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RESUMO

Mundialmente, 2,85 bilhdes de pessoas correm o risco de infeccdo por malaria por
Plasmodium vivax, sendo este o principal causador da malaria no Brasil, onde os casos
estdo concentrados na Amazonia. Diante do surgimento da resisténcia do parasito aos
antimalaricos, se tornou urgente a necessidade de desenvolvimento de estratégias para
avaliar e validar a eficacia destes contra o parasito. Para o monitoramento da
sensibilidade, o ensaio de amadurecimento ex vivo do isolado na presenca dos farmacos
€ sugerido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Em P. vivax a determinacéo da
susceptibilidade do parasita por microscopia éptica € preconizada, porém € laborioso e
exige profissionais treinados. Em vistas a isso, estudos demonstraram que a citometria
de fluxo tem o potencial de proporcionar uma quantificacdo rapida e robusta do
desenvolvimento do parasita ex vivo. Diante do exposto, esse projeto teve por objetivo
avaliar a sensibilidade a antimalaricos de isolados de P. vivax da Amazonia brasileira,
através da andlise por microscopia optica e citometria de fluxo. Foram coletadas
amostras de sangue de pacientes com maléria vivax na Fundagédo de Medicina Tropical
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) que foram levadas ao laboratorio para processamento.
Primariamente, leucdécitos foram removidos através de coluna de celulose e gradiente de
Percoll a 70% foi realizado em metade da amostra para enriquecimento da parasitemia.
A suspensdo de parasitas enriquecidos ou ndo (hematécrito 2% em meio IMDM 20%
soro AB) foram adicionadas a placas de 96 pocos impregnadas previamente com 0S
antimalaricos selecionados e em diferentes concentracdes, ou controle sem adi¢do de
drogas. O parasito foi incubado a 37 °C e em atmosfera hipéxica por aproximadamente
48h. A sensibilidade aos farmacos foi avaliada através da determinacédo da concentracao
inibitéria em 50% (ICsp) nos diferentes isolados (enriquecidos ou nao) através da
avaliacdo por microscopia 6ptica (MO; contagem de esquizontes em 200 parasitas
assexuados em gota espessa) e citometria de fluxo (CF; determinacdo da porcentagem
de parasitas maduros) através de simples e dupla marcacdo (SYBR; SYBR e
Dihidroetideo). A média da ICsp dos isolados enriquecidos, analisados por MO e CF
dupla e simples marcado foram, respectivamente: Cloroquina - CQ (52,23; 65,48; 59,38),
Mefloquina -MQ (80,23; 57,20; 29,89), Artesunato - ART (4,56; 2,49; 5,89), Atovaquona —
ATV (14,97; 13,32; 2,05). Em amostras ndo enriquecidas: CQ (44,99; 7,89; 44,49), MQ
(52,97; 61,93; 49,45), ART (2,09; 1,04; 8,44) e ATV (11,30; 10,20; 6,68). Os resultados
demonstram que as duas técnicas de andalise tém boa correlacdo, confirmando que a
citometria € uma boa ferramenta para analise de sensibilidade de P. vivax aos farmacos.
Ainda, os resultados em amostras enriquecidas sugerem que parece nao haver prejuizo
do parasito nos testes mesmo nesta condicao.

Palavras Chaves: malaria; Plasmodium vivax; Sensibilidade ex vivo; Ensaio de
maturacéo de esquizontes; Citometria de fluxo



ABSTRACT

Worldwide, 2.85 billion people are at risk of Plasmodium vivax malaria infection, which is
the main cause of malaria in Brazil, where cases are concentrated in the Amazon region.
Given the emergence of parasite resistance to antimalarials, it became urgent to develop
strategies to evaluate and validate their efficacy against the parasite. For the monitoring
of parasite drug sensitivity, the ex vivo maturation assay of isolates (SMA) in the
presence of drugs is suggested by the World Health Organization (WHO). In P. vivax, the
determination of the susceptibility of the parasite by optical microscopy is recommended,
but it is laborious and requires trained professionals. In view of this, studies have shown
that flow cytometry has the potential to provide rapid and robust quantification of the
development of the ex vivo parasite. Therefore, this project aimed to evaluate the
sensitivity to antimalarials of P. vivax isolates from the Brazlian Amazon, through
analysis by optical microscopy and flow cytometry. Blood samples were collected from
patients with vivax malaria at the Heitor Vieira Dourado Tropical Medicine Foundation
(FMT-HVD) who were taken to the laboratory for processing. Primarily, leukocytes were
removed through cellulose column and Percoll gradient 70% was performed in half of the
sample to enrich parasitemia. The suspension of enriched or unenriched parasites
(hematocrit 2% in IMDM 20% Serum AB) were added to the 96 wells plates previously
impregnated with the selected antimalarials at different concentrations, or control without
the addition of drugs. The parasite was incubated at 37°C in a hypoxic atmosphere for
approximately 48 h. Drug sensitivity was evaluated by determining the 50 % inhibition
concentration (IC50) in the different isolates (enriched or not) by optical microscopy
evaluation (OM; schizont count in 200 asexual parasites in thick smears) and flow
cytometry (FC; determination of the percentage of mature parasites) by simple and
double staining (SYBR Green; SYBR Green and Dihydroethidium). The mean ICso of the
enriched isolates analyzed by OM and double and single FC were, respectively:
Chloroquine - CQ (52.23; 65.48; 59.38), Mefloquine -MQ (80.23; 57.20; 29.89),
Artesunate - RT (4.56; 2.49; 5.89), Atovaquone - ATV (14.97; 13.32; 2.05). In non-
enriched samples: CQ (44.99; 7.89; 44.49), MQ (52.97; 61.93; 49.45), ART (2.09; 1.04;
8.44) and ATV (11.30; 10.20; 6.68). The results show that the two techniques have a
good correlation, confirming that flow cytometry is a tool for analyzing sensitivity of P.
vivax to drugs. Still, the results in enriched samples suggest that no impairment in
parasite maturation was observed in this condition.

Keywords: malaria; Plasmodium vivax; ex vivo sensitivity; Schizont maturation assay;,
flow cytometry
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RESUMO LEIGO

A Malaria vivax é a forma da doenga mais comum no Brasil e a maioria dos casos sao
registrados na regido Amazobnica. Apesar dos grandes avan¢os no controle, alguns
desafios dificuitam a sua eliminacdo, como a falha no tratamento. Sabendo disso,
cientistas tém estudado novos medicamentos e também monitorado 0s que Sao
utilizados atualmente. Esses estudos que verificam se o0os medicamentos ainda
funcionam, precisam de andlise em microscépio, que é bastante trabalhoso e precisa de
profissional bem treinado para realiza-lo. Logo, este estudo quis verificar se é possivel
fazer esses testes com um método mais automatizado, chamado citometria de fluxo e
se é possivel comparar esses resultados com os da microscopia. Para isso, foram
coletadas amostras de sangue de pacientes com malaria vivax e a estas foram
adicionados os medicamentos para verificar se eram capazes de matar o parasita nas
placas no laboratério em um periodo de cerca de 48 horas. Depois, 0 resultado do
ensaio foi avaliado pelas duas técnicas, para saber se esses seriam parecidos ou nao.
Os resultados foram comparados e mostraram que as duas técnicas produzem
resultados bem parecidos, sugerindo que a citometria de fluxo € uma boa ferramenta
para ser utilizada em testes de sensibilidade.

Palavras Chaves: malaria, vivax, medicamentos, sensibilidade, microscopia o6ptica,
citometria de fluxo
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1 INTRODUCAO

1.1 Malaria e aspectos epidemiolégicos

A malaria € uma doenca infecciosa e endémica causada por protozoarios do
género Plasmodium, o qual é transmitido pela picada da fémea do mosquito do género
Anopheles. Cinco espécies sdo responsaveis pela malaria humana: Plasmodium vivax,
P. falciparum P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. As espécies P. vivax e P. falciparum
sao responsaveis pelas maiores taxas de mortalidade e morbidade, sendo o P. vivax o

mais disseminado em todo o mundo (1).

Os primeiros sintomas, usualmente, sao: febre, as vezes acompanhada de

calafrios, suor, dor de cabeca, falta de apetite, dor no corpo e outros sintomas que
podem se assemelhar a sinais ou sintomas de outras doengas febris. Esses aparecem

cerca de 10-15 dias apds a picada do mosquito infectado e surgem durante o ciclo
eritrocitico do parasito (1, 2). Se um individuo estiver infectado com malaria e ndo for
diagnosticado e tratado de forma correta, com medicamentos antimalaricos eficazes, a

doenca pode progredir rapidamente e até leva-lo a 6bito (2,3).

Considerada um grave problema de saude publica no mundo, é uma das doencas
de maior impacto na morbidade e na mortalidade da populacdo nos paises situados nas
regides tropicais e subtropicais do planeta. Em 2019, quase metade da populacéo
mundial estava em risco de contrair a doenca. Foram estimados cerca de 229 milhdes

de casos, que causaram 409 mil mortes (1).

A maioria desses casos ocorreram na Africa Subsaariana, 213 milhdes (93%),
seguido pela Regido Sudeste da Asia (3,4%) e Mediterraneo Oriental (2,1%). Criancas
menores de 5 anos sdo o grupo mais vulneravel afetado pela malaria, sendo que neste
dltimo levantamento, representavam 67% (272.000) de todas as mortes por malaria no

mundo (1). Na regidao das Américas, em 2019, ocorreram 753.700 casos e 338 Obitos

A).



Enquanto P. falciparum predomina no continente africano, P. vivax € a espécie
mais prevalente nas outras areas onde a doenca é endémica, como sul e sudeste da

Asia, Pacifico Ocidental, leste do Mediterraneo, América Central e América do Sul (1).

On track (zero malaria cases)

No ma

Figura 1. Mapa de paises endémicos para malaria, mostrando o progresso na reducéo
da incidéncia de casos de malaria GTS 2015 — 2020. Fonte: estimativas da OMS.

Na América, cerca de 138 milhdes de pessoas em 19 paises e territdrios estdo
em risco para maléria, das quais quase 80% causada por P. vivax. Trés paises — Brasil,
Colémbia e Venezuela (Republica Bolivariana) respondem por 80% de todos os casos

estimados (1, 4).

No Brasil, a ocorréncia de malaria se concentra na regido Amazonica, formada
pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima, Maranhdo, Mato
Grosso e Tocantins e responsavel por cerca de 99,5% da carga de malaria no pais. Na
regido extra-amazonica, composta pelas demais unidades federativas e o Distrito
Federal, apesar das poucas notificacoes, a doenga ndo pode ser negligenciada, pois se

observa uma alta letalidade (4).

A espécie prevalente das infec¢des € P. vivax, responsavel por aproximadamente
85% dos casos, seguida do P. falciparum. Embora a doenca seja endémica na Regiéo



Amazbnica, dados do SIVEP (Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiolégica)
apontam uma queda dos casos de forma gradativa ao decorrer dos anos devido a
esforcos governamentais para a diminuicdo da transmisséo através de campanhas com
acbes profilaticas, tratamento dos pacientes infectados e o nivelamento de

financiamento para os esfor¢os de controle contra a doenca (4).

IPA 2020
[ Sem Transmissdo
[ Muito baixo risco
[] Baixo risco

I Médio risco

I Alto risco

1.000 km

Figura 2. Mapa de risco de infeccdo por municipio, Brasil, 2020. Fonte: Ministério da
Saude/ IPA: indice Parasitario Anual.

Dados do PNCM (Programa Nacional de Prevencdo e Controle da Malaria)
mostram que no ano de 2019, o Brasil notificou 156.918 casos de malaria, uma reducéo
de 19% em relacdo ao ano anterior. Em 2020 foram registrados 134.524 casos no pais,
com reducdo de 14% em relacdo ao ano de 2019 (Figura 3). Dos casos notificados na

regiao amazodnica em 2020, 85% foram causados por P. vivax, seguido de P. falciparum

(4).
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Foi elaborada em 2015, a Estratégia Técnica Global para Malaria da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), que tem como meta a redugédo de pelo menos 90% dos casos
e Obitos no mundo até 2030 em relacéo a 2015, a eliminacédo de malaria em pelo menos

35 paises e evitar a reintroducdo da malaria em paises livres da transmisséo (1,4).

Casos de malaria notificados na regido amazdnica e diferen¢a percentual mensal, 2018 a 2020*
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Figura 3: Casos de Malaria notificados na regido amazdnica e diferenca percentual
mensal, 2018 a 2020. Fonte: Sivep-Malaria/SVS — Ministério da Saude.

1.2 Ciclo do Plasmodium

As espécies de Plasmodium sdo parasitos heteroxénicos, 0s quais necessitam de
dois hospedeiros para completar seu ciclo, sendo um invertebrado, fémea do mosquito
do género Anopheles e o vertebrado. Neste dltimo, ocorre a chamada fase assexuada,
gue inicia quando a fémea do mosquito Anopheles injeta formas de esporozoitos do

parasito na derme do hospedeiro, durante a realizacdo do seu repasto sanguineo (5).

Apenas parte desses parasitos que sdo depositados na pele, entram nos
capilares, de forma que muitos sdo drenados para os vasos linfaticos e eliminados. Os
esporozoitos param nos sinusoéides do figado e passam através das células endoteliais
ou células de Kupffer, macrofagos residentes no figado, para obter acesso aos

hepatdcitos subjacentes (6). No processo de invasdo, ha interacdo de diferentes



proteinas. Destaca-se a participacdo ativa da proteina do circunsporozoito (CSP) e a
proteina relacionada a trombospondina (TRAP) presentes no esporozoito que interagem
com diferentes proteoglicanos na superficie dos hepatdcitos do hospedeiro, permitindo a

invasado do parasito (7).
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Figura 4: Ciclo biolégico do Plasmodium. Fonte: Adaptado Mueller et al (2009).

Ao adentrar, 0s esporozoitos geralmente migram através de alguns hepatdcitos
antes de se estabelecerem em um para a diferenciacdo em milhares de merozoitos (8).
Dentro da célula, o parasita sofre entdo um processo conhecido como esquizogonia pré-
eritrocitica, onde o nucleo divide-se por mitose numa replicacdo continua, sem divisao

da membrana, dando origem a uma estrutura conhecida como esquizonte (9).

Esse processo leva cerca de 8 dias para P. vivax e 6 para P. falciparum e
milhares de merozoitos sdo produzidos. Em média, o nimero de merozoitos por
esquizonte tecidual é de 10.000 em P. vivax e 40.000 em P. falciparum. Estes
merozoitos sdo entdo liberados na corrente sanguinea em vesiculas denominadas

merossoma, de forma orquestrada e assim se inicia o ciclo eritrocitico (10).



