através de uma



10

populacéo de eritrécito diluida em meio viscoso (PVP) e submetida a um fluxo de cisalhamento
de 0,3 a 30 Pa, fornece o indice de alongamento do eritrécito infectado. (C) Microsfiltracao:
Avalia a capacidade do eritrécito de se espremer através de fendas estreitas entre as
microesferas metélicas sob fluxo, imitando a filtracdo esplénica. A fragcdo retida é calculada a
partir das concentracdes a montante e a jusante da populacédo de interesse. (D) Microfluidica:
O controle do fluxo de fluido é feito por meio de microbombas / microvélvulas, entdo o
comportamento de um Unico eritrocito é rastreado por video microscopia em um biochip de

polidimetilsiloxano (um polimero orgénico a base de silicio, PDMS) projetado especificamente.

1.5 Deformabilidade dos eritrdcitos infectados pelo Plasmodium spp.

Durante o amadurecimento e esquizogonia de Plasmodium spp. Dentro
das hemacias diversas alteracdes na célula infectada sdo observadas, havendo
remodelacdo de citoesqueleto, transporte para ou da membrana celular de
proteinas do hospedeiro e do parasita. Tudo isto pode levar a mudancas no
padrdo de deformabilidade destas células infectadas podendo culminar com
sua remocgao ao passar pela filtragdo no baco ou conferir algum mecanismo de

escape e sobrevivéncia do parasita (28).

No processo de invasao do P. falciparum a célula do hospedeiro com o
intuito de se replicar e perpetuar a espécie, durante o ciclo intraeritrocitico de
48 horas ocorrem modificagdes da membrana eritrocitaria e no citoesqueleto,
levando-a uma deformacgdo substancial dos eritrocitos antes discoides, que se
tornam mais esféricos. Para evitar a depuracdo esplénica, o parasita realiza o
sequestro no revestimento endotelial dos capilares no tecido profundo. Para
gue a citoadesdo ocorra, 0 parasita produz proteinas adesivas que sao
transportadas para a membrana da célula hospedeira e sdo ancoradas em

complexos ao citoesqueleto do eritrocito infectado (29).

Na fase final do ciclo intraeritrocitico a liberacdo dos merozoitos fazem
com que o citoesqueleto e a membrana do eritrocito infectado sejam
destruidos. Cada estagio tem seus proprios requisitos; por meio da

remodelacdo da célula hospedeira, o parasita atende a esses requisitos, e as
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proteinas exportadas do parasita desempenham um papel fundamental nesses

processos (29).

Estagio de Anel

A primeira metade do ciclo de desenvolvimento intraeritrocitico é
conhecida como estagio do anel. Poucos minutos apds a invaséo, o0 parasita
comeca a exportar proteinas para a célula hospedeira, um processo continuo
até o final do ciclo de desenvolvimento de 48 horas. Uma das primeiras
proteinas exportadas é o antigeno de superficie de eritrécito infectado com anel
de proteina Plasmodium helicoidal intercalado subtelomérico (PHIST), que é
descarregado dos granulos densos no vacuolo parasitéforo e, em seguida,

exportado para a célula hospedeira (10).

Os membros da familia de proteinas de alto peso molecular (RhopH)
desempenham um papel duplo. Eles sédo liberados das roptrias durante a
invasédo e, entdo, sao encontrados ao longo do ciclo intraeritrocitico na periferia
do eritrécito infectado, desempenhando um papel na captacédo de nutrientes. O
citoesqueleto do hospedeiro multiplo e as proteinas do parasita exportadas
foram identificados como potenciais parceiros de interacdo, sugerindo que as
proteinas RhopH podem estar envolvidas na remodelacdo da célula
hospedeira. As modificagdes do citoesqueleto observadas nessa fase de

invasdo sao reversiveis e ndo destrutivas (30,31).

Transicdo do estagio do anel para o trofozoito

A transicdo do estagio do anel para o trofozoito ocorre por volta de 16 a
24 h apo6s a invasdo e € marcada por mdultiplas mudangcas no eritrécito
infectado. Durante essa fase a proteina de antigeno de superficie eritrocitaria
infectado por parasita maduro (MESA) esta envolvida na reestruturacdo do
citoesqueleto do eritrécito infectado. A MESA compete com a proteina
hospedeira p55 pela ligacdo a banda 4.1, uma proteina envolvida na

estabilizacdo da rede espectrina-actina, fornecendo uma possivel explicacéo
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para a geracdo de extremidades de espectrina livres que sdo entdo usadas

para ancorar botdes ao citoesqueleto (32).

Formacao dos Knobs

Knobs sé&o saliéncias na superficie do eritrocito infectado formadas por
uma camada densa de elétrons embaixo da membrana do eritrécito infectado,
consistindo em um complexo de proteinas dominado pela proteina rica em
histidina associada a knob (KAHRP) e uma estrutura espiral subjacente. Knobs
foram relatados em associagcdo com juncdes citoesqueléticas, embora nem
todas as juncbes mostras sem a presenca de knobs, além de ser essencial
para a formacao dos Knobs, e para a ligagcdo de espectrina, actina, e banda de
4.1 (33).

A funcdo mais importante dos Knobs é ancorar a proteina 1 da
membrana do eritrécito Plasmodium falciparum (PfEMP1), que se acumula na
superficie do eritrécito infectado por volta de 16 a 20 horas ap6s a infec¢do. O
PfEMP1 medeia a citoadesdo ao revestimento endotelial dos capilares e o
sequestro de eritrécitos infectados esta ligado a malaria grave, tornando o

PfEMP1 o principal fator de viruléncia do P. falciparum (34,35).

Outras proteinas exportadas localizam-se perto dos Knobs e podem
fazer ligacGes cruzadas ou ancora-los ao citoesqueleto e desempenhar um
papel na integridade estrutural e na forma dos Knobs. As proteinas PHIST tém
sido implicadas como ligantes entre as proteinas do citoesqueleto e as

proteinas do parasita exportadas (36).

Estagio de trofozoito

Durante o estagio do trofozoito, poucas mudancgas importantes na célula
hospedeira parecem ocorrer. Devido a maior parte da remodelacdo do
citoesqueleto ter ocorrido durante a transicdo do anel para o trofozoito,
algumas dessas mudangas continuam gradualmente ao longo do estagio do

trofozoito e provavelmente até a saida. Os primeiros Knobs aparecem por volta
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de 20h, e seus numeros aumentam linearmente enquanto seu tamanho diminui

até 36h, o que marca o fim do estagio de trofozoito (37,38).

Estagio de Esquizonte

Durante o estagio de esquizontes, células-filhas sdo produzidas, que
subsequentemente reinfectardo novas células hospedeiras. Uma série de
replicacdes do genoma e divisbes nucleares ocorrem, e merozoitos individuais
sdo formados por segmentacdo. A sintese de proteinas durante esta fase é
focada em proteinas de merozoitos e proteinas que sdo necessarias para a
invaséo (39). Proteinas associadas a complexos juncionais, como aducina e
tropomiosina, também sdo perdidas do citoesqueleto, indicando que ocorre
alguma remodelacdo ou desmontagem. Isso € acompanhado por um aumento
no tamanho da malha de espectrina e o aparecimento temporal de orificios no
citoesqueleto. A destruicdo final e completa do citoesqueleto antes da saida &

um processo rapido e bem orquestrado (40,41).

Estagio de Gametdcito

As mudancas morfolégicas nos gametocitos parecem ser causadas
principalmente por mudanc¢as no proéprio citoesqueleto do parasita e em seu
complexo de membrana interna contribuindo principalmente para mudancas na

rigidez celular durante o desenvolvimento sexual (42).

O citoesqueleto de eritrocitos infectados por gametécitos (GIES) €
direcionado durante o desenvolvimento sexual, com remodelacdo de actina
ocorrendo quando gametdécitos em estagio Il e V. O numero de juncdes de
actina é reduzido em 18% no estagio lll em comparagcdo com o estagio I, o
tamanho da malha de espectrina aumenta consideravelmente até o estagio lll e
a mobilidade lateral da banda 3 é reduzida, tudo levando a deformabilidade
diminuida dos GIEs, o grau de deformabilidade reduzida é semelhante ao dos

trofozoitos (42). Foi demonstrado que o residuo de serina Ss2ada proteina

STEVOR (SubTElomeric Variable Open Reading frame), que se liga ao
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citoesqueleto da célula hospedeira e esta presente apenas em P. falciparum, é

fosforilada durante os estagios | a IV (43).

Durante o desenvolvimento dos gametécitos do estagio | ao IV, as
alteragcdes morfologicas sdo acompanhadas por um aumento constante da
rigidez, levando ao sequestro na medula éssea e no baco (44). O processo de
sequestro de gametdcitos até o final do estagio IV € praticamente
desconhecido, mas PfEMP1 é observado em niveis muito baixos no estagio |, e
os GIEs néo tém knobs na superficie. Portanto, é provavel que a familia de
proteinas STEVOR possa desempenhar um papel essencial no sequestro de

gametdcitos de P. falciparum (45).

Para circular, os GIEs devem se tornar flexiveis novamente, e as etapas
de remodelacdo anteriores até o estagio lll parecem ser revertidas no estagio
V. No estagio V, a largura da rede de espectrina diminui, a deformabilidade
aumenta repentinamente e a mobilidade lateral da banda 3 e o numero de
juncdes de actina aumentam novamente para niveis comparaveis aos de
heméacias nao infectadas (42). Consequentemente, as modificacbes nos
gametdécitos parecem ser geralmente reversiveis. Mesmo o0 residuo Ss2s
previamente fosforilado de STEVOR torna-se desfosforilado e se dissocia da
membrana GIE (43).

Nos estagios de trofozoito e esquizontes, a forma da célula hospedeira
muda e se sequestra para o revestimento capilar endotelial. Ha um aumento na
fosforilagdo, mas em contraste com a fosforilagdo durante a invasdo, ndo ha
dissociacdo parcial e enfraguecimento do citoesqueleto, mas facilita as
interacGes proteina-proteina que contribuem para o aumento da rigidez. Além
disso, os produtos metabdlicos do parasita exercem estresse oxidativo que
também contribui para a rigidificacdo do citoesqueleto dos eritrocitos infectados
(46).