H& ainda que se considerar uma importante particularidade em relacdo a malaria
causada por P. vivax e P. ovale, que sédo as espécies capazes de desenvolver formas
evolutivas chamadas de hipnozoitos e tém seu desenvolvimento interrompido na fase
hepatica. Tornam-se formas dormentes/latentes que dardo continuidade ao
desenvolvimento apds um longo periodo, que pode durar semanas, meses ou até anos,

e assim sdo responséveis por permitir recaidas da doenca (11).

Os merozoitos liberados dos merossomas, agora na corrente sanguinea, irdo
invadir os eritrécitos. Para que isso ocorra, € iniciado um processo de reorientacao
apical do parasito, que contém organelas e estruturas incluindo micronemas e roptrias e
gque facilitam a invasdo apds contato com os eritrocitos. As micronemas contém
adesinas envolvidas na ligacao dos eritrécitos, enquanto das roptrias liberam proteinas
apos o envolvimento inicial da célula hospedeira para facilitar o processo de invaséo e
formar o vacuolo parasitoforo onde os merozoitos se replicam e formam células-filhas
(12).

Essa divisdo assexuada, que a depender da espécie, dura em média 48 a 72
horas, € conhecida como esquizogonia eritrocitica, onde os trofozoitos jovens —
conhecidos como anéis — amadurecem, evoluindo para trofozoitos maduros, 0s quais 0s
ndcleos se dividem e originam finalmente os esquizontes. Ocorrera entdo a ruptura
destes, liberando novos merozoitos na corrente sanguinea, que irdo infectar outros
eritrocitos, iniciando novamente o ciclo assexuado. Nesta fase, ocorrem 0s primeiros
sinais e sintomas da malaria, que por sua vez, sdo inespecfficos e semelhantes aos
sintomas de outras doencas infecciosas. Caracteriza-se por: febre, dor de cabeca, falta
de apetite, dor no corpo, vOmito e calafrios. Estes sintomas acontecem por conta da lise

das hemacias pelo parasita (13).

Os merozoitos podem ainda se diferenciar em formas sexuadas, os gametécitos
(femininos e masculinos) pelo processo chamado gametocitogénese (14). Ainda nao
esta bem evidenciado qual o estimulo necessario para a producdo de gametdcitos, mas
tém-se duas hipbteses: a primeira é que 0s merozoitos sdo geneticamente programados

para se diferenciar em gametdcitos antes da invasao ao eritrocito. A segunda é que na



invasao do eritrocito, fatores ambientais ou de estresse estdo envolvidos e levam ao

desenvolvimento dos gametdcitos (15).

Ao realizar o repasto sanguineo, a fémea do mosquito faz a ingestdo desses
gametocitos e da inicio ao ciclo sexuado. Essa fase de reproducédo ocorre dentro do
intestino médio do inseto. Durante a gametogénese, o gametdcito masculino se divide
em até oito microgametas flagelados — processo denominado exflagelacdo — enquanto o
gametocito feminino se desenvolve em um Unico macrogameta (16). A fertilizacdo de um
macrogameta por um microgameta resulta na formacdo de um zigoto que sofre meiose e
se desenvolve em um oocineto, uma forma movel com organelas apicais. Este por sua
vez, penetra na parede intestinal do mosquito e para perto da lamina basal do intestino
meédio. Neste ambiente o oocineto se forma e se transforma em um oocisto, dentro do
gual o parasita se replica assexuadamente, formando varios milhares de esporozoitos
(esporogonia). Ap6s a ruptura do oocisto, esses esporozoitos migram e invadem as
glandulas salivares, onde podem ser transmitidas ao hospedeiro vertebrado durante um

novo repasto (17,18).

1.3 Tratamento

Os antimalaricos disponiveis, podem ser divididos da seguinte forma: Compostos
arilkamino-alcool  (Quinina, Quinidina, Halofantrina, Lumefantrina, Cloroquina,
Amodiaquina, Mefloquina, entre outros), compostos de antifolato (Proguanil,
Pirimetamina, Trimetoprima, entre outros) e compostos derivados de Artemisinina
(Dihidroartemisina, Artesunato, Artemeter) (19,20). Esses compostos atuam contra
estagios eritrociticos assexuados do parasita. Existem os de acdo rapida (Cloroquina,
Quinina e Mefloquina) e de acéo lenta (Pirimetamina, Sulfonamidas e Sulfona). Além das
drogas contra os estagios sanguineos assexuados, 0s compostos hipnozoiticidas tém
como alvo os hipnozoitos no figado, enquanto as drogas gametocitocidas destroem as
formas eritrociticas sexuais do parasita na corrente sanguinea, evitando a transmissao

da malaria pelo mosquito (21).

Quinolinas (afetam a polimerizagdo da hemozoina), antifolatos (bloqueiam as

enzimas diidrofolato redutase e diidropteroato sintetase do parasita) e Artemisinina e



derivados (diversos mecanismos de acdo), sdo administrados isoladamente ou em

combinacgdo para tratar a malaria (20,22).

1.4 Resisténcia

Diante da busca pelo controle e eliminagdo da malaria, o surgimento da
resisténcia do parasito aos medicamentos utilizados no tratamento tem se tornado um
grande desafio. E importante conhecer as terminologias de recorréncia, recrudescéncia,
recaida e resisténcia (4Rs). A recorréncia € a recorréncia de parasitemia assexuada
ap0s o tratamento (apenas em infec¢des por P. vivaxe P. ovale) ou uma nhova
infeccdo. Recrudescéncia é a recorréncia da parasitemia assexuada ap0s o tratamento
da infeccdo com a mesma infeccdo que causou a doenca original. Recaida € a
recorréncia de parasitemia assexuada em P. vivax e P. ovalemalaria derivada de
estagios persistentes do figado de hipnozoitos persistentes. A resisténcia € a
capacidade de uma cepa do parasita sobreviver e / ou se multiplicar, apesar da
administracdo e absorcdo adequadas de um medicamento antimalarico na dose
normalmente recomendada (1,23)

A resisténcia aos antimalaricos surge devido a selecdo de parasitos com
mutacdes genéticas ou amplificagbes de genes que conferem suscetibilidade reduzida.
Pode ser causada por uma mudanca na estrutura, funcdo ou quantidade de uma
proteina. Esse processo € mediado por mudanca genética, como polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) ou variacdo do numero de copias. Devido ao fato de a
resisténcia aos medicamentos antimalaricos estar se tornando um obstaculo para o
sucesso da terapia antimalarica, a vigilancia e pesquisas que monitorem a sensibilidade
do parasita aos farmacos sdo necessérias. Sempre surgirdo cepas de parasitas
resistentes, exigindo a geracdo continua de novas moléculas com eficacia terapéutica
(1,24).

Entre os fatores que podem influenciar no surgimento da resisténcia estdo a taxa
de mutacdo do parasito, carga parasitaria e a baixa adeséo as diretrizes de tratamento
da maléria (25). A dosagem inadequada, propriedades farmacocinéticas fracas e
medicamentos falsos levam a exposicdo inadequada de medicamentos aos parasitos.
Antimalaricos de baixa qualidade; antimalaricos falsificados sem ingrediente

farmacéutico ativo podem ajudar e estimular o surgimento de resisténcia (26).



O P. vivax continua sendo um desafio para controle da malaria no mundo, com a
morbidade e mortalidade e devido a sua propensao a causar infec¢des recorrentes (28).
Na maioria das areas onde a espécie € endémica, o tratamento de primeira linha
permanece com uso de CQ + Primaquina (PQ), com CQ eliminando a infeccdo no
estagio sanguineo e PQ fornecendo cura radical dos estagios sanguineos (assexuado e

sexuados) e do figado (hipnozoitos) (27).

Sabe-se que a resisténcia a CQ em P. falciparum esta associada a mutacées nos
genes pfcrt-o e pfmdr-1, porém estudos analogos investigando genes ortdlogos de P.
vivax ndo demonstram essa mesma relacdo. Apesar de as mesmas proteinas
transportadoras parecerem estar envolvidas com a resisténcia a cloroquina em P. vivax,
até o momento nao foram encontradas mutacdes associadas a resisténcia a droga nesta

espécie de parasito (28).

Neste sentido, estudo realizado em Manaus, observou o aumento na expressao
dos genes pvcrt-o e pvmdr-1 em isolados provenientes de pacientes que apresentaram
falha terapéutica devido a resisténcia a cloroquina. Neste mesmo estudo 0s autores
também encontraram aumento na expressdo desses genes em isolados de pacientes
gue apresentaram complicacBes clinicas, sugerindo uma relacdo entre complicacdes

graves de P. vivax e resisténcia a cloroquina (29).

Outro fator a ser levado em consideracao € a possibilidade de falhas na ativacao
metabdlica da primaquina. Para eliminar os hipnozoitos, a primaquina precisa ser
ativada pela isoenzima 2D6 do citocromo P450 humano (CYP2D6), que é convertido em
metabdlitos oxidados que sdo responsaveis pela atividade anti-hipnozoitos (30) O
CYP2D6 € responsavel pelo metabolismo de 20-25% dos medicamentos usados
clinicamente e ha mais de 46 alelos principais do CYP2D6 conhecidos, que podem ser
determinados e predizer um fenétipo de metabolizagcdo do CYP2D6 (fraco, intermediério,
normal e ultrarapido) (31). Foi sugerido que um metabolismo reduzido da primaquina
devido a deficiéncias na fungdo do CYP2D6 pode estar relacionado a recaidas de P.
vivax (32,33,34).
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Importante ressaltar que PQ pode resultar em hemolise significativa em pessoas
com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDd). Esta é a enzimopatia
hereditaria mais comum no mundo, com uma faixa de prevaléncia de 2% a 40%. O Guia
de tratamento da malaria no Brasil recomenda que pessoas com deficiéncia suspeita ou
confirmada de G6PD (atividade abaixo de 30%) tratem com PQ na dose semanal (0,75
mg/dose) por 8 semanas para reduzir o risco de hemolise e melhorar a tolerabilidade a

distlrbios gastrointestinais (35,52).

Na Africa e na América do Sul, a resisténcia a CQ ao P. falciparum apareceu pela
primeira vez em 1978 e 1996, respectivamente, sendo que no P. vivax foi relatado pela
primeira vez em 1989 em Papua-Nova Guiné (36,37). Os primeiros relatos de malaria
vivax resistentes a CQ na América Latina foram da Colémbia (38) e Brasil (39).

A resisténcia a Artemisinina e seus derivados também sdo fen6émenos
emergentes e preocupantes no tratamento da malaria (40). Essa terapia € utilizada no
tratamento de P. falciparum e em alguns paises também para o P. vivax, tendo inicio de
acao rapido, mas eliminados logo (meia-vida de cerca de 1 h) dos humanos, desta forma
sendo essencial combina-los com drogas de eliminacéo lenta para matar os parasitos
residuais (41). Sao potentes agentes antimalaricos e a OMS recomenda o0 uso de
analogos da Artemisinina em combinacdo com outros medicamentos para o tratamento
da maléaria, a fim de controlar a resisténcia (42). Na sub-regido do Grande Mekong na
Asia, a resisténcia aos medicamentos a base de ACT ¢é emergente. A resisténcia a
artemisinina em P. falciparum esta associada a polimorfismos pfkelch13 que codificam o
dominio da hélice Kelch 13 (K13) do parasito, que consequentemente serve como um

marcador molecular na vigilancia da resisténcia (43).

A Vvigilancia da resisténcia aos antimalaricos pode ser realizada por meio de
estudos in vivo, como estudos de eficacia terapéutica, estudos in vitro / ex vivo de
cultura de parasitos da malaria e estudos moleculares avaliando marcadores conhecidos
de resisténcia aos antimalaricos. Os dados obtidos com o teste de eficacia terapéutica,
realizado de acordo com o protocolo padrdo da OMS, sdo mais Uteis para atualizar as

politicas nacionais de tratamento, enquanto o teste in vitro e os marcadores moleculares
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podem fornecer informacgdes adicionais importantes sobre a alteracdo dos padrdes de

resisténcia (44,45).

1.4 Desafios dos ensaios e analise da sensibilidade a drogas em Plasmodium vivax

Diante da diminuicdo da sensibilidade do P. vivax a CQ, a necessidade de
desenvolver novas drogas para o tratamento de parasitos da espécie é urgente e leva a
discussado de ferramentas para avaliar e validar a eficacia de antimalaricos contra este
parasita. E importante ressaltar que a maioria dos estudos sdo realizados em P.
falciparum, que é facilmente cultivado por longo periodo, diferente de P. vivax onde o

cultivo somente € alcancado por curto prazo (46).

A falta de uma cultura in vitro continua limita as pesquisas sobre a biologia de P.
vivax, bem como sobre a fisiopatologia e o desenvolvimento de novos medicamentos,
vacinas e ferramentas diagnosticas para combater e eliminar essa doenca tropical
negligenciada (41). Poucos estudos descrevem a cultura de P. vivax in vitro a longo
prazo e atualmente, a Unica forma pratica e reprodutivel de testar a eficacia de
guimioterapicos contra a espécie € usar isolados de pacientes humanos coletados a

fresco ou criopreservados em ensaios ex vivo (47,48).

Os testes de sensibilidade a drogas envolvem a comparacdo fenotipica de
isolados frescos ou descongelados de P. vivax, cultivados até a maturacdo em estagio
de esquizonte, na presenca e auséncia de medicamentos antimalaricos (48). Estes
ensaios fornecem dados sobre a sensibilidade intrinseca de P. vivax, de forma que uma
das caracteristicas mais importantes desses estudos ex vivo é que um grande numero
de medicamentos antimalaricos padrédo e novos podem ser testados simultaneamente

contra populagBes-alvo dessa espécie (49).

No entanto, o uso desses isolados apresentam desafios, como baixa densidade
parasitaria, populacbes de parasitas assincronas e morte significativa de parasitas
durante a maturagédo intraeritrocitica ex vivo. Além disso, o ensaio padrao para medir a
eficacia antimalarica contra P. vivax € uma modificacdo do laborioso microteste da OMS
baseado em microscopia 6ptica, exigindo técnicos de microscopia altamente treinados
(50).
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O exame microscopico de gota espessa corada com Giemsa continua sendo o
método padrdo ouro para a deteccdo, quantificacdo, especiacdo e estadiamento de
parasitos da malaria em estagio sanguineo. A quantificacdo do crescimento do parasito
por esta técnica é relativamente simples, barata e adequada para uso em ambientes de
campo (51,52).

No entanto, este método tem varias deficiéncias significativas. E laborioso,
depende das habilidades de microscopistas bem treinados para identificar corretamente
as diferentes espécies de parasitas e estdgios e demanda consideravel tempo para
realizacdo das leituras. Parasitemias muito baixas podem ndo ser detectadas por gota
espessa, mesmo por microscopistas bem treinados. A variabilidade entre os
microscopistas afeta amplamente a interpretacdo, enfatizando a necessidade de ensaios

rapidos e mais simples que mantenham a preciséo (52).

A guantificacdo de parasitas baseada em citometria de fluxo (CF) tem sido
proposta com o objetivo de aumentar a precisdo e objetividade das leituras. Além de
medir o tamanho da célula e o conteudo intracelular com base na luz espalhada, os
avancos em corante fluorescente aumentaram a aplicabilidade desta técnica para
distinguir diferentes tipos de células em amostras biolégicas. Os eritrocitos maduros
carecem de DNA nuclear e desta forma, é possivel distinguir eritrdcitos parasitados de

eritrocitos ndo infectados, especialmente aqueles em uma cultura livre de leucocitos
(53).

Fluorocromos de ligagdo em DNA e RNA estdo disponiveis comercialmente.
Alguns utilizados sdo o Hoechst, SYBR Green, laranja de tiazole, laranja de acridina,
hidroetideo, SYTO-16 e YOYO-1. Esta técnica € capaz de analisar milhares de células
em um curto espaco de tempo. Cada célula se alinha na corrente de fluxo e € exposta a
diferentes comprimentos de onda de luz gerada a partir da fonte de laser. Tem o
potencial de proporcionar uma quantificacdo rapida e robusta do crescimento do
parasita ex vivo e tem como vantagem identificar diferentes fases do parasita e

quantifica-las (54).
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A aplicacdo de métodos baseados nesta técnica a isolados de P. vivax foi
relatada pela primeira vez por Malleret et al (2011) (55). Russell e colaboradores
modificaram este método de coloracdo dupla, demonstrando a viabilidade da
guantificacdo baseada em CF da susceptibilidade a CQ e ao ART em isolados de campo
de P. falciparum e P. vivax (56). Esses estudos mostraram boa correlacdo entre os

métodos baseados em microscopia de luz (MO) e CF.

O surgimento de resisténcia a multiplas drogas, incluindo a artemisinina e drogas
parceiras, € uma preocupacdo de salde publica e ameaca a sustentabilidade do
esforco global em andamento para reduzir a carga da doenca. A Estratégia Técnica
Global para a Malaria 2016—2030 apela aos paises e parceiros globais que monitorem a
eficAcia dos medicamentos antimalaricos para que os tratamentos mais apropriados

possam ser selecionados para as politicas nacionais (1,46).

1.5 Relevancia do estudo

O P. vivax € uma das espécies mais prevalentes no mundo e o surgimento da
resisténcia do parasito, trouxe a necessidade urgente de ferramentas que auxiliem no
monitoramento continuo, necessario para informar as politicas de tratamento em paises
onde a malaria € endémica e para garantir a detec¢do precoce e resposta a resisténcia
aos medicamentos.

A microscopia optica € o método padrdo ouro e 0 mais comum para determinar
os efeitos antimalaricos no desenvolvimento intraeritrocitico em cultura de Plasmodium,
mas é laborioso e necessita de microscopista treinado. Trabalhos anteriores mostraram
a citometria de fluxo como uma técnica promissora, capaz de otimizar a leitura de
amostras..

Diante do exposto este trabalho visa avaliar a sensibilidade dos isolados de P.
vivax da Amazénia brasileira a diferentes antimalaricos, pela técnica de maturacédo de

esquizontes por duas abordagens, a microscopia Optica e citometria de fluxo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliagdo da sensibilidade de isolados de Plasmodium vivax coletados na

amazonia brasileira a antimalaricos por citometria de fluxo.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a sensibilidade (ICsp) de isolados de Plasmodium vivax da Amazoénia
brasileira, frente aos antimaléricos: Cloroquina, Mefloquina, Artesunato e

Atovaquona;

e Comparar os valores de sensibilidade aos antimalaricos, obtidos pelas técnicas

de microscopia Optica e citometria de fluxo;

e Comparar os valores de sensibilidade aos antimalaricos, obtidos em amostras
marcadas somente com corante fluorescente SYBR Green e com SYBR Green e
Dihidroetideo;

e Comparar a sensibilidade (ICsp) de isolados de Plasmodium vivax em amostras

enriquecidas ou nao por Percoll 70%.
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ABSTRACT

Background: Estudos de sensibilidade antimalarica ex vivo em Plasmodium vivax ainda
dependem da determinac&o microscopica da maturacédo de esquizontes. Embora
sensivel, é laborioso e depende de microscopista treinado. A citometria de fluxo tem
demonstrado potencial como ferramenta de avaliacdo, sendo ainda necessario validar
um protocolo padronizado para uma determinacao precisa e objetiva dos resultados.
Objectives: Comparar a aplicabilidade da técnica de citometria de fluxo com o método
“padrao ouro” de microscopia 6ptica, na determinacao da sensibilidade ex vivo de
Plasmodium vivax a antimalaricos selecionados. Methods/findings: O ensaio de
maturacao de esquizontes foi realizado em placas de 96 pocos, pré-doseadas com 0s
antimalaricos selecionados, para avaliar a susceptibilidade ex vivo de isolados de P.
vivax coletados e enriquecidos ou nao por Percoll 70%. Foram cultivados por
aproximadamente 48 horas, em atmosfera hipdxica a 37°C. Apos cultivo, foram
confeccionadas gotas espessas para leitura por microscopia Optica. As amostras
também foram marcadas com os corantes fluorescentes SYBR Green e Dihidroetideo
(concentragdo 0,5x e 5 ug/ml, respectivamente) para leitura em citbmetro de fluxo e
posterior avaliacdo da fluorescéncia. Apos obtencao das IC50, a andlise estatistica
mostrou que nao houve diferenca significativa entre a sensibilidade vista por microscopia
Optica e citometria de fluxo e também entre a simples e dupla marcacdo de corantes. As
amostras enriquecidas tornaram mais evidente, qualitativamente, a dose dependéncia
do efeito antimalarico e revelou uma maior similaridade entre as IC50 das técnicas de
avaliacéo (CF e MO). Conclusion: A quantificacéo por citometria de fluxo demonstrou
boa correlacdo com os dados obtidos por microscopia éptica, mostrando ser uma
ferramenta vidvel para avaliar a susceptibilidade antimalarica ex vivo de Plasmodium

vivax.
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INTRODUCTION

A malaria é considerada um grave problema de saude publica mundial, sendo
uma das doengas de maior impacto na morbidade e na mortalidade da populagdo nos
paises situados nas regifes tropicais e subtropicais do planeta. E causada por
protozoarios do género Plasmodium e transmitida pela picada da fémea do mosquito
Anopheles. Entre as cinco espécies capazes de infectar humanos, o P. falciparum e o P.
vivax sdo as mais comuns, sendo esta Ultima a mais amplamente distribuida

geograficamente .

Diante da busca pelo controle e eliminagcédo da doenca, o surgimento da
resisténcia do parasito aos medicamentos antimalaricos se tornou um grande desafio e
trouxe a necessidade urgente de vigilancia e pesquisas que monitorem a sensibilidade
do parasita aos farmacos disponiveis . Uma das principais ferramentas de vigilancia
da resisténcia aos antimalaricos sédo estudos in vitro / ex vivo de cultura de parasitas.
Ressalta-se que a maioria dos estudos séo realizados em P. falciparum, que é
facilmente cultivado a longo periodo, diferente de P. vivax onde o cultivo somente é

alcancado por um curto prazo ©.

O teste de sensibilidade antimalarica ex vivo depende amplamente da
determinacdo microscopica da maturacéo dos esquizontes. Este método, no entanto, é
laborioso, demorado e depende das habilidades de microscopistas bem treinados para
identificar corretamente as diferentes espécies de parasitas e estagios. Além disso,
grandes variagdes inter e intraobservador do estadiamento do parasita sao

frequentemente observadas "
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A quantificacéo de parasitas baseada em citometria de fluxo (CF) tem sido
proposta com o objetivo de aumentar a preciséo e objetividade das leituras. Além de
medir o tamanho da célula e o conteudo intracelular com base na luz espalhada, os
avancos em corante fluorescente aumentaram a aplicabilidade desta técnica para
distinguir as caracteristicas das células . Os eritrécitos maduros carecem de DNA
nuclear e desta forma, é possivel distinguir eritrécitos parasitados dos nao infectados,

especialmente aqueles em uma cultura livre de leucécitos ©.

Esta técnica tem o potencial de proporcionar uma quantificacao rapida e robusta
do amadurecimento do parasita ex vivo e tem como vantagem identificar diferentes
fases do parasita e quantifica-la, sendo assim proposta com o objetivo de aumentar a

precisdo e objetividade das leituras (-

Neste trabalho comparamos a aplicabilidade da técnica de citometria de fluxo
com o meétodo “padrao ouro” de microscopia optica, na determinacgéo da sensibilidade

ex vivo de Plasmodium vivax a antimalaricos selecionados.
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MATERIAL AND METHODS

Coleta de amostras

Este estudo foi conduzido na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), no estado do Amazonas, Brasil, de Mar¢co de 2020 a Outubro de
2021.Um total de 72 amostras de sangue (18 mL de sangue coletado em tubo com
heparina de sodio) foram coletadas de pacientes com monoinfec¢éo por P. vivax. Os
critérios de incluséo incluiram uma parasitemia igual ou superior a duas cruzes, idade
igual ou superior a 12 anos e nenhum tratamento antimalarico durante as quatro
semanas anteriores. Os pacientes foram entrevistados, convidados a participar do
estudo e apoés aceite foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
ou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), sendo este Ultimo utilizado em
casos de pacientes menores de 18 anos, sob aprovacéo e assinatura do responsavel.
As Infeccdes por P. vivax foram confirmadas através de diagndstico de gota espessa,
técnica preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), coradas com Giemsa e
examinadas por microscopistas experientes - As amostras foram transportadas para o
laboratério da geréncia de maléria do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema
(IPCCB), na FMT-HVD, Manaus, Amazonas, Brasil, dentro do prazo de cerca de 15
minutos apos a coleta, para garantir a viabilidade da amostra. Toda a pesquisa foi
conduzida de acordo com as diretrizes institucionais para a experimentagao humana.
Apoés a coleta, os pacientes foram encaminhados para a consulta médica etodos

receberam o tratamento conforme preconizado pelo Ministério da Satde ©*
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Fixacdo de drogas em placa de 96 pocos

Os medicamentos antimalaricos Cloroquina (CQ), Mefloguina (MQ), Artesunato (ART) e
Atovaquona (ATV), foram obtidos do fabricante Sigma Aldrich. Foram preparadas
solugbes estoque da droga na concentragcdo de 1mg/mL ou 0,5 mg/mL, a depender do
antimalarico, em diluente apropriado (aAgua deionizada, etanol 70% ou DMSO
(Dimetilsulfoxido). As solugdes de uso foram diluidas em metanol 50%, nas suas
respectivas concentracdes desejadas para os testes. As placas de 96 pocos foram pré-
doseadas diluindo a solugao de uso em metanol a 50%, contendo 8 concentragbes em
série (diluicbes de duas vezes), mais 8 pocos livres, para controle sem droga e controle
negativo (sem parasito), seguido pela evaporagao overnight. Os intervalos de
concentracdo para cada antimalarico foram: CQ (1,37-3.000nM) 19 MQ (1,37-3.000
nM), ART (0,027-60 nM) 112 e ATV (0,027-60 nM) . Todas as placas foram
armazenadas a 4°C até o uso (com validade de 1 més). Com o intuito de validar as
concentracfes das drogas pré-fixadas nas placas, utilizou-se a cepa 3D7 de P.
falciparum, onde de forma randomizada, duas foram utilizadas dentro de um lote de

quinze placas.

Processamento das amostras

Um esfregaco sanguineo foi feito para verificar o estagio do parasito e somente as
amostras com pelo menos 40% em estagio de trofozoito jovem (anel) foram utilizadas.
Estando elegiveis para o experimento, foram centrifugadas por 5 minutos a 400 g para
retirada do plasma e lavadas 3 vezes com meio de lavagem RPMI 1640, para serem
passadas na coluna de celulose a fim de realizar a deplecdo de leucécitos 4. A papa de

hemécia obtida foi ressuspensa em meio R[PMI e centrifugada novamente, para entao
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ser preparada a solucdo de parasito, onde parte desta sera utilizada no procedimento a

ser descrito abaixo.

Enriquecimento das amostras com Percoll 70%

Foi preparada uma solucéo de Percoll isoténico, adicionando 9 partes de Percoll
absoluto (fabricante Sigma Aldrich) para 1 parte de PBS (Phosphate B uffered Saline)
10X concentrado. Para o Percoll 70%, foram usadas 7 partes de Percoll isotbnico para 3
partes de PBS 1X. Entdo a solucdo de parasitos, foi diluida na proporcédo de 1:1 em
meio RPMI, a qual foi delicadamente adicionada sobre o Percoll 70% também na
proporgao 1:1 e entdo centrifugada por 20 minutos a 1500 g, sem freio e baixa
aceleracdo. Apos a centrifugacéo, foi coletada a interface entre as solucdes que foi
lavada trés vezes com meio RPMI para a retirada de residuos de Percoll. Em seguida,
foi feito um esfregaco sanguineo para verificar a parasitemia obtida no Percoll 70%. O
pellet foi reajustado com heméacia sadia para obtencdo do volume de papa necessario
para o preparo da solucdo de cultivo, e assim suceder com o procedimento de cultura do
parasito. Esse processo foi realizado para, além de enriquecer, concentrar as formas

mais jovens (anéis) do parasito na amostra, essenciais para 0s ensaios de maturacao.

Ensaio de sensibilidade a drogas em cultura ex vivo

A susceptibilidade de drogas de isolados de P. vivax ex vivo foi avaliada pelo ensaio de

maturacéo de esquizontes *®

. 200 pl da solugéo de parasito enriqguecido ou ndo por
gradiente de Percoll 70% foi ressuspensa em meio IMDM suplementado com 20% de
soro humano inativado, em um hematocrito final de 2%. Metade da placa de 96 pocos

fixada com as drogas pré-doseadas, mais um grupo controle sem droga (controle
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positivo) e outro com controle sem parasitos (controle negativo) foi utilizada para a
amostra ndo enriquecida. A outra metade adicionou-se a amostra enriquecida, utilizando
0 mesmo padrao para 0s controles positivo e negativo. Em seguida, foi incubado em
atmosfera hipoxica (candle jar) a 37,5 °C, por até 48h em média, para amadurecimento
dos parasitos. A incubacéo foi interrompida quando obtido > 40% de parasitos em
estagio de esquizontes no controle positivo determinado por MO ou até 48 horas de

cultivo.