Durante a invasdo do Plasmodium vivax nos reticulécitos CD71 * ocorre

uma remodelacdo dessa célula. Dentro de 6 horas apos a invasdo o0s
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reticulocitos imaturos CD71 + rigidos sao transformado em
CD71 deformaveis (47).

Dentro de 8 horas apdés a invasdo surge na superficie do eritrdcito
infectados as cavéolas de origem parasitaria. Essas cavéolas, descritas pela
primeira vez na década de 1970 em eritrécitos infectados de P. vivax,
geralmente estdo associadas a numerosas vesiculas, e a estrutura combinada
€ conhecida como complexos cavéola-vesicula (CVCs). Acredita-se que 0s
CVCs estejam envolvidos na endocitose de macromoléculas vitais para o

desenvolvimento de P vivax (48).

Em P. falciparum, durante o estagio de anel (ou seja, nas primeiras 16—
24 h), os eritrocitos infectados sofrem até 9,6% de perda de area de
superficie. Mais de 50% das células infectadas por parasitos no estagio de anel
sé@o retidas apoOs atransfusdo ex vivo através de bagos humanos (17,23).
Esses processos de retencdo e acumulo decorrem da funcgéo fisiologica do

baco humano de controlar a deformabilidade dos glébulos vermelhos (20).

Quanto as propriedades reolégicas dos eritrécitos infectados, a
maturacdo intraeritrocitica do P.vivaxtem efeito oposto ao doP.
falciparum. Eritrécitos infectados por P. vivax (Pv-iEs) se tornam mais
deformaveis, enquanto eritrocitos infectados por P. falciparum (Pf-IEs) se
tornam mais rigidos. Este aumento da rigidez em Pf-iIEs pode aumentar seu
tempo de transito através de vasos de pequeno diametro da microcirculagao,
facilitando a citoaderéncia e evitando a depuracdo esplénica. O aumento da
deformabilidade dos Pv-iEs provavelmente explica por que essas células nao

ficam presas nos sinusoides do bago e, portanto, sdo capazes de circular (49).

Estd diferenca entre as duas principais espécies de Plasmodium
humanas possivelmente esta relacionada as células as quais estes
protozoarios invadem (50). Enquanto P. falciparum invade hemacias maduras
(normdcitos), e possivelmente hemacias ja proximas a senescéncia, as quais
naturalmente tem a deformabilidade reduzida; P. vivax invade reticuldcitos,que

devido ao material reticular em seu citoplasma, ainda sdo menos deformaveis
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gue os normocitos.No entanto,a invas@o por este parasita leva ao rapido
amadurecimento do reticulocito a eritrocito que passa a ter um fenotipo mais

deformavel (47).

Entretanto Kho et al (2021) recentemente demonstraram que o0 baco
sustenta uma biomassa muito grande de parasitos de P.vivax assexuados nao
fagocitados, concomitantemente com o0 aumento da disponibilidade
de reticulécitos CD71 * imaturos, ambos co-localizados em  ambientes
esplénicos onde eventos de invasdo-reinvasdo formariam um ciclo de vida
endoesplénico criptico. Ainda os autores sugerem que P. vivax pode ter
evoluido varios mecanismos para maximizar sua sobrevivéncia e replicacdo no
baco (51).

1.6 Relevancia do Estudo

Diante do exposto, percebe-se que apesar de algum conhecimento
sobre a reologia de eritrocitos infectados por P.vivax, ainda ha lacunas no
conhecimento deste processo e investiga-lo pode ajudar a elucidar
mecanismos que levam a sobrevivéncia e permanéncia do parasita no
hospedeiro. Desta maneira, fica evidente que mais estudos sistematicos sobre

a biologia eritrocitica de P.vivax sdo necessarios.

Como contextualizado na reviséo de Russell e Cooke (2016), melhorar
a compreensdo dos mecanismos que estdo subjacentes as mudancas das
hemacias infectadas por P. vivax pode contribuir para gerar informacdes que
levem ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra parasitos
assexuados e sexuados, resultando em drogas que possam bloquear a
transmissdo e retardar o desenvolvimento de resisténcia do parasita aos

futuros medicamentos antimalaricos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os aspectos reologicos dos eritrocitos infectados pelo Plasmodium

vivax.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a deformabilidade de eritrécitos infectados por de P. vivax;
- Avaliar a taxa de hemolise dos eritrocitos infectados por P.vivax;

- Associar o grau de retencdo com o estagio parasitario;
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Resumo

A malaria € uma doenca infecciosa, causada por protozoario do género Plasmodium,
tendo como principais espécies responsaveis por essa infeccdo em humanos,
0 Plasmodium falciparum e o Plasmodium vivax (P. vivax), que afetam 228 milhdes de
pessoas com mais de 400.000 mortes a cada ano. Durante a replicagdo do parasito no
sangue do hospedeiro, o bago é um dos principais Orgdos que participa do
estabelecimento da resposta imune e eliminacdo dos parasitos. Em resposta a infeccdo
do parasito, o bago sofre uma série de alteracdes morfologicas, sendo a mais aparente o
seu aumento, referido como esplenomegalia. Uma das funcdes fisiologicas do baco é
justamente eliminar eritrocitos senescentes e/ou alterados e parte deste reconhecimento
se da pelo aumento de rigidez destas células. Existem diferentes metodologias para
avaliar a deformabilidade destas células e em P. vivax alguns estudos demonstram que
as celulas infectadas parecem manter o padrdo de deformabilidade, enquanto outros
sugerem que ha perda deste padrdo. Este estudo avaliou a deformabilidade de células
infectadas contendo diferentes estdgios de maturacdo do parasito. Para isto, foram
coletadas trinta amostras de sangue de pacientes diagnosticados com malaria vivax
atendidos na Fundacgdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado. Destas amostras,
em dezesseis foi possivel realizar o ensaio de deformabilidade. A avaliagdo da
deformabilidade dos eritrocitos foi realizada através da filtracdo por microesferas de
metal de diferentes tamanhos que mimetizam o processo de filtragdo do sangue ocorrido
no baco. Esta avaliacdo foi realizada antes e ap0s cultivo do parasita ex vivo visando
investigar a deformabilidade de diferentes estagios do parasita. E para isso foi analisada
a parasitemia e distribuicdo dos estagios dos parasitos por microscopia e citometria de
fluxo nos diferentes tempos (antes e pds cultivo) passando pelas microsfera de metal.
Ainda foi avaliada a taxa de hemolise do material antes e apds a passagem pelas
microsfera de metal em 6 isolados para determinar se havia ruptura das células durante
este processo através da leitura de absorbancia (560nM) do sobrenadante em
espectrofotdmetro de placa. Observou-se uma reducao na parasitemia das amostras apés
as filtracdes pelas beads, tanto antes (T1) quanto apds o amadurecimento (T2) (Teste de
Wilcoxon, P=0,003 e P=0,0010, respectivamente). Todas as células contendo estagios
maduros e gametdcitos mostraram menor deformabilidade. N&o houve hemdlise
significativa das amostras pela passagem nas beads, ndo interferindo na avaliacdo da
deformabilidade dos eritrécitos infectados. Nossos dados sugerem que 0S eritrocitos
infectados pelo P. vivax perdem a deformabilidade, e esta perda é mais evidente nos
esquizontes, e nos gametdcitos. Esta perda de deformabilidade deve ter consequéncias
na filtracdo realizada pelo bago e mais estudos devem ser realizados para elucidar esta
caracteristica.

PALAVRA-CHAVE: Maléaria; Plasmodium vivax; Baco; Deformabilidade
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Background

A maléria é uma doenca infecciosa, causada pelo Plasmodium, tendo como principais
espécies responsaveis por essa infeccdo, o Plasmodium falciparum e P.vivax. A doenga
afeta 228 milhdes de pessoas com mais de 400.000 mortes a cada ano (1). Apesar de
varios estudos, a malaria vivax permanece menos compreendido devido 0s seus
aspectos biologicos e patogénicos apresentando um maior desafio para a eliminagao do
que o P. falciparum que é mais prevalente no continente Africano sendo mais

relacionado a gravidade e complicagdes (2).

O Plasmodium pode atingir varios 6rgaos durante o seu desenvolvimento bioldgico,
entre eles esta o baco que desempenha um papel fundamental nas respostas imune inata
e adaptativa, na eliminacdo seletiva dos eritrocitos envelhecidos ou anormais e na

remocao de patdgenos presentes no sangue (3,4).

Durante a invasdao do P. falciparum a sua célula hospedeira para se replicar e ser
transmitida, e todas as alteragdes durante o ciclo intraeritrocitico de 48 horas ocorrem
modificagdes da membrana eritrocitaria e no citoesqueleto, levando a uma deformacéo
substancial dos eritrocitos antes disclides, que se tornam mais esféricos,
consequentemente esses eritrocitos infectados ndo podem mais passar pelo baco. Para
evitar a depuracdo esplénica, o parasita se acumula no revestimento endotelial dos
capilares no tecido profundo. Essa citoadesdo requer que o parasita insira antigenos na
membrana da célula hospedeira e os ancore em complexos de knob sao citoesqueleto do

eritrocito infectado (5).

Quanto as propriedades de deformabilidade dos eritrécitos infectados, a maturagao
intraeritrocitica do P. vivax tem efeito oposto ao do P. falciparum. Pv-iEs (eritrocitos

infectados por P. vivax) se tornam mais deformaveis, enquanto Pf-iEs (eritrocitos
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infectados por P. falciparum)se tornam mais rigidos, o aumento da rigidez de Pf-iEs
pode aumentar seu tempo de transito através de vasos de pequeno didmetro da
microcirculacdo, facilitando a citoaderéncia e evitando a depuracdo esplénica. O
aumento da deformabilidade dos Pv-iEs provavelmente explica por que essas células

ndo ficam presas nos sinusoides do baco e, portanto, sdo capazes de circular (6).

Esta diferenca entre as duas principais espécies de Plasmodium que causam infeccdo em
humanos possivelmente estd relacionada as celulas as quais invadem. Enquanto P.
falciparum invade normacitos, e possivelmente células ja proximas a senescéncia, estas
naturalmente tém a deformabilidade reduzida e a infec¢do pelo parasita mantém este
padrdo. Entretanto, o P. vivax invade os reticulécitos que sdo menos deformaveis que 0s
normacitos, no entanto a invasao por este parasito leva ao rapido amadurecimento do

reticuldcito a eritrcito que passa a ter um fenotipo mais deformavel (7).