Quantificagcdo de parasitas por microscopia éptica

Foram confeccionadas gotas espessas de cada pog¢o que foram entdo coradas pelo
método de Walker e examinadas microscopicamente. O nimero de esquizontes
maduros por 200 parasitas em estagio assexuado foi determinado para cada

concentracdo de droga e também para 0 poco controle positivo.

Validac&o da concentracao de uso de corantes fluorescentes para Citometria de fluxo

Amostras de P. vivax foram enriquecidas ou nao por Percoll 70% e cultivadas em placas
sem drogas para obtencéo de > 40% de esquizontes. Foram utilizados os corantes de
acido nucleico SYBR Green | (SG, Invitrogen-Molecular Probes), solucdo estoque
10.000 x concentrado em DMSO e Dihidroetideo (DHE, Sigma-Aldrich). O DHE foi
diluido conforme instrucdes do fabricante (5mg/ml). Foram avaliadas as concentragdes
de 0,5x; 1x; 2x e 4xde SYBR GREEN e DHE nas concentra¢cdes de 2,5; 5 e 10 ug/ml,
em duplicata para cada condi¢do. A marcacao dos parasitas foi realizada de acordo com

protocolo descrito anteriormente ®. Brevemente, ao término do cultivo, a suspenséo de

parasitas nos pogos foi homogeneizada e 50 ul de cada pogo foi adicionado a uma nova
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placa. A estes foi adicionado 50 ul da solugdo contendo os corantes (simples SYBR
Green ou junto ao DHE), seguido de incubac¢éo por 20 minutos a 37° C. Apds este
periodo foi adicionado 200 ul de PBS 1x gelado para paralisar a reacao e entdo ser
realizada a leitura da amostra em citbmetro BD FACSCanto || ™. Apds aquisi¢céo pelo
equipamento, os dados brutos foram gerados pelo software FlowJo. Para melhor
construcao de gates, eritrocitos ndo infectados (controle negativo) foram também

corados nas mesmas condi¢des para definicdo da populagcdo negativa.

Avaliacdo da sensibilidade da deteccdo em amostras com baixa parasitemia por

Citometria de fluxo (CF)

Uma amostra positiva foi enriquecida por Percoll e depois preparada solugao final 2%.
ApOs esse processo, a solugéo foi diluida serialmente (base 2) por 10 vezes em placa de
96 pocos contendo 0 mesmo volume de solucédo de hemacias ndo infectadas no mesmo
hematdécrito. Cada condicdo de parasitemia foi testada em duplicata. Este ensaio foi
realizado apos definicdo da concentracdo de corantes. Foi marcado com SYBR Green

0,5x concentrado em PBS 1x.

Quantificacdo de parasitas por citometria de fluxo (CF).

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 de placas de 96 pocos

de alto rendimento (BD FACSCanto Il ™). O laser azul foi utilizado para a detecgéo 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). A populacao de células foi analisada adicionalmente nos perfis FSC-A/FL1-A. A

populacdo de esquizontes maduros foi definida com base no poco de controle positivo e
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aplicado a todos os pocos tratados com drogas. O procedimento de a coloragéo dupla
de DHE e SG foi aplicado conforme protocolo previamente descrito . Para aquisicao

de dados, 100.000 eventos totais foram analisados.

Andalise estatistica

A concordancia entre os métodos de quantificacao foi avaliada pela andlise de Bland-
Altman usando dados de ICso obtidos com ambos os métodos (MO e CF) @7 A
normalidade dos dados foi verificada utilizando o método Shapiro-Wilk. A comparacéo
entre grupos foi feita usando o teste ANOVA/Kruskal-Wallis e post test de Tukey/Dunn'’s.
O teste de Wilcoxon ou teste t de Student foi realizado para comparar dois grupos
pareados. Todas as andlises estatisticas e os graficos utilizaram o software GraphPad
Prism (versdo 8.0.2) O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P < 0,05 para

todos os testes.
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ETHICS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FMT-HVD sob o seguinte

numero CAAE: 18921019.0.0000.0005.

RESULTS

Descricéo da quantidade de amostras e seu uso nos ensaios realizados

Foram coletadas um total de 72 amostras de sangue de pacientes com malaria vivax.
As trinta e oito primeiras foram coletadas com intuito da padronizagéo da concentracéo
de uso de corantes fluorescentes na CF. Destes, 30 (78,9%) nao tinham a quantidade
de trofozoitos jovens (anéis) necessaria para ensaio. Desta forma, optou-se pela
utilizacdo de algumas que continham maior porcentagem de trofozoito maduro, que
foram deixados em cultivo por 24h em média ou até obtencéo de > 40% de

esquizontes. De um total de 14 amostras usadas, trés (21,4%) foram utilizadas com
sucesso nos testes, cinco (35,7%) nao tiveram amadurecimento suficiente, trés (21,4%)
nao tiveram sucesso na marcacgao pelos corantes e andlise por citometria e trés (21,4%)

contaminaram durante o cultivo.

Trinta e quatro amostras foram coletadas para ensaio ex vivo de sensibilidade a
antimalaricos de P. vivax. Destas, apenas nove (26,5%) tinham > 40% de anéis. Seis
(66,7%) resultaram em testes bem-sucedidos e trés (33,3%) tiveram amadurecimento
insuficiente. Importante ressaltar que essas trés amostras que ndo amadureceram nos
testes de sensibilidade, se deram por problemas técnicos na estufa utilizada para

cultura.
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A concentracdo 0,5x de SG evidencia adequadamente a parasitemia por citometria de

fluxo e é capaz de detectar baixas concentra¢des do parasito

Duas amostras foram utilizadas para avaliar a capacidade de distinguir as células
infectadas das nao infectadas, por citometria de fluxo, utilizando diferentes
concentracfes de SYBR Green. Neste ensaio, utilizando o graficos de pontos (Figura 1),
observou-se que a concentracdo de 0,5x a distincdo entre estas populacdes ficou mais
clara uma vez que os eventos positivos ficaram mais bem evidenciados na gate, sendo
possivel quantificar a parasitemia sem haver perda dos eventos positivos, diferente das
demais concentracdes. Além disso, a segmentacdo das populacdes entre positiva e
negativa fica ainda mais evidente e a gate melhor delimitada na amostra enriquecida por

Percoll 70% (Figura 2).

N&o obstante, nos ensaios de diluicdo de parasitemia, a concentracéo de 0,5x foi capaz
de evidenciar os eventos positivos mesmo nas maiores diluicdes, ou seja, menores
densidades de parasitos, demonstrando a especificidade e sensibilidade de deteccao de
parasitos corados pela CF e desta maneira a linearidade da queda na parasitemia ao
longo da diluicdo com eritrcitos nao infectados (Figura 3).

Sendo, desta maneira, esta concentragdo validada e escolhida para dar prosseguimento

aos ensaios de avaliacdo de atividade antimalarica.

A dupla marcacdo nas concentracbes de SG 0,5x e DHE 5 ug/ml detectou melhor a

gate de parasitas nos ensaios de padronizacéo
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Os ensaios de maturacdo nado levam em conta a percentagem de células positivas, mas
sim a percentagem de parasitas que sofreram a maturagéo, ou seja, em que houve
aumento no namero de nucleos, levando, portanto, a uma maior quantidade de DNA
que por conseguinte leva a maior absorcéo de corantes e assim, aumento da
intensidade de fluorescéncia. A marcacdo com SG mostrou-se eficiente em diferenciar
as células positivas das ndo infectadas, no entanto ndo ha clara distincdo de
subpopulacdes (jovens e maduras) dentro dos eventos positivos. Para isso tem sido

proposto o uso de dupla marcacédo com SG E DHE ©.

Como é possivel observar na Figura 4, usando a dupla marcacdo ha uma segmentacao
das populacdes duplo positivas e pode-se delimitar no grafico de pontos duas gates,
sendo uma de parasitas no estagio de trofozoitos e outra dos esquizontes, que
corresponde ao grupo de eventos com 0s niveis mais altos de DNA (SG, eixoy /

(DHE, eixo Xx).

A marcacdo simples e dupla com corantes de DNA fluorescentes de isolados de P.

vivax levam a resultados similares de ICsp na metodologia de CF.

Seis isolados foram utilizados para determinar e comparar a ICso de diferentes drogas
antimalaricas por CF utilizando a marcacao simples (SG) e dupla (SG e DHE) com
corantes de DNA. Os dados de IC5p mostraram-se similares para as drogas avaliadas
utilizando a marcacao simples ou dupla, tanto nas amostras enriquecidas por Percoll
guanto naquelas ndo enriquecidas (Figura 5). Desta maneira, pode-se demonstrar que

apos a determinacdo da gate de esquizontes, a marcacao simples é capaz de
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determinar a percentagem de maturacao de parasitas podendo ser suficiente para a

determinacéo de ICso.

A determinacdo de susceptibilidade de P. vivax as drogas antimalaricas por citometria

de fluxo é similar a da microscopia 6ptica

A fim de avaliar se a citometria de fluxo pode ser utilizada para determinar a
susceptibilidade de isolados de P. vivax as drogas antimalaricas, calculamos a ICso de
guatro drogas antimalaricas em seis isolados utilizando as técnicas de citometria de
fluxo por simples e dupla marcacdo e de microscopia Optica, em amostras enriquecidas
ou ndo (Table 1). Ao comparar estas técnicas, ndo foram observadas diferencas entre
todas as condi¢cBes e antimalaricos testados, e portanto, as técnicas tém resultados
similares (Figura 6). Nas analises de Bland-Altman também foi possivel observar boa

concordancia entre os métodos (figuras 7,8,9 e 10).
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DISCUSSION

A auséncia de uma cultura a longo prazo de P. vivax, tem limitado o estudo desta
espécie que vem tornando-se prevalente em areas onde as medidas de controle
parecem eficazes para a maléria falciparum ®. A avaliacdo da susceptibilidade de P.
vivax aos medicamentos hoje disponiveis baseiam-se em dados clinicos havendo
poucos estudos de susceptibilidade ex vivo, que poderiam antecipar a deteccéao da
perda de eficacia dos medicamentos ©). Isto deve-se em grande parte pelo fato de que
estes ensaios ex vivo sdo bastante laboriosos e necessitam de técnicos treinados para

avaliacdo por MO 19

Apesar de ser 0 padrdo ouro para avaliacdo da sensibilidade ex vivo, a literatura ressalta
a subjetividade dos resultados da MO ©19_ A quantificacdo baseada nesta técnica
requer preparacao de gota espessa de cada poco das diferentes condigdes de droga ou
ndo, secagem das gotas, coloracdo Giemsa, seguida de leitura em microscopio éptico.
Considerando o tempo de preparacao e analise das duas técnicas, fica evidente a
vantagem da CF, que pode ser concluida logo apds o término do cultivo com simples
preparo de coloracédo e aquisicao em citbmetro de fluxo. H4 ainda que se considerar o

volume de amostra para andlise, que no caso da CF necessita de bem menos material.

A utilizacdo da quantificacdo baseada em CF traz uma automatizacao importante do
processamento de amostras de ensaios de sensibilidade. Uma analise comparativa do
método de coloracdo Unica com SG e o de coloracdo dupla com SG mais DHE foi
realizada de acordo com a literatura anterior ©®, e os achados aqui corroboram com este
trabalho. Os resultados em ambas as condi¢cdes foram comparaveis e parecem
adequados para avaliar a susceptibilidade do parasito aos medicamentos antimalaricos.

Destaca-se portanto, as vantagens do uso de coloracdo Unica com SG, de forma que
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nao ha necessidade de executar controles de coloracdo Unica em cada experimento
para compensar a sobreposicao espectral que ocorre quando métodos de coloracao
dupla usam corantes fluorescentes com espectros proximos de excitacdo / emissao,
como € aplicado para SG e DHE. Portanto, a simples marcacao facilita muito a analise

de dados brutos de FC, além do seu custo beneficio.

Um aspecto importante observado neste trabalho, foi que nos testes com leitura por CF,
guando houve contaminacédo de isolados durante o cultivo, esta técnica foi sensivel para
detectar mesmo em casos bem discretos, que poderiam néo ser detectados por

microscopia Optica e gerar um dado ndo condizente com a a¢édo do antimalarico testado.

Entretanto, é importante mencionar outra limitagdo dos ensaios ex vivo: as baixas
parasitemias das amostras coletadas levam a uma demanda maior de tempo de leitura
das laminas e perda da sensibilidade do ensaio. Devido a isto, neste trabalho optou-se
por realizar o enriquecimento da parasitemia por Percoll 70%, de metade de cada
amostra coletada, considerando que as baixas parasitemias sdo um entrave para o
seguimento dos testes. Ficou evidente que ndo houve diferenca na susceptibilidade do
parasito aos antimalaricos, em amostras enriquecidas frente as ndo enriquecidas
(Figura 7), e, portanto, ndo parece haver uma selecdo de parasitas de estadios distintos
da amostra inicial por este processamento que pudesse interferir no ensaio
antimalarico. Importante ressaltar que em amostras enriquecidas, a leitura da gota
espessa se deu de forma muito mais rapida, devido a quantidade de parasitos por

campo, 0 que otimizou o tempo de leitura total dos ensaios.
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Para as andlises dos resultados, apds obtencéo das ICsp, fez-se a exclusédo dos outliers
nos resultados da MQ e ATV, pois esses fugiam da normalidade e poderiam causar
anomalias nas analises posteriores. O critério de exclusao foi valores de ICso maiores

gque a maior concentracdo testada, 3000nM e 60nM, respecti vamente.

Destacamos ainda que o baixo nimero de isolados utilizados nos ensaios deve-se a
dificuldade de selecionar amostras com mais de 40% de anéis, sendo este um limitante
para o estudo, pois para os ensaios de sensibilidade por maturacéo de esquizontes,
este € um fator indispensavel. Tivemos um total de 72 amostras coletadas. Destas

17 (23,6%) tinham a quantidade minima necesséria de aneéis.

Mais ensaios sdo necessarios para que se tenha uma analise mais robusta dos

resultados.
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CONCLUSION

Os resultados mostraram uma boa correlacéo entre a microscopia optica e citometria de
fluxo, sugerindo que esta parece ser uma boa ferramenta para ensaio de sensibilidade.

S&0 necessarios mais ensaios para uma analise mais robusta.
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Table 1. Ensaio de inibicdo em P. vivax e P. falciparum

ICso (NM) of P.vivax ICso (M) of P.vivax | ICs, (NM) of P.vivax ICs0 (NM) of
Drug (MO) (CF) (CF) P.falciparum
SG + DHE SG cepa 3D7
(CF)
DHE
E SE E SE E SE
52,23 44,99 65,48 7,89 59,38 44,49 145,3
CQ + + + + + + +
11,43 22,21 39,97 8,18 32,57 56,34 2,68
80,23 52,97 57,20 61,93 29,89 49,45 112
MQ + + + * * * +
94,53 35,07 33,01 44,07 26,29 61,59 2,12
4,56 2,09 2,49 1,04 5,89 8,44 2,2
ART + + + + + + +
4,58 1,03 1,56 0,56 5,39 14,75 0,33
14,97 11,30 13,32 10,20 , 6,68 ,
ATV + + + + + + +
9,14 8,34 11,52 9,26 1,85 7,70 0,39

Média da IC5p de cada antimalarico testado e desvio padrdo, na condicdo de
enriquecimento ou ndo, em 6 isolados independentes. A média da ICsp em P.
falciparum foi calculada a partir de 2 isolados testados. E: Enriquecido; SE: Sem
enriquecimento; MO: Microscopia Optica; CF: Citometria de fluxo; SG: SYBR Green;
DHE: Dihidroetideo;
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FIGURE AND LEGENDS
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Figura 1: Comparacgado da distin¢gdo de células infectadas ou ndo em amostras de
P. vivax nédo enriquecidas por Percoll 70%, em diferentes concentracdes de
corante SYBR Green. As hemacias individuais foram analisadas em Gréfico de pontos
SSC-H/ SYBR Green, em amostra ndo enriquecida. A gate de hemacias infectadas esta
indicada na imagem e o nimero dentro de cada uma representa a porcentagem da
parasitemia. A concentracdo de SG a 0,5x foi a selecionada para os ensaios de

sensibilidade a antimalaricos pela melhor deteccdo das células parasitadas. SG: SYBR
Green.
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Figura 2: Comparacédo da distin¢cdo de células infectadas ou ndo em amostras de
P. vivax enriquecidas por Percoll 70%, em diferentes concentracdes de corante
SYBR Green. As hemacias individuais foram analisadas em Grafico de pontos SSC-H /
SYBR Green, em amostra enriquecida. A gate de hemacias infectadas esta indicada na
imagem e o numero dentro de cada uma representa a porcentagem da parasitemia. A
concentragcdo de SG a 0,5x foi a selecionada para os ensaios de sensibilidade a

antimalaricos pela melhor deteccdo das células parasitadas. SG: SYBR Green.
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Figura 3. Curva decrescente de parasitemia de amostras de P. vivax diluida
serialmente com hemacias ndo infectadas determinada por citometria de fluxo.
Cada ponto no grafico de linhas demonstra uma concentracdo de parasita em diluicao

seriada, em um isolado de P. vivax enriquecido, ap6s 24h de cultivo. A concentracdo de
corante SYBR Green utilizada foi 0,5x.
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Figura 4. Resultados representativos da estratégia de deteccdo da gate de
esquizontes, em gréafico de pontos por citometria de fluxo. O isolado de P. vivax foi
marcado com SG e DHE (0,5x e 5ug/ml). A gate que representa os eventos de
esquizontes é indicada em cada grafico, em P2. P1: Trofozoitos; A) Amostra negativa B)

Amostra positiva sem enriquecimento; C) Amostra positiva enriquecida.
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Figura 5 — Correlacdo entre a sensibilidade detectada por simples e dupla marcacao de corantes fluorescentes para
citometria de fluxo, em amostras enriquecidas ou néo, através da andlise de Bland-Altman. Os seis pontos em cada
grafico representam a ICso obtida em cada isolado nos ensaios de sensibilidade de P. vivax aos antimalaricos testados. A e B:
Cloroquina; C e D:Mefloquina; E e F: Artesunato; G e H: Atovaquona. As linhas pontilhadas representam os limites de 95 %
de concordancia superior e inferior. Bias: Diferenca média; UNI: Simples marca¢do com SG; DUP: dupla marcacdo com SG e
DHE; SE: Sem enriquecimento; E:Enriquecido. A analise mostrou ndo haver diferenca em entre os grupos avaliados, para

todos os antimalaricos testados.
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Figura 6. Comparacao entre as diversas condicdes de microscopia Optica e

citometria de fluxo. Os graficos estdo expressos em resultados individuais (pontos)

e medianas (traco) das ICsp de cada antimalarico testado. Os grupos foram

comparados usando teste ANOVA ou Kruskal-Wallis. O nivel de significancia

estatistica foi estabelecido em P < 0,05 para todos os testes. Nado houve diferenca

em nenhum dos grupos, em todos os antimalaricos e condicfes testadas. GE: Gota

Espessa; UNI: Simples marcagdo com SG; DUP: dupla marcagdo com SG e DHE;

SE: Sem enriquecimento; E:Enriquecido. CQ: Cloroquina; MQ: Mefloquina; ART:

Artesunato; ATV: Atovaquona.
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Figura 7 - Concordancia entre os métodos de quantificacdo, em amostras

enriquecidas ou néo, avaliadas pela analise de Bland-Altman. Cada ponto no

grafico representa os dados derivados da ICsp de seis isolados, testados quanto a

sensibilidade a Cloroquina (CQ) em P. vivax, comparando a Citometria de Fluxo com

a microscopia optica. As linhas pontilhadas representam os limites de 95 % de

concordancia superior e inferior. Bias: diferenca média; GE: Gota Espessa; UNI:
Marcado somente com SG; DUP: SG e DHE; SE: Sem enriquecimento; E:

Enriqueci

do.
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Figura 8 - Concordancia entre os métodos de quantificacdo, em amostras

enriguecidas ou néao, avaliadas pela analise de Bland-Altman. Cada ponto no

grafico representa os dados derivados da ICsy de seis isolados, testados quanto a

sensibilidade a Mefloquina (MQ) em P. vivax, comparando a Citometria de Fluxo

com a microscopia optica. As linhas pontilhadas representam os limites de 95 % de

concordancia superior e inferior. Bias: Diferenga média; GE: Gota Espessa; UNI:
Marcado somente com SG; DUP: SG e DHE; SE: Sem enriquecimento; E:

Enriquecido.
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Figura 9 - Concordancia entre os meéetodos de quantificacdo, em amostras
enriquecidas ou nédo, avaliadas pela analise de Bland-Altman. Cada ponto no
gréfico representa os dados derivados da ICsy de seis isolados, testados quanto a
sensibilidade ao Artesunato (ART) em P. vivax, comparando a Citometria de Fluxo
com a microscopia optica As linhas pontilhadas representam os limites de 95 % de
concordancia superior e inferior. Bias: Diferenca média; GE: Gota Espessa; UNI:
Marcado somente com SG; DUP: SG e DHE; SE: Sem enriquecimento; E:

Enriquecido.
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Figura 10 - Concordancia entre os meéetodos de quantificacdo em amostras
enriquecidas ou ndo, avaliadas pela anélise de Bland-Altman. Cada ponto no
gréfico representa os dados derivados da ICsy de seis isolados, testados quanto a
sensibilidade a Atovaquona (ATV) em P. vivax, comparando a Citometria de Fluxo
com a microscopia optica. As linhas pontilhadas representam os limites de 95 % de
concordancia superior e inferior. Bias: Diferenca média; GE: Gota Espessa; UNI:
Marcado somente com SG; DUP: SG e DHE; SE: Sem enriquecimento; E:

Enriquecido.
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4 LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

A dificuldade em obter amostras com mais de 40% de anéis foi um limitante,
pois para os ensaios de sensibilidade por maturacdo de esquizontes, este € um fator
indispensavel. Desta forma, boa parte das amostras coletadas foi descartada por

nao ter este requisito minimo.

Mais ensaios sdo planejados para que tenhamos uma andlise mais robusta
dos resultados. Uma aliquota de cada amostra foi devidamente criopreservada em
nitrogénio liquido e planejamos descongelar para fazer os mesmos testes e

comparar os resultados com a amostra fresca.

5 CONCLUSAO

- Os isolados de Plasmodium vivax foram sensiveis frente aos antimaléaricos

selecionados para teste;

- Houve correlagéo entre os resultados da ICso analisados por microscopia
Optica e citometria de fluxo, sugerindo que esta Ultima parece ser uma boa

ferramenta para otimizar os ensaios de sensibilidade a antimalaricos;
- O método baseado em simples marcacdo com SG produziu resultados
comparaveis a dupla marcacdo, mostrando ser suficiente para conducdo das

andlises de ensaio de sensibilidade em Plasmodium vivax;

- O enriquecimento por Percoll 70% mostrou-se vantajoso quanto ao

aumento da parasitemia, sem prejuizo na conducdo dos ensaios.

S&0 necessarios mais ensaios para uma analise mais robusta.
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7 ANEXOS E APENDICES

7.1 Procedimentos operacionais padrao utilizados na dissertacéo

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cddigo POP POP_IPCCB_LAB_ Versao 02

Procedimento operacional padrdo para preparacdo de
Titulo meios de cultura: RPMI, IMDM, meio completo para P.

vivax, meio completo para P. falciparum

Linguado Documento | Portugués

_ Data de
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: .
_ _ _ aprovacao:
Glenda Q. Ramos | Camila Fabbri Stefanie Lopes
Nome Verséo | Alteracdes realizadas
Camila Fabbri | 2 Alteracdes no procedimento, adicdo de referéncias,

mudanca para o novo modelo de POP

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

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

2. CAMPODE APLICACAO
Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a producdo de meios de cultura no
IPCCB.
3. DEFINICOES

Meios de Cultura: Os meios de culturas sao preparagdes quimicas geralmente
usadas para a realizacdo de analises laboratoriais, que possuem na sua férmula

nutrientes entre outras substancias que provém as condicBes necessarias para que
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0s microrganismos inoculados se multipliqguem em um meio artificial, para entre
outras funcdes, o seu estudo e analise.

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM): Em 1976, Guilbert e Iscove
demonstraram que células precursoras de eritrécitos e macréfagos 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 adicionais, vitaminas, piruvato de

sédio, tampao HEPES e nitrato de potassio em ve z de nitrato férrico.

Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI): O meio RPMI foi originalmente
desenvolvido para cultivar células leucémicas humanas em suspensdo e como uma
monocamada. Tem sido considerado adequado para uma variedade de células de
mamiferos, incluindo HelLa, 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
4. RESPONSABILIDADES

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

pesquisadores.

5. POP’S RELACIONADOS

N&o se aplica

6. PROCEDIMENTOS

6.1 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);
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f) Meio de cultura comerciais em po;

g) Filtro a vacuo estéril;

h) Filtro de seringa a 0,22 pM;

i) Seringade 10 mL.

6.2 Equipamentos

a) Balanca analitica;

b) Agitador magnético;

c) Bomba para filtragdo a vacuo.

6.3Meio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)

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

levemente entre uma adicao e outra:
b) 3,024 g/ L de Bicarbonato de Sodio;
c) 3,024 g/L de Glicose;
d) 1 envelope de IMDM comercial.

e) Levar a solugdo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apos, 40
minutos de agitacao, filtrar a solucdo 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).

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

a) Observar o rotulo do meio a ser preparado. Caso o meio de cultura em p6 nao
contenha glicose e bicarbonato de sdédio, pesar 2,4 g de glicose e 2,4 g de

bicarbonato de sddio.
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b) Levar a solucdo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apés, 40
minutos de agitacao, filtrar a solucdo em camara de fluxo laminar com auxilio

do filtro a vacuo e a bomba,;
c) Acondicionar em vidro estéril identificando a data de producéo;

d) Armazenar na geladeira (4°C).

6.5Meio 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 € necessério adicionar glicose ou bicarbonato de saodio,

apenas prosseguir da seguinte forma:
a) Emum Becker de 200 mL adicionar 100 mL de agua destilada;
b) Adicionar o meio de cultura em po;

e) Levar a solugdo 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 uM;
f) Acondicionar em vidro estéril identificando a data de producéo;

g) Armazenar na geladeira (4°C).

6.6 Preparacéo 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) Ildentificar e armazenar em geladeira 4°C

6.7 Preparagcéo do meio do P.falciparum completo

a) A cada 1L de RPMI, adicionar 50mg de hipoxantina,
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b) Levar a solucdo ao agitador magnético em temperatura ambiente. Apés, 40

minutos de agitacao, filtrar a solugdo em camara de fluxo laminar;

c) 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) Ildentificar e armazenar em geladeira 4°C

7. REFERENCIAS

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

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

Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de confeccao de

coluna de celulose filtracdo da amostra de P. vivax, conduzido no Instituto de

Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB).
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9. CAMPODE APLICACAO
Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a confeccéo da coluna de celulose

no 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 utilizacdo 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, poés-doutorado e
pesquisadores.

12. POP’S RELACIONADOS
POP — Meios de cultura

13. PROCEDIMENTOS

13.1 Materiais necessarios:

a) Seringade 10 ml;

b) Tubo Falconde 15 ml;

c) Fita adesiva,

d) La de vidro ou papel de filtro cortado em quadro de 0,5cm x0,5 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;
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c) Conecta a seringa, com o orificio maior virado para cima ao tubo falcon

utilizando uma fita adesiva;

d) Colocar uma pequena quantidade de 1& de vidro e cobrir superficialmente o
orificio menor da seringa, com ajuda de uma pinga ou pipeta ou colocar o

fragmento de papel filtro cortado com o auxilio da pinca ou pipeta;

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

prosseguir;
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 descontaminagéo 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;

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) Apoés 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 solucéo de
contendo pellet + RPMI,

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

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

j) ApoOs 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.



60

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Codigo POP Verséo 01
Tl Procedimento operacional padrdo para a preparacéo
itulo
e execucao do enriquecimento com Percoll a 70%
Lingua do R
Portuguées
Documento
Revisado por: Data de
Elaborado por: ~ | Aprovado por: .
_ _ Rosa Amélia _ aprovacao:
Camila Fabbri Stefanie Lopes
Santana
Nome Verséo | Alteracdes realizadas

15. OBJETIVO

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

Aplica-se a todos os profissionais que realizardo a realizagdo do

enriquecimento com Percolla 70% no IPCCB.

17. DEFINICOES

EPIs: Equipamentos de protegao individual

RCF: doinglés Relative Centrifugal Force, é a unidade padréo para medidas de
centrifugas

RPM: rotacBes por minuto. Uma das unidades de rotacdo da centrifuga que néo
leva em conta o diametro do equipamento.

RPMI 1X: meio Roswell Park Memorial Institute 1640 diluido em 1 litro de 4gua
destilada filtrada.
18. RESPONSABILIDADES



61

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

19. POP’S RELACIONADOS
5.1 Coleta de sangue;
5.2 Meios de cultura;
5.3 Coluna de celulose;
20. PROCEDIMENTOS
20.1 Materiais e Reagentes:
a) tubo falcon estéril de 15 mL
b) tubo falcon estéril de 50 mL
c)percoll,
d) PBS 10x
e) PBS 1x
f) agua destilada filtrada com filtro de seringa de especificagao 0,22 pM;
g) filtros de seringa de 0,22 pM;

h) pipeta estéril descartavel pasteur.