Entretanto KHO et al (2021) recentemente demonstraram que 0 bago sustenta uma
biomassa muito grande de parasitos de P.vivax assexuados ndo fagocitados,
concomitante com o aumento da disponibilidade de reticul6citos CD71 * imaturos,
ambos co-localizados em ambientes esplénicos onde eventos de invasdo-reinvasao
formariam um ciclo de vida endosplénico criptico. Ainda sugere que P.vivax pode ter

evoluido varios mecanismos para maximizar sua sobrevivéncia e replicacdo no baco (8).

Neste sentido, apesar de haver estudos mostrando a deformabilidade de P. vivax, estes
ainda sdo escassos e avaliados somente por metodologias de dispositivos
microfluidicos. Estas evidéncias de que o parasita possa ter um ciclo criptico no baco
nos levaram a avaliar se a perda da deformabilidade de Pv-iE ao longo de sua maturacao
pode estar envolvida na retencdo deste 6rgdo contribuindo para o acumulo através do

ensaio de microfiltrac&o.
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Matérias e Métodos

Recrutamentos de pacientes e coleta de amostra

A inclusdo de pacientes foi realizada na Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), Manaus, Amazonas, Brasil. Os critérios de inclusdo foram:
adultos maiores de 18 anos, ambos o0s sexos, pacientes diagnosticados com malaria
vivax na auséncia de tratamento prévio nos ultimos 30 dias com parasitemias maiores
que 1.000 parasitas/ul. Os pacientes que aceitaram participar do estudo fizeram a leitura
e concordancia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Posteriormente foi preenchido um questionario e foram coletados no tubo de heparina
cerca de 20 mL de sangue por puncdo venosa. Apds o preenchimento do questionario e
coleta de sangue, o paciente recebeu atendimento médico e tratamento antimalarico
apropriado dando seguimento a rotina ambulatorial da FMT-HVD. O sangue coletado
foi levado para o laboratério do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema

(IPCCB) para o seguimento dos experimentos.

Processamentos de amostra e purificacdo de P. vivax

O sangue foi centrifugado a 400 g por 5 minutos para a separacdo do plasma. O pellet
de eritrocitos formado foi lavado 2 vezes com 0 meio RPMI-1640 e ressuspendido no
final para entdo ser passado em coluna de celulose (seringa de 10 ml com 0,5 cm? de 14
de vidro e 5 cm? de celulose da Sigma/Aldrich©) para a deple¢do dos leucécitos (9). As
células obtidas foram lavadas duas vezes em meio RPMI-1640para eliminar os residuos
de celulose. Em seguida, 5 mL dessa suspensdo foi transferida para tubo plastico conico

de 15 mL. Com auxilio de uma pipeta, 5 mL de uma solucdo de Percoll® na
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concentracao de 45% (GE Healthcare, USA) foram gentilmente depositados abaixo da
suspensdo de eritrécitos com o objetivo de purificar os eritrdcitos infectados. O tubo foi
centrifugado a 1.500g por 15 minutos, em baixa aceleragdo e sem freio para formacéo
de gradiente. Apoés a centrifugacéo, os eritrocitos sadios foram depositados no fundo do
tubo, enquanto as formas maduras (trofozoitos e esquizontes) foram encontradas na
interface. Os eritrdcitos infectados foram retirados da interface e trés lavagens em meio
RPMI-1640foram realizadas para a completa remocdo da solucdo de Percoll® (10).
Ap0s a dltima lavagem os eritrécitos infectados foram ressuspendidos em meio RPMI-
1640. O ndamero de células totais obtidas depois da purificacdo foi determinado por
contagem com auxilio da Camara de Neubauer e a parasitemia determinada por meio de
esfregagos corados com Pandtico Rapido (Laborclin). Parte dos Pv-iEs foram utilizados
logo ap6s o enriquecimento por Percoll® para o ensaio de deformabilidade (descrito a
seguir) e a outra parte foi mantida em cultivo (37°C, atmosfera de 5% de O3) para o seu
amadurecimento, em meio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) contendo D-
glicose e 20% de plasma humano AB+ inativado, por cerca de 24h. Posteriormente, foi

realizado o ensaio de deformabilidade (10).

Avaliacdo da deformabilidade de eritrdcitos infectados por P. vivax

Para verificar a deformabilidade dos eritrocitos infectados por P. vivax foram utilizadas
microesferas de metal calibradas com duas distribuicbes de tamanho diferentes
(medindo de 5 al5 pum de diametro e 15 a 25 pum de didmetro), na utilizacdo de um
unico lote com o objetivo de simular a passagem destas células pelo bago. Tanto a
forma e o tamanho das particulas foram controlados pelo fabricante para garantir que
mais de 90% dos granulos estdo no intervalo de tamanho especificado. Foi misturada

200mg de microesferas secas de cada tipo e, em seguida suspenso em 1 ml do meio
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RPMI-1640 contendo 5% Albumax GIBCO ®. Um total de 600uL desta suspenséo de
microesferas foi adicionada e invertida numa ponteira com filtro de 1000uL (Neptune,
BarrierTips) com isso levou-se a formacao de uma camada grossa de 5 mm de espessura
sobre a pipeta com filtro. Um total de 1000 pL de suspensdo de hemacias parasitadas a
2% de hematdcrito e cerca de 3% de parasitemia (foram perfundidas através da camada
de microsfera numa taxa de fluxo de 1ml/min, usando uma bomba infusora (Harvard
Apparatus). Posteriormente a camada de microesferas foi lavada com 7 ml do meio
RPMI-1640 contendo 5% de Albumax. A amostra inicial foi recuperada antes da
passagem pela camada de granulos e no final de todo o processo (filtragdo e lavagem)
ocorreu a separacdo da amostra pés filtracdo por duas sucessivas etapas de lavagens. A
parasitemia da amostra antes e pos filtracdo foi determinada por esfregagos sanguineos.
Para isto, foi realizada a contagem do numero de parasitas em 5.000 células totais,
assim como a contagem diferencial dos estagios (anel, trofozoito, esquizontes e

gametocitos) em cerca del00 parasitos antes e apoés a filtracdo (11).

Cultivo do Plasmodium falciparum

Com o objetivo de utilizar a espécie como controle interno para 0 ensaio de
deformabilidade, a cepa 3D7 de P. falciparum foi descongelada e mantida em cultivo
(meio RPMI-1640 contendo 10% de plasma humano A+ inativado) a 37°C em
atmosfera hipoxica (atmosfera de 5% de O ), conforme descrito na literatura (12). Apos
0 parasito atingir parasitemia de 4%,sendo 70% dos parasitas em estagio de anel, a
cultura estava apta para ser realizado o ensaio de deformabilidade. Esse ensaio foi
avaliado em diferentes tempos (antes do cultivo e pds cultivo) conforme o
amadurecimento do parasita (anel, trofozoito e esquizonte), sendo realizado o ensaio em

duplicata, nas mesmas condic¢des do ensaio em P. vivax descrito no item acima.
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Teste de Hemdlise

Para avaliar se a passagem pelas beads metalicas poderia levar a hemolise das células e
interferir na analise da deformabilidade, realizou-se a avaliacdo da hemolise através da
determinacdo de heme livre por espectrofotometria conforme descrito na literatura (13).
Esta avaliacdo foi realizada nas amostras antes e apds a passagem pelas microesferas de
metal nos dois tempos (antes e ap6s amadurecimento) tanto nas amostras de P.vivax e P.
falciparum. Para este ensaio, o material das diferentes condi¢des foi centrifugado a 1500
rpm por 5 min e 100ul de sobrenadante das amostras foi adicionado a pogos da placa de
96 pocos. Como controle negativo 100ul de meio RPMI-1640 +5% de Albumax foi
adicionado a placa. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata. A densidade dptica
(DO) do sobrenadante das amostras foi determinada em espectrofotdmetro de placa
(GloMax Explorer) no comprimento de onda de 560nM. Com base nas absorbéancias foi
utilizado o seguinte calculo para verificar a percentagem de hemdlise m relacdo ao

controle: 100 x (DO das amostras— DO médio do controle negativo).

Citometria de fluxo

Com o intuito de otimizar e semi-automatizar a avaliagdo da deformabilidade,
utilizamos a citometria de fluxo para avaliar a parasitemia das amostras antes e pés
filtracdo. Foram utilizados os corantes de &cido nucléico SYBR Green | (SG,
Invitrogen-Molecular Probes), solugédo estoque 10.000 x concentrado em DMSO e
Dihidroetideo (DHE, Sigma-Aldrich). O DHE foi diluido conforme instrugdes do
fabricante (5mg/ml). Foram avaliadas as concentragdes de 1x de SYBR GREEN e DHE
nas concentragdes de 2,5ug/ml, em duplicata para cada condi¢cdo. A marcacdo dos
parasitas foi realizada de acordo com protocolo descrito anteriormente (14). Para isto as

amostras antes de passar pelas beads metalicas e ap0s a passagem foram centrifugadas a
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400 g por 5 min e 10ul do pellet de células foi adicionado no tubo de ensaio. A este foi
adicionado 10ul da solugdo contendo 0s corantes (SYBR Green e DHE), seguido de
incubacdo por20 minutos a 37° C. Apos esse intervalo foi adicionado 200ul de PBS1x
gelado para paralisar a reacdo para entdo ser realizada a leitura da amostra em citdmetro
BD FACSCantol™I. Apés a aquisicdo da amostra pelo equipamento, os dados brutos

foram obtidos no software FlowJo versao 10.

Quantificacdo de parasitas por citometria de fluxo

As amostras foram analisadas usando um laser duplo (azul: 488 nm, 50 mW de estado
sélido; vermelho: 640 nm, diodo 30 mW) equipado para analise em tubo de ensaio de
alto rendimento (BD FACSCanto II ™). O laser azul foi utilizado para a deteccdo de
ambos os corantes (SG em FL1: 530 + 15 nm;DHE em FL2: 585 + 20 nm). As células
foram selecionadas de acordo com seu perfil Tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-

A). Para aquisic¢do de dados, 50.000 eventos totais foram analisados por replicada.