20.2 Producéo do PBS 10x
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 produgéo e armazenar em geladeira (4°C);

20.3 Producao do PBS 1x

c) Diluir 1 tablet de PBS (sigma) em 200 mL de agua destilada;
d) Filtrar em de seringa de 0,22 uM;

e) Aliquotar em tubos falcons de 50 mL;

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

20.4 Diluic&o do percoll a 70%
a) Preparar percoll isoténico: 9 mL de percolle 1 mL de PBS 10x;

b) Preparar percoll 70%: 7 partes de percoll isotdnico e 3 partel de PBS 1x
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20.5 Enriquecimento de amostra com percoll 70%

a) 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
proporgéo de 1:1 usando o meio RPMI 1X;

b) Adicionar a amostra diluida vagarosamente no percoll 70% na propor¢éao 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) Apoés a centrifugacédo, devera formar as seguintes camadas:

Meio de cultura utilizado
para diluir a amostra

Parasitos maduros em
diferentes estagios
(dependendo da amostra
primaria)

\ 4

Percoll 45% | 4—

Hemacia nao parasitadas e
» | formas jovens do parasito

e) Com atencdo e uma pipeta pasteur estéril, retirar o anel de parasitas maduros

e transferir para um falcon 15 mL limpo. Pode retirar também o meio



63

simultaneamente. Cautela para ndao gerar refluxo no momento que estiver
sugando o anel, dessa forma, retirar aos poucos;

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

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

h) Apds as lavagens, retirar o 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 proximo passo do objetivo final

da amostra que esta sendo processada.

21. REFERENCIAS

Bounkeua V, Li F, Chuquiyauri R, Abeles SR, Mcclean CM, Neyra V, et al. Lack
of Molecular Correlates of Plasmodium vivax Ookinete Development.
2011;85(2):207-13.

Pukrittayakamee S, Imwong M, Singhasivanon P, Stepniewska K, Day NJ,
White NJ. Effects of different antimalarial drugs on gametocyte carriage in P. vivax
malaria. Am J Trop Med Hyg. 2008;79(3):378-84.

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

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

Este POP tem como objetivo elucidar o procedimento operacional padrao
para a preparacéo da placa com as drogas selecionadas a fim de realizar o teste de
suscetibilidade in vitro para Plasmodium vivax no Instituto de Pesquisa Clinica
Carlos Borborema (IPCCB).

23. CAMPO DE APLICACAO
Laboratério de Cultura
24. DEFINICOES
DMSO: Dimetilsulféxido

25. RESPONSABILIDADES
Técnicos, estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, pés-doutorado e

pesquisadores.

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

5.3 Colunade celulose;

6. PROCEDIMENTOS

Tabela 1. Caracteristicas das drogas
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DROGA FORMULACAO | PESO DILUENTE | TEMP DE | CONCENTRACAO
MOLECULAR ARMAZ (INTERVALO -
(SOL LITERATURA EM P.
ESTOQUE | FALCIPARUM)
)
0,4-25,6 uM
Mefloquina Hidroclorido 414.8 Etanol a|4°C (WHO, 2001)
70%
02-128 uM
(WHO, 2001)
Agua 4°C 125 - 1.600 nM
Cloroquina Difosfotato 515,9 deionizada (Basco et al, 1994)
1,95-1000 nM
(usado pelo grupo)
0,1 nM — 242,9 nM
C1oH13CINg 248,71 Etanol a (Randrianarivelojosia
Pirimetamina | (sal — cristal) 70% 4°C etal, 2002)
0,0031 -51,2 nM
(Basco et al, 1994)
CxH19CIlO; 0,83-6,81 nM
Atovaquona | (sal — cristal) 366,8 DMSO 4°C (Khositnithikul et al,
2008)
0,9-60 nM
C19H504 Etanol a (Rebelo et al, 2015)
Artesunato (sal — cristal) 384,4 70% 4°C 0,38-1,08 nM

(Kwansa-Bentum et
al, 2011)

6.1 Reagentes:

a) Agua deionizada;



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khositnithikul%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18226262
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b) Drogas a serem testadas (ver tabela 1);
c) Diluentes para as Drogas:
6.3.1. DMSO;
6.3.2. Etanol (EtOH);
6.3.3 Metanol (MetOH) — (concentracéo de 50%).

6.2 Materiais e Equipamentos

a) Centrifuga;

b) Falcon 15 mL;

c) Falconde 50 mL;

d) microtubos de 1,5 mL;

e) Placas de 96 pocos estéreis — fundo chato;
f) Pipeta automatica multicanal,

g) Vortex;

h) Balanca analitica;

i) Papelaluminio.

6.3 Preparacao da placa

a) Preparar a solucado estoque da droga na concentracdo de 1lmg/mL ou 0,5
mg/mL (a depender da droga — observar o anexo 1) no diluente apropriado. Para
iISso, atentar para a Tabela 1, que descreve os tipos de diluente para cada droga.
Pesar 10 mg ou 5 mg da droga e dilur em 10 mL do diluente apropriado. A
solugcado pode ser armazenada por um més se selada com parafilm em
geladeira a 4°C;

b) Para fazer o calculo da diluicdo para a concentracdo maxima da droga com a
finalidade de obter a concentracéo final desejada na placa € necessario saber o
volume de amostra que sera pipetado. Dessa forma, € necesséario calcular a

concentracao a ser utilizada com base na quantidade de amostra;

Exemplo:
Utilizando a cloroquina — maior concentracao final: 3000 nM.
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C1:?
V1:45 uL — volume da droga a ser colocado no pogo
C2: 3000 nM — concentracgéao final desejada

V2: 200 pL — volume de amostra a ser colocado no poco

C1=3000x200/45, assim C1 = 13333 nM

Dessa forma, para obter a concentracao final de 3000 nM no poc¢o, adicionando
200 yL de amostra, é necesséario diluir a cloroquina na concentracdo de 13333
nM.

c) Em seguida, fazer o calculo para verificar quanto microlitros da solucéo estoque é
necessaria para obter a concentracdo maior da droga. Sera pipetado 60uL em
um poc¢o. Entdo, para ter uma margem de seguranca, fazer o calculo para 120
pL. Pensando em produzir 15 placas seriam 15 x 120 pL = 1,8 mL. Dessa forma,

preparar 3 mL ao todo.

Exemplo:

Utilizando a cloroquina — maior concentracao: 13333 nM.
V1:?

C1:1,94mM = 1,94 x10° nM

C2: 13333 nM — concentracgéao final desejada

V2: 3000 pL — volume de diluente

V1 = 13333 x 3000 /1,94 x 10°
V1=20,64 uL

Dessa forma, para obter uma solucédo de 13333 nM de cloroquina, adicionar
20,64 pL em 2979,36 puL de metanol a 50%. Essa sera a maior concentracao de

uso a ser adicionada no poco para adroga exemplificada.
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d) Com todas as diluicbes das drogas prontas, prosseguir com a diluicdo seriada na

base 3. Adicionar 60 pL das drogas diluidas em cada poco na coluna 1. Com

auxilio de uma pipeta multicanal, adicionar 45 pL da coluna 2 em diante de

metanol 50%, de acordo com a quantidade de concentracdes a serem testadas.

De forma rapida e assertiva utilizando a pipeta multicanal, pipetar 15 pyL da

coluna 1 e colocar na coluna 2, homogeneizar 3x e pipetar 15 pL da coluna 2 na

coluna 3, homogeneizar 3x e assim por diante até a Ultima concentracdo da

droga. Na Ultima concentracéo, descartar 15 pyL. Importante: deixar uma coluna

para controle (amostra sem droga). A imagem a seguir exemplifica um mapa de

distribuicdo das drogas em uma placa de 96 pocos;

SEM ENRIQUECIMENTO COM ENRIQUECIMENTO (percoll
70%)
CQ |MQ [ART [PIR [ATV [C [CQ [MQ [ART [PR [ATV |[C
T T
A 3000 [3000 | 60* | 2500 | 60 3000 | 3000 | 60* | 2500 | 60*
B[ 1000 | 1000 [20 | 833, |20 1000 | 1000 [20 | 833, |20
3 3
C|333 [333 [667 |277, | 667 333 | 333 | 667 | 277, | 667
8 8
D|111 [111 [2,22 [925 [2,22 111 [ 111 [2,22 [ 925 [2,22
9 9
E|[37 |37 |074 [309 074 [GMM 37 |37 |074 | 30,9 |0,74
S
F|123 [123 [0,25 [103 [025 MM 123 | 123 [0,25 | 10,3 [0,25
S
G|411 [411 [008 [34 [008 WaMM 411 411 [008 |34 |0,08
S
H|[137 [137 [002 [11 [002 JGMM 137 [137 [002 [11 [002
7 7 B 7 7




Cloroquina

Mefloquina

Artesunato

Pirimetamina

Atovaquona

Hemacia infectada — espaco reservado,

nao adicionar droga

Hemacia sadia — espaco reservado, néo

adicionar droga

*concentragao final
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e) Deixar a placa em fluxo laminar (ligado) overnight para secar. Na manha

seguinte, se a placa ainda nao estiver seca, permanecer no fluxo. Caso esteja,

fechar e selar com papel aluminio e armazenar em geladeira a 4°C (vida util de

no maximo 1 a 6 meses, a depender da droga), ver tabela abaixo:

Droga Tempo de vida util Temperatura
apropriada de
armazenamento

Artesunato 6 meses 4°C

Mefloquina 2 meses 4°C

Cloroquina 3 meses 4°C

Pirimetamina 3 meses 4°C

Atovaquona 2 meses 4°C

7. REFERENCIAS

-https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Atovaquone#section=LogP,
acesso em 12.04.2021 as 17:00;


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Atovaquone#section=LogP
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- https://www.caymanchem.com/pdfs/23802.pdf, acesso em 12.04.2021 as
17:07.

- Randrianarivelojosia et al. Current absence of pyrimethamine resistance of
Plasmodium falciparum in Madagascar. Trans R Soc Trop Med Hyg, Sep-Oct
2002;96(5):557-9.

- Baco et al. In Vitro Activity of Pyrimethamine, Cycloguanil, and Other
Antimalarial Drugs Against African Isolates and Clones of Plasmodium falciparum.
The American journal of tropical medicine and hygiene, 1994; 50(2):193-9.

- Khositnithikul et al, 2008. In vitro atovaquone/proguanil susceptibility and
characterization of the cytochrome b gene of Plasmodium falciparum from different
endemic regions of Thailand. Malar J. 2008; 7: 23.

- Rebelo, M., Tempera, C., Fernandes, J.F. et al. Assessing anti-malarial drug
effects ex vivo using the haemozoin detection assay. Malar J 14, 140 (2015).

- Kwansa-Bentum et al. Plasmodium falciparum isolates from southern Ghana
exhibit polymorphisms in the SERCA-type PfATPase6 though sensitive to
artesunate in vitro. Malaria Journal 2011, 10:187
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Nome Versa Alteracdes

0 realizadas
Gisely C.de |2 Formatagéo e
Melo adequacao

1.  OBJETIVO

Padronizar os procedimentos para preparo, coloracao, leitura e registro de
resultado de laminas para pesquisa de plasmdédio utilizando gota espessa
do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundacao de
Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado (FMT- HVD).

2. CAMPO DE APLICACAO
Todas as laminas coletadas para deteccdo de Plasmodium spp.
provenientes da demanda espontdnea do Instituto de Pesquisa Clinica

Carlos Borborema (IPCCB) da Fundacao de Medicina Tropical Doutor Vieira
Dourado (FMT-HVD).

3. DEFINICOES

Nao se aplica.

4. RESPONSABILIDADES

4.1 Responséavel pela coleta e coloracdo da gota espessa: agente de

endemias

4.2 Responsével pela leitura: microscopistas

4.3 Responsavel pela revisdo da gota espessa: microscopistas do
setor de controle dequalidade

4.4 Geréncia do IPCCB: responsavel pelos resultados gerados

4.5 Equipe de pesquisa: alunos de iniciagéo cientifica, mestrado, doutorado

e coleboradores. Pode ser responsavel pela coleta, coloracgéao,
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armazenamento e inclusdo dos resultados das leituras de gota espessa de

cada projeto.

5. POP’S RELACIONADOS
Nao se aplica
6. PROCEDIMENTOS

6.1 COLETA DE SANGUE E PREPARO DE LAMINAS PARA EXAME DE
GOTA ESPESSA

= Seja usuario/paciente de ambulatério ou enfermaria, unidade basica
de saude ouhospital serdo coletadas:
= gota espessa por individuo, numa lamina de vidro, sendo que a
guantidade pode variar de cada projeto.

= A lamina de vidro deve estar limpa, desengordurada e com uma
etiqueta auto-adesiva para identificacdo do paciente (nome e/ou numero
do cadastro).
= Os dados cadastrais do paciente (pessoais e investigacao
epidemioldgica para malaria)serdo digitados no formulario eletrénico do
SIVEP (Sistema de Vigilancia Epidemiolégica da Malaria/MS) e iDoctor
(prontuario eletrénico da FMT-HVD), por agentes notificantes treinados
para essa atividade.
= Limpar a pele que sera puncionada (lateral do dedo anelar ou médio,
I[6bulo da orelha ou em lactentes, o dedo grande do pé ou calcanhar)
com algodéao embebido em alcool a 70%, enxugar com algodao seco.
= Retirar a lanceta do envoltério estéril e segurando-a firmemente,
puncionar o local de maneira firme e leve. Remover a primeira gota de
sangue com algodé&o seco.

= Comprimir o dedo suavemente para obter outra gota de sangue.

= Segurar firmemente a lamina pelas extremidades onde se encontra a

etiqueta de identificacdo. Aproximar a lamina do local puncionado até



tocar a gota de sangue (evitar contato com a pele).
= Com o canto de outra lamina de vidro, espalhar o sangue e

confeccionar gota espessa homogéneas no formato de um retangulo de

Identificacdo Gota espessal Gotaespessa?2

1,5 x 1,0 cm, como segue:

NO e
Nome

= Limpar o local puncionado com algoddo embebido em &lcool a 70%
e, Se necessariopressiona-lo para estancar o sangue.

= Secar a lamina em temperatura ambiente ou estufa, com o cuidado
de ndo usar calorexcessivo.

= Para iniciar a coloragdo o sangue deve estar totalmente seco, para
gue nao haja perdatotal do material.

6.2 COLORACAO
6.2.1 Corantes e diluentes utilizados

5.2.1.1 Azul de metileno fosfatado

5.2.1.2 Solucéo alcodlica de Giemsa
5.2.1.3 Agua tamponada
6.2.2 Preparo de corantes e diluentes

6.2.2.1 Preparo do Azul de metileno fosfatado

Azul de metileno medicinal 1,0

em po g

73



74

Fosfato de potassio 1,0

monobdésico g

Fosfato de sédio bibasico 3,0
g

Pesar os reagentes e misturar em gral seco.