Anaélise de dados

Para analisar os dados e a producdo dos graficos foi utilizado o software GraphPad
Prism 8.0.2. A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. Para
a comparacao entre os grupos foram realizadas analises pareadas com teste t de Student
ou Wilcoxon. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P < 0,05 para todos

os testes. A taxa de retengéo foi calculada da seguinte forma: 100*(1-(DF/AF)).
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Resultados

Fluxograma dos isolados de P. vivax coletados

Foram coletadas 30 amostras de pacientes com malaria causada pelo P.vivax atendidos
na FMT-HVD. Em 14 amostras houve problemas na purificacdo que levaram a
obtencdo de quantidades insuficientes para proceder o ensaio. Dessa forma, a filtracdo
mecanica simulando a circulacgdo esplénica com o uso das microesferas de metal (ensaio
de deformabilidade) foi realizada em 16 amostras. O fluxograma abaixo descreve 0s

ensaios que foram realizados com as amostras.

[ 14 Excluidos H 30 Amostras J

[ 16 Amostras ‘

2 Amostras- 5 Amostras 11 Amostras 2 Amostras-
i i Citometria
Citometria T1 T1 e T2
3 Amostras- Teste 3 Amostras- Teste
de Hemolise de Hemodlise

Fluxograma dos isolados de P.vivax. Ensaio realizado antes do amadurecimento ex

vivo (T1). Ensaio realizado ap6s o amadurecimento ex vivo (T2).

Isolados de Plasmodium vivax ficam retidos apds a filtracdo independentemente do

estagio

O ensaio de deformabilidade foi realizado em 16 amostras logo ap6s a purificacdo do

parasito (T1). Destas apenas em 11 amostras foi possivel realizar o ensaio apos o
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amadurecimento ex vivo do parasito (T2). A taxa de retencdo da parasitemia das
amostras antes e apés a filtragdo nos dois tempos esta descrita na Tabela 1. Como
podemos verificar na média e desvio padrdo que a maioria dos isolados testados houve a
reducdo da parasitemia apdés a filtracdo, ou seja, os parasitas ficaram retidos nas
microesferas de metal ndo passando pela microfiltragem em ambos os tempos (46,4 +
39,2; 64,1 £ 16,5 respectivamente). Em alguns isolados ( 2 e 7 ) houve aumento da
parasitemia apds a filtracdo, o que se deve a maior retencdo de eritrocitos nao

infectados, isso apenas no T1 n&o sendo observado no T2.

Tabela 1. Parasitemia dos estagios parasitarios antes e apds a filtracdo.

T1 T2
Parasitemia (%0) Taxa de Parasitemia (%) Taxa de
retencdo retencdo
AF DF AF DF

1 1,27 0,77 39,4 0,59 0,32 45,3
2 3,50 4,33 -23,7 1,85 0,49 73,6
3 141 1,42 -0,7 1,53 1,06 30,9
4 2,89 1,41 51,2 2,00 0,45 77,4
5 2,42 1,43 40,9 NA NA NA
6 2,60 1,52 41,5 NA NA NA
7 1,64 2,34 -42,7 3,51 1,72 50,9
4,10 0,40 90,2 1,49 0,26 82,4
9 1,42 1,11 21,8 0,84 0,28 66,6
10 1,90 0,75 60,5 1,86 0,34 81,7
11 2,24 0,39 82,6 0,53 0,09 83,0
12 0,41 0,11 73,2 NA NA NA
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13 3,60 0,11 96,9 0,82 0,35 57,3
14 2,76 0,73 73,6 NA NA NA
15 0,60 0,27 55,0 NA NA NA
16 2,42 0,42 82,6 1,41 0,62 56,0
Média 46,4 64,1
DP 39,2 16,5

*NA: Ndo Aplicavel; F: antes da filtracdo; DF: depois da filtracéo.

A taxa de retencdo dos estagios antes do cultivo ex vivo (T1) e ap6s o cultivo (T2) esta

descrita na Figura 1. Essa retengdo da distribuicdo dos estagios de anel, trofozoito,

esquizontes e gametocitos, esta apresentada com a média e desvio padrdo no T1 ( 13+

140; 34,7 £60,1 ; 33,9 £ 251 ;56,2 +28,3) e T2(10,2+116; 66,9 +24,3;78,2+127

; 82,6 + 11,2) respectivamente. Apos a filtragdo todos os estagios ficaram retidos, sendo

a maior percentagem de trofozoito, esquizontes e gametdcitos em ambos 0s tempos.

Apos a filtracdo tanto no T1 quanto no T2 o estagio de anel foi o que reteve menos, o

gue nos mostra que esse estagio passou com mais facilidade pela microfiltragem.
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Figura 1: Porcentagem da distribuicao dos estagios apos as filtracGes. Na figura 1A todos
os estagios ficaram retidos. Na figura 1B apds o cultivo ex vivo houve maior taxa de retencdo
dos estagios de trofozoito, esquizonte e gametdcitos. A taxa de retencdo foi calculada da

seguinte forma: 100*(1-(DF/AF)). AF: antes da filtracdo e DF: depois da filtragao.

Na Figura 2A estd apresentada a média e desvio padrdo da parasitemia dos isolados
antes e apos a filtracdo e podemos observar que houve uma reducdo da parasitemia apds
a filtragdo pelas microesferas de meta 1(2,20 £ 1,02 e 1,12 + 1,03, respectivamente; teste
de Wilcoxon, p = 0,003). Ja a distribuicdo de estagios no T1, podemos verificar que ha
um predominio de trofozoitos antes e apoés a filtragdo (media de 40,03 e 43,82%). Além,
de uma pequena proporcdo de esquizontes (média de 10,6 %) e gametdcitos (média de
9,9 %) que reduzem ainda mais (média de 8,01 e 9,11%, respectivamente) apos a
passagem pelo filtro; ou seja, estes estadgios parecem ter sido preferencialmente retidos.
Em contrapartida a frequéncia de anel é aumentada apés a filtracdo (8,61 e 13,56,
respectivamente AF e DF); revelando que este estagio parece passar livremente apos a

filtracdo pelas microesferas de metal.
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Na Figura 2B pode ser visualizado o comportamento dos isolados que foram
amadurecidos em cultivo ex vivo no ensaio de deformabilidade. Observa-se que houve
também uma reducdo da parasitemia apos a filtracdo pelas microesferas de metal (1,49
+ 0,06 e 0,54 £ 0,05, respectivamente; teste de Wilcoxon, p = 0,0010). Diferente do T1,
0 estagio predominante antes da filtracdo foram os esquizontes (28,35%) que tiveram
sua frequéncia fortemente reduzida apos a filtracdo (13,90 %). Enquanto trofozoitos e
anel tiveram sua frequéncia aumentada (de 19,50para 20,74 e de 4,53 para 7,68
respectivamente) ap0s a filtracdo, revelando que estes estagios passam livremente pelo
filtro mesmo apds o cultivo, similar aos dados do T1. Enquanto gametdcitos tiveram sua
frequéncia novamente reduzida apos a filtracdo (de 10,36 para 6,14) sendo também

parcialmente retidos no filtro que simula a circulacéo esplénica.

A B m Anel
B Trofozoito
= Esquizonte
mm Gametocito

5.0 p= 0,003 5.0 p= 0,001
4.5 4.5
= 4.0 = 4.0
< 3.5+ < 3.54
g 3.0- E 3.0-
o 2.5- o 2.5
’g 2.0 8 2.0+
5 1.5- 5 1.5
0 1.0 Q. 1.0-
0.5 0.5
0.0 0.0
T1 T2

Figura 2. Deformabilidade de Plasmodium vivax através de filtragdo por microesferas de
metal simulando circulacdo esplénica. Para avaliar a deformabilidade foi avaliada a

parasitemia de 16 isolados de P. vivax antes e apds a passagem por filtro construido por
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microesferas de metal simulando ambiente esplénico em dois tempos, antes (A) e ap6s (B)
amadurecimento ex vivo. A parasitemia foi determinada em 5.000 células e a distribuigdo de
estagios em pelo menos 100 parasitas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. AF:

antes a filtragdo; DF: apds a filtrag&o.

A passagem pelas microesferas de metal ndo leva a hemolise das amostras de P.

vivax

A hemdlise das amostras foi avaliada em seis isolados. Na Figura 2 pode-se observar
que ndo houve diferenca na percentagem de hemdlise antes e ap0s a filtracdo nos dois
tempos avaliados (antes e apds a cultura ex vivo). A densidade éptica das amostras foi
avaliada no comprimento de onda 560nM. Portanto, a reducdo na parasitemia apds a

filtracdo ndo deve estar relacionada a hemdlise diferencial das células infectadas.
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Figura 3. Hemdlise das amostras de P. vivax levadas ao ensaio de deformabilidade. A
avaliacdo da hemolise foi realizada através da leitura da densidade Optica em espectrofotdmetro
de placa no comprimento de onda de 560nm em todas as condi¢bes do ensaio de
deformabilidade. Dados de seis amostras de P. vivax avaliados em duplicata em todas as
condi¢Oes. AF: antes da filtracdo; DF: depois da filtracdo; T1: antes do cultivo ex vivo; T2: ap6s

cultivo ex vivo.
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A citometria de fluxo pode ser uma ferramenta para determinar a taxa de retencao

pela microfiltragem

Visando semi-automatizar a determinacdo da parasitemia de P. vivax utilizamos a
marcagdo com os corantes de DNA, SYBR Green e DHE, seguida da aquisi¢do de
células e avaliacdo dos parametros de tamanho, complexidade e fluorescéncia em
citbmetro de fluxo. Para determinacdo da populagdo de parasitas nas diferentes

condicdes.
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Figura 4: Parasitemia do isolado 07 pela citometria. A citometria mostrou que apds as
filtracBes a parasitemia diminuia independente do estagio do parasito. A: gate de heméacias; B:
gate da amostra antes da filtragdo no T1; C: gate da amostra depois da filtracdo T1; D: gate da
amostra antes da filtracdo no T2; E: gate da amostra antes da filtragdo no T2. T1: antes do

cultivo ex vivo; T2: apds cultivo ex vivo.

Na Figura 5A e 5B estd apresentada a média e desvio padrdo da parasitemia dos 4 isolados
que foi possivel fazer a comparacdo da microscopia 6ptica com a citometria antes do
cultivo ex vivo (T1) e podemos observar que houve uma redugido da parasitemia apés a
filtracao pelas microesferas de metal (77,6 + 15,9 e 82,9 + 8,5, respectivamente). Na Figura
5C e 5D mostra a média e o desvio padrao da parasitemia dos 2 isolados que foi possivel
fazer a comparacdo da microscopia 6ptica com a citometria ap6s o cultivo ex vivo (T2) e
podemos observar que houve uma redugdo da parasitemia apés a filtracdo pelas
microesferas de metal (70 £0,13; 71,17 + 0,29, respectivamente). Apesar dessa reducdo
da parasitemia em todos os isolados, hd& uma divergéncia quando comparado a

parasitemia do esfregaco com a citometria.
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Figura 5: Taxa da parasitemia dos isolados (%) comparando a analise feita por
microscopia Optica e a citometria em diferentes tempos. A parasitemia por
microscopia Optica foi determinada em 5.000 células e a parasitemia avaliada por
citometria foi de 50.000 eventos. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. AF:

antes da filtracdo; DF: ap6s a filtracdo.T1: antes do cultivo e T2: p6s cultivo.

O sistema de microfiltracdo simulando a circulagdo esplénica foi montado

corretamente e pode ser utilizado para avaliagdo de deformabilidade de P. vivax

Como o sistema de microfiltracdo € um sistema com montagem manual e nao
manufaturado, avaliamos a reprodutibilidade de nossa montagem utilizando amostras de
P. falciparum, visto que ha dados na literatura para comparacao (10), como um controle

de qualidade. Como podemos observar na Figura Suplementar 1 e na Tabela
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Suplementar 1 a redugdo na parasitemia apoOs a filtracdo acentua-se conforme a

maturacdo do parasita, sendo maior quando havia maior frequéncia de esquizontes.

Parasitemia (%)

=]
[=]
|

=
n
]

=
[=]
1

h
1

Figura 1 Suplementar. Deformabilidade do Plasmodium falciparum através de
filtracdo por microesferas de metal simulando circulagdo esplénica. Parasitemia de
P. falciparum 3d7 determinada por microscopia durante seu amadurecimento in vitro
em 48h quando havia predomindncia dos diferentes estagios parasitarios antes e apds a
microfiltracdo. Este ensaio foi realizado duas vezes independentemente em duplicata.
AF: antes da filtragdo; DF: depois da filtragao.

Tabela 1 Suplementar:

Parasitemia

de P.

amadurecimento in vitro em 48h antes e apds a microfiltragao.

falciparum 3d7 durante seu

AF DF AF DF
Isolado | AF DF (Trofozoito) | (Trofozoito) | (Esquizonte) | (Esquizonte)
Pf3D7 | 0,77% | 0,43% 1,88% 0,76% | ------mm-m-mem | -
Pf3D7 | 4,53% | 3,93% 10,4% 2,56% 9,95% 2,75%
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Discussao

O bago desempenha um papel fundamental no monitoramento da populacdo de
hemacias circulantes, removendo eritrocitos senescentes e material estranho circulante,
como bactérias ou detritos celulares. A estrutura do baco é complexa com duas
circulacbes sanguineas sobrepostas um desvio de fluxo rapido e uma circulacdo de
abertura lenta na qual o sangue ¢é filtrado através de estreitas fendas
interendoteliais. Essa filtracdo lenta permite que os elementos do sangue sejam

avaliados quanto ao revestimento e a deformabilidade (15,16).

Fisiologicamente os eritrécitos normais sdo altamente deformaveis devido a sua alta
proporcédo entre area de superficie e volume, sua viscosidade citoplasméatica moderada e
a elasticidade de seu esqueleto de membrana. Quando o parasita da malaria invade os
eritrocitos ocorre uma mudanca dramatica na deformabilidade celular e na elasticidade
da membrana desses eritrocitos, devido a forma e ao volume do préprio parasita e a
exportacdo de proteinas do parasita que interagem com as proteinas do esqueleto da
membrana do hospedeiro, essas mudancgas sao mais perceptivas em formas maduras do

parasito (17).

O P.vivax tem tropismo especifico para os reticulocitos CD71 + rigidos geralmente
encontrados na medula 6ssea devido ter mais receptores de transferrinas, entretanto é
possivel encontrar reticulocitos no sangue periférico (18). No prazo de seis horas apos a
invasdo, o P.vivax remodela a membrana do eritrocito infectado e o citoesqueleto,
tornando-o tdo deformavel quanto um normdcito ndo infectado (18). As conclusdes

destes autores corroboram com nosso estudo, que mostrou que apoés a filtracdo pelas
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beads a porcentagem de anel do P. vivax aumenta em ambos 0s tempos, ou seja, 0s
eritrocitos infectados nesse estagio sdo mais deformaveis. Porém, a taxa de retencao era
maior no T1, provavelmente isso esteja relacionado com o seu tempo de invasdo aos
reticuldcitos, pois os reticulocitos ndo sdo deformaveis e que apds a invasdo e
modificacdo que o parasito causa na célula faz com que perda essa rigidez e fique mais
deformével. Em contraste, os estdgios de esquizonte e gametdcitos de P.vivax
apresentaram perda da sua deformabilidade apds a filtracdo pela beads, ficando
preferencialmente retidos e diferente de estudos anteriores, que mostraram que esses
estagios sdo capazes de deformar e passar através de microcapilares e fendas sinusoidais
de 2um como também que o P.vivaxaumenta esta deformabilidade da célula
hospedeira para evitar a depuracdo esplénica (19,20).

Outro estudo corroborou com 0s nossos achados sobre a perda da deformabilidade dos
esquizontes (21). A hipdtese é que o mecanismo esteja relacionado com a mudanca que
ocorre cerca de uma hora antes da ruptura dos esquizontes, causando a desregulacao
osmotica a medida que libera os merozoitos. Além disso, o estudo afirmou que as
rosetas também sdo responsaveis por essa rigidez em P. vivax (21). Apesar de ndo poder
descartar que o0s parasitas retidos estivessem em formacdo de rosetas, iSso
possivelmente ocorreu em pequena propor¢do uma vez que o Albumax utilizado no
meio de filtracdo ndo permite a formacdo extensiva de rosetas diferente de plasma, em
especial de individuos com malaria aguda (22).

Outros estudos tém mostrado que os estdgios de esquizonte e gametdcitos tém a
capacidade de aderir as células endoteliais e isso faz com que uma parte escape do
clearence esplénico e continue o seu ciclo biolégico (23,24). Em P.falciparum os
gametdcitos jovens sdo mais rigidos e, portanto ndo passam pela microfiltracdo pelas

beads, no entanto assim que amadurecem aumentam a sua deformabilidade,o que
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corresponde a sua presenca na circulacdo (25). Em nosso estudo parte dos gametocitos
ficaram retidos nas microesferas de metal, e outra parte apresentando uma maior
deformabilidade ndo foi retido. Mais estudos com mais isolados sdo necessarios para
comprovar que o P. vivax possui um mecanismo semelhante ao P. falciparum, porém os
resultados aqui apresentando apontam semelhanca na retencdo dos gametécitos quando
comparando esta espécie.

Em estudos anteriores foi observada uma reducdo na capacidade dos estagios maduros
de eritrdcitos infectados com P. falciparum de passar pela microfiltracdo através das
microesferas de metal que simulava a filtracdo esplénica (26). Dessa forma, validamos o
ensaio utilizando como teste controle a cepa 3d7 de P. falciparum. Os dados
encontrados neste artigo confirmaram que os eritrocitos infectados por P. falciparum
perdem a sua deformabilidade a medida que amadurecem. Esse parasita torna-se rigidos
devido a uma variedade de proteinas como RESA, KHARP, MESA, PfEMP3 e
STEVOR interagindo com o citoesqueleto dos eritrocitos infectados e a membrana.
(27). Para evitar a depuracdo esplénica, o P. falciparum realiza sequestro das hemacias
infectadas e as leva para os dos capilares no tecido profundo. Essa citoadesdo requer
que o parasita insira antigenos na membrana da célula hospedeira e os ancore em
complexos de botdo ao citoesqueleto dos eritrocitos infectados (28).

Nosso estudo mostrou que ndo houve hemolise durante o processo de retencdo. Porém,
estudos tém demonstrado que eritrocitos infectados tém a estabilidade osmética alterada
e parecem lisar mais facil seja passando pela filtracdo do baco ou na liberacdo dos
merozoitos (21).

Recentemente Khoet al (2021) demonstraram que o0 baco sustenta uma biomassa muito
grande de parasitos de P.vivax assexuados ndo fagocitados, concomitantemente com o

aumento da disponibilidade de reticulocitos CD71 * imaturos, ambos co-localizados em
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ambientes esplénicos onde eventos de invasdo-reinvasao formariam um ciclo de vida
endoesplénico criptico. Ainda os autores sugerem que P. vivax pode ter evoluido varios
mecanismos para maximizar sua sobrevivéncia e replicacdo no bago (8). Dessa forma,
os resultados aqui apresentados sobre a retengdo do P. vivax pode estar relacionado com
a adaptacdo do parasito e a perda da deformabilidade destas hemacias parasitadas pode
estar relacionadas a mecanismos de sobrevivéncia. Outro estudo mostrou que existem
genes responsaveis pela citoadesao desse parasito no baco, confirmando ainda mais essa

sua adaptacdo biologica (29).

Concluséo

Os eritrocitos infectados por P.vivax ficam retidos no sistema de microfiltragdo com
microesferas de metal que simula a circulacé@o esplénica, ou seja, estes apresentam perda
de sua deformabilidade, e esta perda é mais evidente nos eritrdcitos infectados pelos
estagios assexuados maduros, esquizontes, e nos estdgios sexuados do parasita, 0s
gametocitos. Esta perda de deformabilidade deve ter consequéncias na filtracdo
realizada pelo baco e mais estudos devem ser realizados para elucidar esta

caracteristica.
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

- As contamina¢fes e quantidade insuficiente ap0s o processo da amostra,
foram uma das limitacfes que tivemos para a reducédo do total de amostras

analisadas;
- Houve problemas no amadurecimento do parasita,

- A falta de sincronia das amostras dificulta a analise da deformabilidade de

cada estagio;

Como perspectiva deste trabalho destacou a necessidade de aumentar o
namero de isolados nos ensaios de deformabilidade, com maior automatizacéo
da analise por citometria de fluxo e a avaliacdo de amostras mais sincronizadas

para ampliar o niumero de tempos de maturagdo dos parasitas.