6.2.2.1.1 Preparo da solucdo fosfatada de azul de metileno

Pesar 1,0g da mistura acima e dissolver em 250 mL de agua destilada.

Conservar a solugcdoem pissete plastico.

6.2.2.2 Preparo da solucao alcodlica de Giemsa

Giemsa em po6 0,75
g

Glicerol P. A. 35m
L

Alcool metilico P. A. 65m
L

Colocar a solugdo em frasco contendo pérolas de vidro e agitar bem (varias

vezes ao dia) até obter homogeneizacdo. Esta solucdo deve ser preparada

em maior volume e mantida em estoque. Para uso diario a solucao alcodlica

deve ser colocada em tubo cénico de 50 ml, evitando-se a abertura por tempo

prolongado. Filtrar quando necesséario, para retirar as impurezas.

6.2.2.3 Preparo da mistura de sais fosfatados

Fosfato de potassio 4,0
monobasico g
Fosfato de s6dio bibasico 6,0




Pesar os reagentes e misturar em gral seco.

6.2.2.3.1 Preparo da agua tamponada
Pesar 1,0g da mistura de sais fosfatados e dissolver em 1L de &gua
destilada. Conservar a solucdo em pissetes. Verificar o pH frequentemente.

A agua deve estar com pH em torno de 7a 7,2.

6.2.3 Armazenamento dos reagentes
As solucbes-estoques dos corantes utilizados na coloracdo de gota espessa
devem ser armazenados em temperatura ambiente e protegidos da luz

(utilizar frascos de cor &mbar).

6.2.4 Técnicade coloracdo das laminas

6.2.4.1 Método de Walker para coloracdo da gota espessa
12 fase: Desemoglobinizagédo pela solucdo hipoténica de azul de metileno.

= Aplicar a solucdo de azul de metileno fosfatado sobre a gota espessa
de sangue, por doissegundos.

= Rinsara lamina por tras com agua tamponada (sem jato forte).

22 fase: Coloracéo pela solucado de Giemsa

= Numa pia, colocar a lamina sobre uma grade para proceder a coloracao.

= Em uma proveta graduada preparar uma solucdo de Giemsa na
propor¢do 1:20. Colocar 1 ml de corante e completar com &agua
tamponada até 20 ml. Homogeneizar.

= Com cuidado, aplicar esta solugéo sobre a lamina.
= Deixar corar por 10 minutos.

= Rinsara lamina por tras com agua tamponada (sem jato forte).
Secar em estufa

LEITURA DA GOTA ESPESSA

« Alamina com a gota espessa corada é examinada ao microscopio optico
com objetiva de 100x (imers&o) e ocular de 10x. A leitura é realizada

colocando uma gota de Oleo de imersdo sobre a gota espessa corada e
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examinando 100 campos microscopicos.

o Ligar o microscopio. Checar a presenca de ocular de 10X. Com o
condensador elevado, a lamina corada € colocada no suporte e a fonte
de luz é ajustada pela ocular e pela objetiva de 100X.

« Ao mover lentamente a objetiva de imersdo, uma camada de 6leo sera
formada entre a lamina e a lente. O ajuste fino é usado para focar o
campo; a lente ndo deve tocar a lamina.

« O exame microscopico deve ser sistematico e padronizado. Ele deve
iniciar pela extremidade esquerda da lamina. A leitura é iniciada da
periferia do campo e termina no centro.

e Quando o campo esta lido, move-se a lamina longitudinalmente para
examinar os campos adjacentes. Move-se a lamina verticalmente para
gue outra fileira/largura seja lida. Ha cerca de 100 campos em um eixo de

2cm da lamina;

O diagndstico pode ser expresso em cruzes ou por milimetro cubico de sangue

6.3.1 Método de avaliacdo semiquantitativa (resultado expresso em

cruzes)

o NUmero de campos a examinar: 100

o Numero inferior a 40 parasitos nos 100 campos examinados: anotar o
namero encontrado. Ex: 35V

e Quando o numero total de parasitos contados estiver entre 40 e 60
parasitos por 100 campos, registrar: +/2 (meia cruz).

o A partir de um parasito por campo, o resultado sera registrado como uma,

duas, trés ou quatro cruzes, conforme o quadro a seguir.

Parasitos Numero de Cruzes
contados campos

microscopicos
40 a 60 100 +/2




1 1 0
2-20 1 ++
21-200 1 +++
+200 1 ++++

6.3.2 Método de avaliacdo relativa a contagem de leucécitos por
campo (densidadeparasitaria: parasitos/pL)

o Em geral contam-se 200 leucocitos.
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« Contar simultaneamente o niumero de parasitos assexuados, até alcancar

200 leucécitos.

o Considerando o numero de leucdcitos do hemograma ou assumindo uma
leucometria padrdo de 6.000 leucécitos/uL de sangue para todo paciente
com malaria, realizar o seguinte célculo para obter a parasitemia/M| de

sangue.

n2 de parasitos X 6.000 leucdcitos / n de leucécitos = parasitos por pl

6.3 REGISTRO DOS RESULTADOS DO EXAME MICROSCOPICO

Os resultados do exame da gota espessa para as diferentes espécies de
plasmédios serdo registrados nos formulario eletrénico do Sistema de

Vigilancia Epidemiologica — SIVEP/Malariae prontuario eletrénico iDoctor.

Quando da falta de energia ou alguma pane no SIVEP, os dados cadastrais,
epidemioldgicos e resultados dos exames dos pacientes, sdo colocados de
forma manuscrita no formulario impresso do SIVEP. Esses resultados serédo
inseridos no sistema pelo técnico/microscopista responsavel pelo

diagnéstico.

6.4 LEITURA INDEPENDENTE POR DOIS MICROSCOPISTAS



6.5.1 ApGs a selecdo do individuo para participar do estudo, de acordo com
os critérios de inclusédo, e dependendo do projeto, a gota espessa sera lida
independentemente por dois microscopistas do estudo.

6.5.2 A parasitemia é contada simultaneamente com a de leucécitos, até
serem totalizados 200 leucécitos. Se apds a contagem de 200 leucdcitos, o
namero de parasitas assexuados for inferior a 10, prosseguir a contagem
até 500 leucdcitos.

6.5.2 Se o0s resultados das duas leituras se enquadrarem em até 20% para a
contagem de parasitas e os dois leitores concordarem sobre a identificagao
da espécie, entado, o resultado doprimeiro leitor é valido.

6.5.3 Se 0s resultados dos dois microscopistas forem diferentes em mais de
20% ou se os microscopistas discordarem sobre a identificacdo da espécie,
entdo, sera necessario um terceiro leitor independente que efetuara a leitura

da lamina e entdo esse resultado sera valido

6.5.4 Os resultados da leitura do primeiro ou do terceiro microscopista,
guando houver necessidade, serdo registrados em formulario de avaliacéo
parasitologica, versdo 03.

6.5.5 A densidade parasitaria é calculada utilizando a contagem de células
brancas doindividuo, do dltimo hemograma ou assumindo uma leucometria

padrédo de 6.000 leucécitos/pl.
7. REFERENCIAS

Nao se aplica

8. LISTA DE ANEXOS
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TITULO ANEXO CODIGO

Resultado da leitura da gotal IPCCB_LB_001_AO1 PT_D

espessa




7.2 Parecer ético

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO"
PARECER COHNSUBSTANCIADDO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: SENSIBILIDADE A ANTIMALARICOS DE 1SOLADOS DE PLASMODIUM VIVAX
COLETADOS A FRESCO E CRIOPRESERVADOS

Pesquisador: MACEJAME FERREIRA DE S0OUZA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 18921012.0.0000.0005

Instituigao Proponente: Fundagao de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/IMT/AM
Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DD ESTADD DE SAQ PAULD

DADOS DO PARECER

Mumers do Parecer: 35282685

Apresentagac do Projeto:

Trata-se de um estudo apresentado ao programa de mestrado intitulado SEMSIBILIDADE A
ANTIMALARICOS DE ISOLADOS DE PLASMODIUM VIVAX COLETADOS A FRESCO E
CRIOPRESERVADOS, com wm custe de § 9.600,00 da pesguisadora MACEJAME FERREIRA DE SOUZA
tendo como orientadora a Dra. Stefanie Costa Pinto Lopes. Tria-se de uma werente de um estudo maior
inttulado “Desenvolvimento de novas feramentas para a busca e validagdo de novos alves moleculares na
terapia contra Plasmodium vivax™ sob Processo 17/18811-7 financiade pela Fundagio de Amparo a
Pesquisa do estado de 530 Paule (FAPESP) sob a coordenagdo direta do Prof. Dr. Fabio Trindade
Maranhaoc Costa A pesquisadora infonma que estz & um estudo expermental, onde s=rdc coletas (M de
amostras| o= pacientes positvos para malaria vivax com parasitemia igual ou superior a duas cruzes. Essas
amostras serdo postas em cultivo em placa de 88 pogos. por até 48 horas, estando o parasito submetido a
diferentes concentragdes de antimalaricos (Cloroguina, Mefloguina. Artesunato e Artemeter].Apds este
tempo, serao feitas gotas espessas de cada pogo para

werificar o amadurscimento do parasito por microscopia optica e também sera feita a leitura da placa na
placa por citometria de fuxo. Este processo sera feito estando a amostra fresca (recém coletada) = tambem
apds um pericdo de ate trés meses de congelamento (criopreservada) a fim de verificar se o parasito
continuara viavel para o cultivo apds submetido a esta condigdo.

Recrutamentos de pacientes: Serao recrutados pacientes com malaria por P. vivax na FMT-HWVD,

Emdaraga: Ay, Pedro Telwsima, 25

Balrro: D. Pedro CEP: g§3.040-000

WF: A Munlaiplo:  MANALZ

Telafors: [32]2127-3572 Fak: {9221Z7-3572 E-mall: cepddSmiam gov.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO”"
Coonbifiseyle Go Parecsr, 3,508 285

sendo o critério de indus3o:Pacientes positivos, exclusivamente infectados por Plasmodiem vivax,com idade
a partir de 14 anos, parasitemia igual ou superior a duas cruzZes & que nao tenham tomado anfimalaricos nos
altimos 80 dias. O trabalho serd submetido ao comité de ética para a aprovagdo. Processamento da
amostra: O material coletado sera processado no laboratdrio da Gerencia da Malaria do Instituto de
Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCE).

Objetive da Pesquisa:

Oibjetive Primario:

Comparar a sensibilidade a antimalaricos de isolados de Plasmodium vivax coletados a fresco &
criopreservados.

Ohbjetivo Secundario:

Determinar a sensibdidade (IC50) aos antmalaricos: Cloroquina, Mefloguina, Artesunato & Artemeter de
isolados de Plasmodium vivax da Amazinia brasileira;

«Comparar a sensibilidade a antimalaricos de isolados de Plasmodium vivax coletados a fresco &
criopresenvados;

-Comparar a determinag3o da sensiblidade a antimalaricos através das técnicas de microscopia dptica e
citometria de fluxo.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisadora informa que apos a coleta de sangue, podera ocorrer dor, hematoma ou outre desconfarto
no local da coleta. Raramente podera ocomer desmaio ou infecgdo no local da pungdo.

Beneficios:

Mao ha beneficio direto para o participante desse estudo. Porém, os resultados obtidos com este estudo
poderdo futuramente ajudar na validagao de condigdes de amostras  tecnicas para avaliar a sensibilidade
do parasito a anfimalaricos.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & relevante pois a malaria continua sendo um grande problema de salde pablica em diversas
regides fropicais e subtropicais.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

A PESQUISADORA ANEXOU OS5 SEGUINTES DOCUMENTOS

1-|NFGHM."J;EJES BASICAS DO PROJETO DA PE;

Emdamsgao: Ay, Pedro Tebesirs, 25

Balrra: D, Pedrol CEP: §3.040-000

UF: &AM Munlolplo: KMAKALS

Telafore: [3212127-3572 Fax: (32)2127-3872 E-mall: cepfdmiam povbr
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR {W
VIEIRA DOURADO"
Coanbini el o Paieosr 3 558 26T

2-FOLHA DE ROSTO

3-CARTA DE APRES EHTAQJE.EI DO Prof. Dr. Fabio Trindade Maranhao Costa COORD DO PROJETO
MAIOR

4-CARTA DE ANUENCIA DA GEREMCIA DE MALARILA (FMT-HVD)

5-TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-TALE (COM LINGUAGEM SIMPLES, BEM
ILUSTRADO E DE FACIL ENTENDIMENTO)

6-TERMO DE CONSENTIMEMNTO LIVRE E ESCLARECIDO-TCLE { COM LINGUAGEM SIMPLES E DE
FACIL ENTEMDIMENTO)

Recomendagoes:

Sem pendéncias

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
SEM PENDENCIAS

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO = os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatorios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugdo CNS n® 466/2012, utizando o formulano
de Roteiro para Relatorio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos & Multicéntricos, proposto pela
COMEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Docurnento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO P | 050872012 Aceito
|do Projeto ROJETD 1362187 pdf 024538
Projeto Detathado /| Projeto.docx O5/0E2018 (MACEJANE Aceito
Brochwra 08:3642 |FERREIRALDE
Inwestigador SOLIEA,
Folha de Rosto Folha_de_Rosto. pdf 02082018 |MACEJANE Aceito
11:28:37 |FERREIRA DE
SOLUTA
Declaracao do Caria_Fapesp. pdf 02082018 |MACEJANE Aceito
Patrocinador 11:18:41 |FERREIRA DE
SOLZA
Declam_-:'.:'il:- de Anusncia, pdf 0582018 |MACEJAMNE Aceito
Instituicao e 203052 |FERREIRADE
Infraestrutura SOLZA
TCLE ! Termos de | TALE docx 227052019 [MACEJANE Aceito
Assentmenio 004830 |FERREIRA DE

Emdamga: Ay, Pedro Telesira, 25

Balrro: 0. Pedro | GEP: §3.040-000

UF: & Munlolplo:  BARNALD

Telefome: [32]12127-3572 Fax: {92Z137-3572 E-mall: cepfgetam.govbr
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR CW
VIEIRA DOURADO"

Coniinisiedde oo Pansdsr; 3528 255

Justificativa de TALE docx 22052018 |[SOUZA Aceito
Ausancia O0-48:20

TGLE ! Termios de | TCLE.doox 220052018 |MACEJANE Aceito
Assentimento [ 00-47:56 |FERREIRA DE

Justificativa de SOLZA

Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao

MAMALS, 23 de Agosto de 2019

Assinado por:
Marilaine Martins
{Coordenador{al)

Emderago: Ay, Pedno Telrsirs, 25
Balmo: 0. Pedm |l CEP: g55.040-000
UF: Akl Munlolplo:  EARALES
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7.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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SENSIBILIDADE A ANTIMALARICOS DE ISOLADOS DE Plasmodium vivax COLETADOS A
FRE5SCO E CRIOPRESERVADOS

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDGO (TCLE)

A FI..IHD'M;EB DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADD |(FRAT-HVD) esta
fazendo um estudo com o objetive de estudar a sensibilidade a medicamentos antimalaricos do
Flosmodium vivax, ou seja, o causador da doenca que vocé tem no mamento. Para isso, & preciso
que s2ja feita a retirada de amostra de sangue do paciente para realizar aguns testes com este
sangue & o medicamento, afim de verificar essa condic3o. Para nos ajudar a entender isso,
precisamos realizar estes testes com sangue de 50 pessoas (homem ou mulher). Por isso pedimaos
que voce participe deste estudo. Abaixo tem o ciclo da malaria, pra vocé entender melhor como
oCoime 3 doenca

CICLD DA MALARIA

r\ﬂ =

da malaria

Ser humanno MasguitD pica o ser humano

szudival e fransmile a
doenca

Masaquiio pica o indiiduo
gue estd com maléna e
s contamina

COLETA DE SANGUE

Este estudo sobre malaria sera feito com pacientes atendidos na Fundag3o de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourada [Hospital Tropical). Vocé nao vai precisar fazer nada de especial
para participar do projeto. Como sempre acontece na rotina do hospital, voce vai fazer o exame
para a malaria e se ele for positivo, vocé ira receber o tratamento gratuito de malaria, seguindo o
protocolo do Ministério da Sadde. S2 vocé tiver malaria vivax e aceitar participar desse projeto,
precisaremos apenas colher uma amostra de 9 mi (cerca de 2 colheres de sopa) de sangue da veia
do braco, como esta representado naimagem a seguir:

h b
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Todo o procedimento de coleta sera feito por uma pessoa da nossa equipe treinada para
iss0 & com experiéncia, utilizanda materia descartavel & com total higiene. &pds a coleta de
sangue, poderd ocorrer dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente
podera ocorrer desmaio ou infecc@es no local da puncdo. Todos os cuidados serdo tomados para
minimizar esses riscos. Mas, caso vocé s sinta mal durante a coleta os pesquisadores
responsaveis pelo estudo irdo encaminhar vocé para um meédico especializado deste mesmo
hospital para lhe examinar & oferacer tratamento, 52 necessario.

Existe também a possibilidade de perda do sigilo e privacidade do sujeito da pesquisa, mas
para evitar essa situac3o, todas as amostras serdo coletas e identficadas com codigos e o nome do
paciente nunca sera divulgada.

E importante lembrar que a gquantidade de sangue a ser coletada € pequena e ndo
representa risco para a sadde. & participacdo nesse estudo nido oferece riscos futuros 3 sua saude
g voré ndo recebera nenhum dinheiro por participar nele. & qualguer momento vocé pode desistir
de participar, ==m gualquer prejuize para o seu tratamentocontra a doenga.

Mao ha beneficie direto para o participante desse estudo. Trata-se de um estudo testando
a sensibilidade de medicamantos para tratamento de Plasmodium wvox & também aprimoramento de
técnicas para essa deteccdo . Somente no final do estudo poderemos concluir @ presenca de algum
beneficic. Mas, os resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar a futuramente identificar se o
agenta causador da doenga continua sensivel acs madicamentos utilizados no tratamento.

e yocd tiver alguma pergunta ou duvida sobre esse estudo, procure wm de mossos
pesquisadores para que eles possam tirar sua divida. Vocé podera também fazer contato com a
pesquisadora Macejane Ferreira de Souza ou Dra. Stefamie Costa Pinto Lopes, responsaveis pelo
projeto, na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a
sexta feira, das 8 35 12 horas e das 14 3s 18 horas, na &v. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou
pelo telefone (92) 99518-1113 e (92) 99342-5163 [qualguer diae hordrio). O Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Fundagdo de msedicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
tambeém podera tirar duvidas ou receber qualquer reclamacdo a respeito desta pesquisa, em
Manaus [de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairre Dom Pedro,
CEP: 60040-000) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de segunda a sextafeira, das @ as 14 horas).
Este TCLE fioi elaborado em duas vias iguais, sendo gue uma via assinada ficara guardada com o
pesquisador responsavel @ 3 outra com voce .

1 OO 1 ¢ 1 v [ 1 [ ']
sobre o estudo “SENSIBILIDADE A AMTIMALARICDS DE ISOLADDS DE PLASMODIUM WVIVAX
COLETADODS & FRESCD E CRIOPRESERVADDS™

Data: .. .
= o

Telefone: [...] e Polegar direito

Assinatura do pesquisador que CONVErSoU COM G VOIWMEETED. .. ...ve. e oo eeememesees masts coim o eme s s e smoms e

Data: ... ..



7.4 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE)
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SENSIBILIDADE A ANTIMALARICOS DE ISOLADOS DE Plasmodium vivax COLETADOS A
FRESCO E CRIOPRESERVADOS

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD (TALE]

& FUNBN;E.B DE MEDICIMNA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADD (FMT-HVD) esta
fazendo um estudo com o objetivo de estudar a sensibilidade a medicamentos antimalaricos do
Flosmodium vivax, ou s&ja, o causador da doenga gue voce tem no momento. Para isso, € preciso
que seja feita a retirada de amostra de sangue do paciente para realizar dguns testes com este
sangue & o medicamento, afim de werificar essza condicdo. Para nos ajudar a entender isso,
precisamos realizar estes testes com sangue de 50 pessoas (homem ou mulhar). Por isso pedimos
que vore participe deste estudo. Abaiwo tem o ciclo da malaria, pra vocé entender melhor coma
ocorre a doenca

CICLO D& MALARIA

<
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Lol Ser humano ¥ 3 Masguito pica o ser humanao
saudavel e iransmite a

doenca

Mosquito pica o Individun
gue estd com maléra e
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COLETA DE SANGUE

Este estudo sobre malaria sera feito com pacientes atendidos na Fundag3do de Medicina
Tropical Or. Heitor Vieira Dourado [Hospital Tropical). Vocé nao vai precisar fazer nada de especial
para participar do projeto. Como sempre acontece na roting do hospital, vocé vai fazer o exame
para a malaria e 52 ele for positivo, vocg ira receber o tratamento gratuito de malaria, s2guindo o
protocolo do Ministério da Sadde. Se vocé tiver malaria vivax e aceitar participar desse projeto,
precisaremos apenas colher uma amostrade 9 mL (cerca de 2 colheres de sopa) de sangue da veia
do brago, como esta representado naimagem a seguir:
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Todo o procedimento de coleta sera feito por uma pessoa da nossa equips treinada para
Es0 & com experiéncia, utiizando material descartavel & com total higiene. Apos a coleta de
sangue, poderad ocorrer dor, hematoma, cu cutro desconforto no local da coleta. Raramente
poderad ocorrer desmaio ou infecgdes no local da pungéo. Todos os cuidados serdo tomados para
minimizar esses riscos. Mas, caso wocé se simta mal durante a coleta, os pesguisadores
responsaveis pelo estudo irdo encaminhar vocé para um medico especializado deste mesmo
hospital para lhe examinar e oferecer tratamento, s2 necessario.

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

E importante lembrar que a guantidade de sangue a ser coletada € pequenza & nio
representa risco para a saude. A participacdo nesse estudo nao oferece riscos futuros 3 sua saude
e vioCé nao recebera nenhum dinheiro por partidpar nele. A gualguer momento vocé pode desistir
de participar, sem qualquer prejuizo para o seutratamento contra 3 doenga.

Mao ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de um estudo testando
a sensibilidade de medicamentos para tratamento de Plasmodium wivax & tambem aprimoramento de
técnicas para essa deteccdo . Somente no final do estudo poderemos conduir @ presenga de algum
beneficio. Mas, os resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar a futuramente identificar se o
agente causador da doenca continua sersivel acs medicamentos wtilizados no tratamento.

5= voré tiver alguma perguntz ou duvida sobre esse estudo, procure um de nossos
pesquisadores para que eles possam tirar sua divida. Vocé podera também fazer contato com a
pesguisadora Macejane Ferreira de Souza ou [ra. Stefanie Costa Pinto Lopes, responsaveis pelo
projeto, na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Viera Dowrado, em Manaus [de segunda a
sexta feira, das & a5 12 horas e das 14 3s 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Beirre Dom Pedro) ou
pelo telefone (92) 99518-1113 ou (92) 993426163 (qualquer dia e hordrio). O Comité de Eticaem
Pesquisa com Seres Humanos da Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourade
tambem podera tirar duvidas ou receber qualquer reclamacdo a respeito desta pesquisa, em
Manaus [de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro,
CEP: 82040-000]) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de sepunda asexta feira, das 9 &s 14 horas).
Este TALE foi elaborado em duas vias iguais, sendo gue uma via assinada ficara guardada com o
pesquisador responsavel & a outra com voce.

L Lo L= [ L= 1 L OO

CONSBRtIMENE 0 0 PBSPOMSAVEL ..o et eems e e e e
Data: .. f ...
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7.5 Cronograma de atividades
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12 SEMESTRE (2019)

22 SEMESTRE (2019)

ATIVIDADES

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Revisdo bibliografica X X X X X X X X X X
Treinamento laboratorial X X X X X X X
Cumprimento de disciplinas X X X X X X X X X X
Submissdo de projeto ao X
comité de ética

12 SEMESTRE (2020) 22 SEMESTRE (2020)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Revisdo Bibliografica X X X X X X | X X X X X
Recrutamento de pacientes X X X X
Testes de Padronizagao de X X X X
corantes
Andlise de dados X X X X

ATIVIDADES 12 SEMESTRE (2021) 22 SEMESTRE (2021)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Revisao bibliografica X X X X
Qualificagdo do projeto X
Recrutamento de pacientes X X X X X
Teste de sensibilidade a X X X
antimalaricos
Andlise de dados X X
Redagdo da dissertacao X X X X X
Defesa de dissertagao X




7.6 Producéo Cientifica como colaborador no periodo de mestrado
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Computational Chemogenomics Drug Repositioning Strategy
Enables the Discovery of Epirubicin as a New Repurposed Hit

for Plasmodium falciparum and P. vivax

Leticla Tiburcio Ferreira,® Jullana Rodrigues,®  Gustavo Capatt! Cassiang,* Tatyana Almelda Tavella,”
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ABSTRACT Widespread resistance against antimatartal drugs thwarts current effors
far -EDI'H]'D.“'IQ the diseasa and urges hea ﬂ.'il:l]'l'EI]l' of new efective trestments.
Drug repositioning Is Increzsingly becoming an attractive stratagy since It can re-
duce costs, risks, and tima-to-market. Hereln, we have used this strateqy to kien-
tify novel antimalarial hits. We used a comparative in sl chemogenomics approach to
selact Pasmodium faidpanm and Pasmodivm viese proteins as potentlal drag tarpets
and analyzed them u=ing a computer-assisted drug repositioning pipeine to ken-
tify approved drugs with potential antimalarial activity. Among the seven drugs
identified as promising antimalarial candidates, the anthracydine epirubicin was
selected for further experimental valldation. Epirubdcin was shown to be potent
in vitro agalnst sensitive and multidrug-resistant P, faicipansm strains and P. vivax
fiald EBolates In the nanomolar range, as wedl as belng effective against an in
vivo murine model of Plasmodium poeli. Transmission-pocking activity was ob-
served for eplrublcin in vitro and in wivo. Finally, using yeast-based haploinsuff-
clency chemlcal genomic profiling, we almad to get Insights Into the mechanism
of action of eplrublcin. Bayond the target predicted in sitco (3 DNA gyrase In the
HFHIIIIIFHB‘!E:I. functional mays ELIQQEIE[' a GlcMac-1-P-transferase (GPT) EFEFHE
as a potentlal target. Docking calculations predicted the binding mode of eplru-
bicln with DMA gyrase and GPT protedns. Epirubécn Is orginally an antitumaoral
agent and presents assodated towsdty. However, Hs antiplasmodial acthty
against not only P. faliparum but also P vivax In different stages of the parasite
lite cycle supports the use of this drug a5 a scaffold for hit-to-ead optimization

In malarla drug discovery.
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ORICIMAL ARTICLE Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 7161 200513, 2021 18

Transmission-blocking compound candidates against
Plasmodium vivax using P. berghei as an initial screening

Camila Fabbri'>3, Alexandre Oliveira Trindade', Francy’s Sayara Andrade'?,
Macejane Ferreira de Souza'?, Claudia Maria Rios-Velisquez!,

Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda'**, Wuelton Marcelo Monteiro'?,

Fabio Trindade Maranhdo Costa*’, Rogerio Amino®, Stefanie Costa Pinto Lopes"*#/*

'Fundagio de Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourade, Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, Manaus, AM, Brasil
"Universidade do Estado do Amazonas, Programa de Pés-Craduagdo em Medicina Tropical, Manaus, AM, Brasil

{Centro Universitdrio Fametro, Manaus, AM, Brasil

*Fundacdo Oswaldo Cruz-Fiocruz, Instituto Lednidas e Maria Deane, Manaus, AM, Brasil

*Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SF, Brasil

“Institut Pasteur, Unit of Malaria Infection and Immunity, Department of Parasites and Insect Vectors, Paris, ile-de—Franne, France

BACKGROUND Different strategies for improvement of malaria control and elimination are based on the blockage of malaria para-
site transmission to the mosquito vector. These strategies include the drugs that target the plasmodial sexual stages in humans and
the early developmental stages inside mosquitoes.

OBJECTIVES Here we tested Malaria Box compounds in order to evaluate their activity against male and female gametocytes in
Plasmodium berghei, mosquito infection 1 P. vivax and ookinefe formation in both species.

METHODS/FINDINGS The membrane feeding assay and the development of ookinetes by a 24 h ex vivo culture and the cokinete
yield per 1000 erythrocytes were used to test transmission-blocking potential of the Malaria Box compounds in P. vivax. For P
berghei we used flow cytometry to evaluate male and female gametocyte time course and fluorescence microscopy to check the
ookinete development. The two species used in this study showed similar results concerning the compounds’ activity against
rametocytes and ookinetes, which were different from those in P. falciparum. In addition, from the eight Malaria Box compounds
tested in both species, compounds MMV6565830, MMVG65878 and MMVG65941 were selected as a hit compounds due the high
inhibition observed.

CONCLUSION Our results showed that P. berghei 1s suitable as an initial screening system to test compounds against P. vivax.

Key words: Malaria Box - membrane feeding assay and gametocytes