5. CONCLUSAO

Ao fim deste trabalho foi possivel concluir que:

- Os eritrocitos infectados por P.vivax ficam retidos no sistema de microfiltracéo
com microesferas metalicas que simulam a circulagao esplénica, ou seja, estes
apresentam perda de sua deformabilidade;

- Estd perda € mais evidente nos eritrocitos infectados pelos estagios
assexuados maduros, esquizontes, e nos estagios sexuados do parasita, 0s
gametocitos;

- Nao houve hemodlise pos filtragdo das amostras analisadas;

- Esta perda de deformabilidade pode desencadear consequéncias na filtracdo
realizada pelo baco podendo levar a um quadro clinico de esplenomegalia,
sendo assim, mais estudos devem ser realizados para elucidar esta

caracteristica.
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7. ANEXOS E APENDICES
7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Patogénese e Infectividade de Plasmodium vivax
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE £ ESCLARECIOO

A FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO (FMT-HVD) estd
fazendo um estude com o objetvo de estudar a blologia do Plasmodium vivax, ou sefa, ©
causador da doenga gue vooi tem no momento. Para isso, € precso que seja feita a retirada de
amostra de sangue do paciente para realizar alguns testes e ensaios funcionals com este sangue,
2 fim de se estudar a patogénese da doencga.

Para nos ajudar a entender esse problema, precisamos realizar estes testes com sangue
de pacientes com maldria vivax (homem ou mulher, malores de 18 anos). Por isso pedimos que
vocé participe deste estudo. Abatxo temn © cdo da maldria, pra vocé entender melhor como

ocorre a doenga:
- ﬂ = ¢
\’u 0
NOBWM L ' '
da malaria Sar humano Wozquis pica o zet humano

saudavel e ianamite 3
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Qe esla com maldna @
& cortaming

Ciclo da Maléria

Este estudo sobre maldria serd feito com padentes atendidos na Fundagdo de Medidina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (Hospital Tropical). Vocd ndo vail precisar fazer nada de
especial para participar do projeto. Como sempre acontece na ratina do hospital, vocé val fazer
o exame para a maliria e se ele for posttivo, vocd ird receber o tratamento gratuito de malara,
seguindo o protocoio do Ministério da Sadde. Se vocé tiver maldria vivax e aceitar participar
desse projeto, precsaremos apenas cofher uma amostra de 20 mi de sangue da veia do brago,

como estd representado na imagem a seguir

YTodo o procedimento de coleta serd feito por uma pessoa da nossa equipe treinada para
550 ¢ com experni@éncia, utiizando matenal descartivel e com total higiene.

Apés 2 coleta de sangue, poderd ocorrer dor, hematoma, ou cutro desconforto no local
da coleta. Raramente poderd ocorrer desmaio ou infecgBes no local da pungdo. Todos os

Coleta de Songue
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cuidados serdo tomados para minimizar esses riscos. Mas, caso voc@ se sinta mal durante a
coleta, o5 pesquisadones responsieels pelo estudo irfo encaminhar wvock parm um médion
especialiado deste mesmio hospital para bhe examinar e oferecer tatamento, se necessdrio.

[Para evitar toda e qualquer situacia de perda do sigilo e privacidade do sujeito da
pesquisa, todas as amastras serdo coletas e identificadas com cddiges e o nome do paciente
nunica serd divulgada.

£ importante lembrar que a guantidade de sangue a ser coletada nio representa
qualguer rsco para a sadde. & participac$o nesse estudo ndo oferece risoos futuros 3 sua sydde
e vock ndo receberd nenbum dinheiro por participar nele. A qualguer momento vocé pode
desistir de participar, sem qualquer prejuizo para o seu tratamento contra a doeng@.

3o hd beneficio direto para o partidpante desse estudo. Trata-se de um estuda sobre
a hinlogia de Fiosmodium wvor e sua patogenecidade. Somente na final do estudo poderemas
condluir a presenga de algum beneficio. Mas, os resultados obtidos com este estudo poderdo
ajudar a futuamerte desenhar novas drogas e vadinas para o tratamento dos pacientes e
prevengdo de nowos casos de maldria wiva.

i restante do sangue que ndo for utlizado no estudo serd jogado fora de manein
cormeta para ndo poluir o meio ambiente & nem contaminar as pessoas.

%e vorod tiver alguma pergunta ou divida sobre esse estudo, procure um de nossos
pesquisadones para que eles possam tirar sua divida. Vocé poderd também fazer contato com
o Dr. Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda, responsdved pedo projeto, ra Fundacio de Medicina
Tropical Dr. Heftor Viedra Dourado, em Manaus (de segunda a sexta feira, das & 35 12 horas e das
14 &« 18 horas, na Av. Pedro Teweira, 25, Bairre Dom Pedro] ou pelo telefore (92) 9114 7633
{gualguer dia e horddo]. O Comité de [Etica em [Pesquisa com Seres Humanas da Fundacio de
bAedicina Tropical Dr. Helftor Vieira Dourado também poderd tirar dividas ou receber gualquer
reclamac$o a respeito desta pesquisa, em Manaus (de ssgunda a sewta feira, das 9 3s 14 horas,
na &, Pedro Tebedra, 25, Bairo Dom Pedra, CEP; S3040-000) ou pelo telefone (G3) 2127 15572
{de segunda a sexta feira, das § &5 14 horas]. Este TCUE fol elaborado em duas vias iguais, sendo
que uma via assinada ficard guardada com o pesquisador responsdvel e a outra com voci,
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7.2 Procedimento Operacional Padréo (POP)

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLIiNICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP Verséo 02
Titulo Procedimento operacional padréo para o descongelamento e
congelamento do Plasmodium spp.
Lingua do Documento Portugués
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aprovacéo:
Dayanne Barros Camila Fabbri Stefanie Lopes
Nome Verséo Alteracdes realizadas
Camila Fabbri 2 Alteracbes no procedimento, adicdo de referéncias, mudanca

para o novo modelo de POP

1. OBJETIVO
Determinar os procedimentos a ser seguido no processo de descongelamento e congelamento

do Plasmodium spp. conduzido no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB).

2. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a atividade de descongelamento e
congelamento do Plasmodium spp. no IPCCB.

3.  DEFINICOES

Congelamento de Plasmodium spp: procedimento utilizado para preservar culturas de P.
facilparum, geralmente no estagio inicial do ciclo do parasito - trofozoitos jovens — afim de
possibilitar experimentos futuros com o protozoario em cultivo. Utiliza-se uma solucao de
glicerol para proteger os parasitos dos cristais de gelo.

Descongelamento de Plasmodium spp: procedimento utilizado para descongelar o parasito

com a adicéo de solucdes de NaCl em concentragdes diferentes.
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4. RESPONSABILIDADES

Técnicos, estudantes de iniciagdo cientifica, mestrado, doutorado, péds-doutorado e
pesquisadores.

5. POP’S RELACIONADOS
POP — Meios de cultura
POP — Coluna de celulose

6. PROCEDIMENTOS

6.1 Preparacédo de Glicerolite
a) 113,25 ml de Glicerol (Sigma, cat n° G5516).
b) 7,8 g de Sddio Lactato liquido (Sigma, cat n°L4263).
c) 0,093g de Cloreto de Potassio (KCI) (J.T.Baker, cat n°® 3040-01)
d) Completar com 250 ml de agua MilliQ.
e) Ajustar o pH para 7,2 com Solucéo de Bicarbonato de Sédio 10% (peso/volume).

f) Filtrar a 22 yM dentro da cabine de fluxo laminar.

6.2 Preparacéo de NaCl a 12%
a) Pesar 12g de NaCl
b) Diluir em 100 mL de agua destilada ou mili-Q

c) Filtrar a 22 uyM dentro da cabine de fluxo laminar.

6.3 Preparacéo de NaCl a 1,6%
d) Pesar 1,69 de NaCl
e) Diluir em 100 mL de 4gua destilada ou mili-Q

f) Filtrar a 22 uyM dentro da cabine de fluxo laminar.

6.4 Descongelamento do Plasmodium spp.:
a) Pegar no nitrogénio um microtubo com amostra do parasito e descongelar em

temperatura ambiente;

b) Apéds o descongelamento, add lentamente 1/5 do volume do pellet de solu¢do NaCl

12% no microtubo e homogenizar;

¢) Transferir para o falcon de 15ml a amostra e add lentamente 10x o volume do pellet

de Nacl 1,6% e homogeneizar;



d)

e)

9)

h)
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Levar para a centrifugar em 1500rpm por 5min;

ApOs a centrifugacdo, lavar 1x com meio RPMI pH 7,2 (meio de lavagem) e

centrifugar mais 1x;

Apos lavagem colocar em cultura acrescentando hemécias sadias (100-200uL) (no

caso da espécie de P. falciparum;

Add no falcon 5mL do meio RPMI completo para (checar pop meios de cultura),
deixando o Hct 4% (no caso da espécie de P. falciparum). Transferir para a garrafa

25cm3, colocar gas e leva para a estufa;

Para as demais espécies, prosseguir com o protocolo especifico.

Exemplos das guantidades utilizadas de NaCl12%, 1,6% e Hct4%

100uL de pellet X 1/5 = 20uL de NaCl 12%
100uL de pellet X 10 = 1000uL de NaCl 1,6%

4% é 4mL de sangue---------------- 100ml de meio

0,2mL de sangue----------------- X

X=5 mL de meio RPMI completo

Obs: Esse 0,2ml de sangue foram os 100uL do pellet + 100uL sangue adicionado no tubo

falcon.

6.5 Congelamento do Plasmodium spp.

a)

b)

c)

d)

Cultura em ring (Parasitemia maior que 5%) para P. falciparum. Centrifugar a 1500

rpm por 5 minutos;

Para P. vivax primeiramente realizar a coluna de celulose (verificar POP coluna de

celulose), realizar a lavagem e reservar o pellet;
Contar o volume de pellet de hemacias, independente da espécie;

Adicionar lentamente com auxilio do vortex (ou homogeneizando manualmente)
1.67x do volume de pellet de hemacias de Glicerolite* (exemplo: 400 uL de pellet,

adicionar 668 pL de Glicerolite);

Colocar em criotubos para nitrogénio e marcar no tubo o volume do pellet de

hemacias, a parasitemia, espécie e a data de congelamento;

Armazenar no -80°C por 24 h (utilizando o Mr. Frosty) e depois transferir para o

botijao de Nitrogénio.
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Methods in Malaria Research — fourth edition

Doolan, Denise L. (2002). Malaria Methods and Protocols Volume 72 || In Vitro Culture of
Plasmodium Parasites. doi:10.1385/1-59259-271-6:477

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP

Versao 02

Titulo

Procedimento operacional padréo para confeccdo da coluna de

celulose e filtragdo da amostra de P. vivax

Lingua do Documento

Portugués
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aprovacéo:
,\SA:S:;ane Ferreira de Camila Fabbri Stefanie Lopes
Nome Versao Alteracdes realizadas
Camila Fabbri 2 Alteracdes no procedimento, adicdo de referéncias, mudanca

para o novo modelo de POP

8. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de confeccdo de coluna de

celulose filtragdo da amostra de P. vivax, conduzido no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
Borborema (IPCCB).

9. CAMPO DE APLICACAO
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Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a confeccao da coluna de celuloseno IPCCB.

10. DEFINICOES

Coluna de celulose: aparato confeccionado com o objetivo de filtrar as amostras de pacientes
de P. vivax para remover os leucdcitos. E confeccionado com a utilizagéo de seringas de 10

mL, l& de vidro ou papel de filtro, acoplados em um tubo Falcon de 15 mL.

11. RESPONSABILIDADES

Técnicos, estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, pds-doutorado e
pesquisadores.

12. POP’S RELACIONADOS
POP — Meios de cultura

13. PROCEDIMENTOS

13.1 Materiais necessarios:

a) Seringa de 10 ml;

b) Tubo Falcon de 15 ml;

c) Fita adesiva;

d) L& de vidro ou papel de filtro cortado em quadro de 0,5 cm x 0,5 cm;
e) Celulose Sigma;

f) Pipeta de Pasteur;

g) Suporte para tubos falcon;

h) Meio de cultura RPMI 1x

13.2 Confeccéo da coluna:

a) Colocar o tubo falcon em um suporte e retirar a tampa;
b) Retirar a seringa da embalagem e remover o émbolo;

c) Conecta a seringa, com o orificio maior virado para cima ao tubo falcon utilizando uma

fita adesiva;

d) Colocar uma pequena quantidade de 1a de vidro e cobrir superficialmente o orificio
menor da seringa, com ajuda de uma ping¢a ou pipeta ou colocar o fragmento de papel

filtro cortado com o auxilio da pin¢a ou pipeta;

e) Caso seja utilizado o papel de filtro, rinsar com RPMI 1x para fixa-lo, antes de

prosseguir;
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f) Colocar a celulose na seringa até atingir a marca de 2 ou 3 mL;

g) Ligar o UV da camara de fluxo e aguardar a descontaminagdo da coluna por 15

minutos.
13.3 Filtragem da amostra:

a) Realizar a coleta de sangue de acordo com o POP — coleta de sangue. Armazenar o
tubo a 36°C até o processamento da amostra;

b) Centrifugar o sangue em 2000 RPM por 5 min a 36°C;

¢) Retirar o plasma e estocar (caso necessario);

d) Lavar o pellet de sangue com RPMI 1x trés vezes;

e) Durante a Ultima lavagem do pellet, também adicionar RPMI na coluna de celulose
(duas pipetas);

f)  Aguardar sair todo o meio da celulose;

g) Ap6és a ultima lavagem, homogeneizar o pellet com em torno de 1,5 mL de meio RPMI
1x e colocar com cuidado sobre a celulose no inicio. Posteriormente, pode-se colocar
com mais agilidade o restante da solugéo de contendo pellet + RPMI;

h) Retirar o meio que gotejou antes de gotejar sangue;

i) Quando passar todo 0 sangue, colocar meio RPMI até a boca da seringa;

i) ApOs a passagem, centrifugar. (1500 RPM, 5 minutos);

k) Lavar uma vez com RPMI e centrifugar;

14. REFERENCIAS

Methods in Malaria Research — Sixth Edition. Edited by Kirsten Moll, Akira Kaneko, Arthur
Scherf and Mats Wahlgren. EVIMalaR Glasgow, UK, 2013.



59

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLIiNICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cdodigo POP POP_IPCCB_LAB_ Versdo 02

Procedimento operacional padréo para preparagédo de meios de
Titulo cultura: RPMI, IMDM, meio completo para P. vivax, meio

completo para P. falciparum

Lingua do Documento Portugués
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aprovacéao:
Glenda Q. Ramos Camila Fabbri Stefanie Lopes
Nome Verséo Alteracdes realizadas
Camila Fabbri 2 Alteracbes no procedimento, adicdo de referéncias, mudanca

para o novo modelo de POP

15. OBJETIVO
Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de preparo dos meios de cultura

utilizados no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB).

16. CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a producéo de meios de cultura no IPCCB.

17. DEFINICOES

Meios de Cultura: Os meios de culturas sédo preparacfes quimicas geralmente usadas para a
realizacdo de analises laboratoriais, que possuem na sua férmula nutrientes entre outras
substancias que provém as condi¢cBes necessarias para que 0s microrganismos inoculados se

multipliquem em um meio artificial, para entre outras funcdes, o0 seu estudo e analise.

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM): Em 1976, Guilbert e Iscove demonstraram
que células precursoras de eritrocitos e macrofagos podiam ser cultivadas em meio com soro
reduzido suplementado com albumina, transferrina, lecitina e selénio. O Meio Iscove é uma

variacdo do Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo selénio, aminoacidos
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adicionais, vitaminas, piruvato de sddio, tampao HEPES e nitrato de potassio em vez de nitrato
férrico.

Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI): O meio RPMI foi originalmente desenvolvido
para cultivar células leucémicas humanas em suspensao e como uma monocamada. Tem sido
considerado adequado para uma variedade de células de mamiferos, incluindo Hela, Jurkat,
MCF-7, PC12, PBMC, astrécitos e carcinomas.

Meio completo P. vivax: adicdo de soro inativado AB para cultivo de formas assexuadas e

sexuadas

Meio completo P. falciparum: adicdo de plasma A+ para cultivo de formas assexuadas e

sexuadas

18. RESPONSABILIDADES

Técnicos, estudantes de iniciagdo cientifica, mestrado, doutorado, pés-doutorado e
pesquisadores.

19. POP’S RELACIONADOS

Nao se aplica

20. PROCEDIMENTOS
20.1 Materiais

a) Copo Becker em vidro 1000 mL;

b) Espatula;

c) Bastao de vidro;

d) Barras magnéticas (“peixinhos”);

e) Garrafa de vidro estéril para armazenamento (estéril);
f) Meio de cultura comerciais em po;

g) Filtro a vacuo estéril;

h) Filtro de seringa a 0,22 uM,;

i) Seringa de 10 mL.

20.2 Equipamentos
a) Balanca analitica;
b) Agitador magnético;

¢) Bomba para filtracdo a vacuo.
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20.3 Meio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)

a) Adicionar 1000 ml de dgua destilada em um Becker de vidro e adicionar os reagentes
abaixo relacionados, na ordem que se apresentam, agitando levemente entre uma

adicdo e outra:
b) 3,024 g/ L de Bicarbonato de Sadio;
c) 3,024 g/L de Glicose;
d) 1 envelope de IMDM comercial.

e) Levar a solucdo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apds, 40 minutos de
agitacao, filtrar a solu¢cdo em camara de fluxo laminar com auxilio do filtro a vacuo e a

bomba;
f)  Acondicionar em vidro estéril identificando a data de producéo;

g) Armazenar na geladeira (4°C).

204 Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (meio de lavagem 1x)

a) Observar o rétulo do meio a ser preparado. Caso o meio de cultura em pd ndo
contenha glicose e bicarbonato de sédio, pesar 2,4 g de glicose e 2,4 g de bicarbonato
de saédio.

b) Levar a solucdo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apds, 40 minutos de
agitagao, filtrar a solugdo em camara de fluxo laminar com auxilio do filtro a vacuo e a

bomba;
¢) Acondicionar em vidro estéril identificando a data de producao;

d) Armazenar na geladeira (4°C).

20.5 Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (meio para percoll 10x)

O RPMI 10x é utilizado para o protocolo de enriquecimento de parasitos pelo percoll a
45%. Nao é necessario adicionar glicose ou bicarbonato de sddio, apenas prosseguir da

seguinte forma:
a) Em um Becker de 200 mL adicionar 100 mL de 4gua destilada;

b) Adicionar o meio de cultura em pg;
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e) Levar a solucdo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apds, 40 minutos de
agitacao, filtrar a solucdo em camara de fluxo laminar com auxilio do filtro para seringa
de 0,22 pM;

f)  Acondicionar em vidro estéril identificando a data de producéo;

g) Armazenar na geladeira (4°C).

20.6 Preparacdo do meio do P. vivax completo

a) Adicionar soro inativo humano AM no meio IMDM apenas quando for aliquotado no
falcon de 50ml (40ml de meio IMDM + 10 ml de soro inativado humano AB).

b) Identificar e armazenar em geladeira 4°C

20.7 Preparacdo do meio do P.falciparum completo

a) A cada 1L de RPMI, adicionar 50mg de hipoxantina;

b) Levar a solucédo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apés, 40 minutos de
agitacao, filtrar a solugdo em camara de fluxo laminar;

¢) Adicionar o plasma A+ apenas quando for aliquotado no falcon de 50ml (40ml de meio
P.f + 10 ml de Plasma) para o cultivo.

d) Identificar e armazenar em geladeira 4°C
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22. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de preparagdo e
execucdo do enriguecimento com Percoll a 45% no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
Borborema (IPCCB).

23. CAMPO DE APLICAGCAO
Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a realizagcdo do enriquecimento com
Percoll a 45% no IPCCB.

24. DEFINICOES

EPIs: Equipamentos de protecéo individual

RCF: do inglés RelativeCentrifugal Force, é a unidade padrdo para medidas de centrifugas
RPM: rota¢gBes por minuto. Uma das unidades de rotacao da centrifuga que nédo leva em conta
o didmetro do equipamento.

RPMI 1X: meio Roswell Park Memorial Institute 1640 diluido em 1 litro de agua destilada
filtrada.

RPMI 10X: meio Roswell Park Memorial Institute 1640 diluido em 50 mL de &gua destilada
filtrada.

25. RESPONSABILIDADES

Técnicos, estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, po6s-doutorado e
pesquisadores.

26. POP’S RELACIONADOS
5.1 Coleta de sangue;
5.2 Meios de cultura;

5.3 Coluna de celulose;
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PROCEDIMENTOS
271 Materiais e Reagentes:
a) tubo falcon estéril de 15 mL,
b) percoll,
¢) meio RPMI 10X,
d) meio RPMI 1X (checar o POP de meios de cultura),
e) agua destilada filtrada com filtro de seringa de especificagdo 20 uym

f) pipeta estéril descartavel pasteur;

27.2 Diluicdo do percoll a 45%

a) Em um falcon de 15 mL pipetar: 4,5 mL de agua, 4,5 mL de percoll, 1 mL de RPMI 10x.

b) Homogeneizar vertendo o tubo falcom fechado. Isso € a conta para 10 mL de percoll
45%.

¢) Passar 5 mL para outro falcon de 15 mL, tendo assim, dois falcons com 5 mL de percoll
45% cada;

27.3 Enriquecimento de amostra com percoll 45%

a) Em posse da amostra a ser utilizada (cultura de gametdécitos, cultura de oocinetos,
amostra fresca proveniente da coluna de celulose, dentre outras) com objetivo de
enriquecer utilizando o percoll 45%, diluir a amostra na propor¢cdo de 1:1 usando o
meio RPMI 1X;

b) Adicionar a amostra diluida vagarosamente no percoll 45% na propor¢éo de 1:1. Ou

seja, se ha 5 mL de percoll 45% no falcon de 15 mL, apenas 5mL da amostra diluida
deve ser adicionada. Esse processo deve ser realizado com o tubo falcon ja contendo
o percoll 45% inclinado em 45 graus e a amostra diluida sendo adicionada
vagarosamente com auxilio de uma pipeta pasteur. Quando a primeira camada de
amostra estiver formada sobre o percoll 45%, o tubo pode voltar a posicao de 90 graus
e o ritmo de adicdo da amostra pode ser acelerado;

c) Centrifugar o tubo falcon por 15 min, 1500g (ou RCF), sem freio e sem aceleracao;

d) ApoOs a centrifugagdo, devera formar as seguintes camadas:
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e)

9)

h)
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Meio de cultura utilizado
para diluir a amostra

Parasitos maduros em
diferentes estagios
(dependendo da amostra
primaria)

\ 4

Hemacia nao parasitadas e
—% | formas jovens do parasito

Com atenc¢d@o e uma pipeta pasteur estéril, retirar o anel de parasitas maduros e transferir
para um falcon 15 mL limpo. Pode retirar também o meio simultaneamente. Cautela para
ndo gerar refluxo no momento que estiver sugando o anel, dessa forma, retirar aos
poucos;

Com o falcon de 15 mL contendo meio e o anel de parasitos maduros, centrifugar em
1500 RPM por 5 min. Ird formar um pellet bem pequeno no fundo do falcon;

Lavar o pellet com RPMI 1x. Repetir o procedimento mais duas vezes;

ApGs as lavagens, retirar 0 maximo do sobrenadante do pellet (de forma segura, com
uma ponteira de 50 uL) e homogeneizar. Esse € o pellet de parasito maduros pronto para

ser utilizado no préximo passo do objetivo final da amostra que esta sendo processada.
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29. OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de preparacdo e
execucdo do enriguecimento com Percoll a 70% no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
Borborema (IPCCB).

30. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a realizacdo do enriquecimento com
Percoll a 70% no IPCCB.

31. DEFINICOES

EPIs: Equipamentos de protecéo individual

RCF: do inglés RelativeCentrifugal Force, é a unidade padréao para medidas de centrifugas
RPM: rota¢Bes por minuto. Uma das unidades de rotacao da centrifuga que nédo leva em conta
o didmetro do equipamento.

RPMI 1X: meio Roswell Park Memorial Institute 1640 diluido em 1 litro de agua destilada
filtrada.




32. RESPONSABILIDADES

Técnicos, estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado,
pesquisadores.

33. POP’S RELACIONADOS
5.1 Coleta de sangue;
5.2 Meios de cultura;

5.3 Coluna de celulose;

34. PROCEDIMENTOS
341 Materiais e Reagentes:
g)tubo falcon estéril de 15 mL
h)tubo falcon estéril de 50 mL
i) percoll,
j) PBS 10x
k) PBS 1x

[) agua destilada filtrada com filtro de seringa de especificagdo 0,22 uM;

m) filtros de seringa de 0,22 uM;

n) pipeta estéril descartavel pasteur.

34.2 Producéo do PBS 10x

doutorado,

67

pés-doutorado e

a) Diluir 1 tablet de PBS (sigma) em 20 mL de agua filtrada dentro do fluxo laminar em um

falcon de 50 mL;

b) Identificar, colocar a data de producdo e armazenar em geladeira (4°C);

34.3 Producédo do PBS 1x

¢) Diluir 1 tablet de PBS (sigma) em 200 mL de agua destilada;

d) Filtrar em de seringa de 0,22 pM;
e) Aliquotar em tubos falcons de 50 mL;

f) Identificar, colocar a data de producéo e armazenar em geladeira (4°C).

344 Diluicdo do percoll a 70%

d) Preparar percoll isotbnico: 9 mL de percoll e 1 mL de PBS 10x;

e) Preparar percoll 70%: 7 partes de percoll isotdnico e 3 partel de PBS 1x

345 Enriquecimento de amostra com percoll 70%
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Em posse da amostra a ser utilizada (cultura de gametdcitos, cultura de oocinetos,
amostra fresca proveniente da coluna de celulose, dentre outras) com objetivo de
enriquecer utilizando o percoll 70%, diluir a amostra na proporcdo de 1:1 usando o
meio RPMI 1X;

Adicionar a amostra diluida vagarosamente no percoll 70% na propor¢éo de 1:1. Ou

seja, se ha 5 mL de percoll 45% no falcon de 15 mL, apenas 5mL da amostra diluida
deve ser adicionada. Esse processo deve ser realizado com o tubo falcon j4 contendo
o percoll 45% inclinado em 45 graus e a amostra diluida sendo adicionada
vagarosamente com auxilio de uma pipeta pasteur. Quando a primeira camada de
amostra estiver formada sobre o percoll 45%, o tubo pode voltar a posicdo de 90 graus
e o ritmo de adicdo da amostra pode ser acelerado;

Centrifugar o tubo falcon por 15 min, 1500g (ou RCF), sem freio e sem aceleracao;

Apés a centrifugacdo, devera formar as seguintes camadas:

Meio de cultura utilizado
para diluir a amostra

Parasitos maduros em
diferentes estagios
(dependendo da amostra
primaria)

\ 4

Hemacia nao parasitadas e
» | formas jovens do parasito

Com atenc@o e uma pipeta pasteur estéril, retirar o anel de parasitas maduros e transferir
para um falcon 15 mL limpo. Pode retirar também o meio simultaneamente. Cautela para
ndo gerar refluxo no momento que estiver sugando o anel, dessa forma, retirar aos
poucos;

Com o falcon de 15 mL contendo meio e 0 anel de parasitos maduros, centrifugar em
1500 RPM por 5 min. Ird formar um pellet bem pequeno no fundo do falcon;

Lavar o pellet com RPMI 1x. Repetir o procedimento mais duas vezes;

Ap0s as lavagens, retirar 0 maximo do sobrenadante do pellet (de forma segura, com
uma ponteira de 50 uL) e homogeneizar. Esse é o pellet de parasito maduros pronto para

ser utilizado no préximo passo do objetivo final da amostra que esta sendo processada.
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Nome

Assinatura

Data
(DD/IMMM/AA)

Alteragdes realizadas

1.

OBJETIVO

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo do Ensaio de Deformabilidade,

conduzido no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema.

2.

CAMPO DE APLICACAO

Pesquisador responsavel, co-pesquisadores, mestrando, doutorando, alunos de iniciacdo

cientifica ou qualquer outro membro da equipe apto para execucao.

3.

SIGLAS

N&o se aplica.

4,

DEFINICOES

Ensaio de deformabilidade: procedimento que visa simular a filtracdo pelo bago através das

beads

5.

metalicas.

RESPONSABILIDADES

Técnicos, estudantes de iniciagdo cientifica, mestrado, doutorado, péds-doutorado e

pesquisadores dos laboratdrios

-~ o 20 T @

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Matérias

Pipetas e ponteiras
Falcon de 15ml
Laminas

Seringa

Céanulas

Suporte

6.2Reagentes

a
b.

Meio RPMI (lavagem)
Meio RPMI+ 5% DE ALBUMAX

6.3Equipamentos

a.
b.

Centrifuga

Camara de fluxo laminar
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c. Balanca

d. Bomba de fluxo

7. PROCEDIMENTO
7.1 ENSAIO DE DEFORMABILIDADE

a. Pesar 200mg de cada beads em tamanho diferente totalizando 400mg em um
eppendorf;

b. Coloca-se todo o material necessario no fluxo;

c. Com a pipeta com filtro pipetar 800ul do meio rpmi+ 5% albumax e transferir para o

eppendorf que esta com as beads pesadas;
d. Pipeta-se entdo 1000ul do que esta no eppendorf e faz a suspenséo na pipeta;

e. Apods essa suspensdo com o suporte para o falcon coloca a pipeta no falcon 15 e
preenche com a seringa de um ml com o meio rpmi+ 5% albumax;

f. Colocar-se a seringa na bomba de fluxo com 7 ml do meio RPMI 5%albumax para
passar na canula;

g. Liga abomba de fluxo e faz a padronizagédo que € 1ml/min, no volume de 7ml;
h. Apds isso se comeca a passar a amostra;

Ex da montagem do circuito

| Pipeta

Seringa com 7ml contendo as

do meio RPMI +
5% Albumax II

Falcon15
| contendo
Pv-EI
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8 ANEXOS

Titulo Mudancas ou traducgdes realizadas

9 DECLARACAO

Este documento se refere a versao final deste POP e encontra-se em vigor a partir da data
estipulada no cabecalho.

10 REFERENCIAS
Deplaine G, Safeukui I, Jeddi F, Lacoste F, Brousse V, Perrot S, et al. The sensing of poorly

deformable red blood cells by the human spleen can be mimicked in vitro. Blood. 2011.
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