Ministério da Saude
FIOCRUZ I LM D Fiocruz Amazénia
Fundacéao O Ido Cruz

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE - ILMD

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM BIOLOGIA DA
INTERACAO PATOGENO HOSPEDEIRO

LUCAS BARBOSA OLIVEIRA

APLICACAO DE BIOMARCADORES PARA AVALIAR A
PATOGENESE DA PLAQUETOPENIA NA MALARIA VIVAX.

Manaus - AM

2019



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundagédo Oswaldo Cruz

% I LM D Fiocruz Amazoénia

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ

INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE - ILMD

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM BIOLOGIA DA

INTERACAO PATOGENO

HOSPEDEIRO

LUCAS BARBOSA OLIVEIRA

APLICACAO DE BIOMARCADORES PARA AVALIAR A

PATOGENESE DA PLAQUETOPENIA

NA MALARIA VIVAX.

Dissertacdo de Mestrado
submetida ao Programa de P6s-Graduacdo
em Biologia da Interacdo Patdgeno
Hospedeiro, como requisito obrigatério
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Biologia da Interacdo Patdgeno-
Hospedeiro, area de  concentracdo
bioquimica, biologia celular e molecular de
patégenos e seus vetores.

ORIENTADOR: Prof. Dr. PAULO AFONSO NOGUEIRA

Manaus - AM

2019



FICHA CATALOGRAFICA

048p Oliveira, Lucas Barbosa.

Aplicacédo de biomarcadores para avaliar a patogénese da plaquetopenia na maldria vivax./

Lucas Barbosa Oliveira. — Manaus: Instituto Lednidas e Maria Deane, 2019.

84 1.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia da Interacdo Patogeno-

Hospedeiro) — Instituto Lednidas e Maria Deane, 2019.

Orientador: Prof®. Dr. Paulo Afonso Nogueira.

1. Plaquetopenia 2. Plasmodium vivax 3. IgM I. Titulo

CDU 616.936 (043.3)
CDD 616.9362

22. ed.

Elaborado por Ycaro Vercosa dos Santos - CRB-11/ 287




LUCAS BARBOSA OLIVEIRA

APLICACAO DE

BIOMARCADORES PARA AVALIAR A

PATOGENESE DA PLAQUETOPENIA NA MALARIA VIVAX.

Aprovado em: 22/02/2019

Dissertacdo de Mestrado
submetida ao Programa de Po6s-Graduagdo
em Biologia da Interacdo Patdgeno
Hospedeiro, como requisito obrigatério
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Biologia da Interacdo Patogeno-
Hospedeiro, area de  concentracdo
bioquimica, biologia celular e molecular de
patdgenos e seus vetores.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Paulo Afonso Nogueira - Orientador

Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ

Profa. Dra. Adriana Malheiro Alle Marie - Membro externo

Universidade Federal do Amazonas — UFAM

Prof. Dr. Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda - Membro interno

Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ

Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)



DEDICATORIA

Dedico este tnabatho a Deas, wdgo b for Ele ter sido o
primeine clentidta a comsequin publicar oo nesultadod
sem nevelar a Sua metodologia, mas também porgue
Ele me penmitia nealizan eote mestrade, segunde a ua

boa, perfecta e agraddvel voutade. Porgue dEle. ¢ fon
Ele, ¢ para Ele sdo todas as coisas



AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus, o meu maior Mestre, meu melhor Amigo, o0 meu Amado da
minh'alma que sempre me guia no melhor caminho, me fortalece em todos os
momentos da minha vida, se ndo fosse por ele jamais teria conseguido.

A minha noiva Aline Rubens, que eu tive a dadiva, a honra e a alegria de conhecer na
pesquisa, Ihe dando todo apoio em seu mestrado, eu amo muito a minha princesa, pois
temos um companheirismo imensuravel, nos complementamos e nos compreendemos
em tudo, e sempre apoiando um ao outro em todos os momentos mais dificeis que
caminhamos e crescemos juntos, e tenho a certeza que € com vocé que casarei meu
Amor, pois nds nos amamos muito e como vocé disse meu Amor eu repito com a maior
alegria, somos eu e vocé até o fim meu Amor. Eu te Amo e sempre te amarei meu
Amor.

A minha familia, a0 meu pai Gongalo (in memoriam), que partindo pra gléria me
deixou um legado e um grande exemplo, e minha mae Luisa, que me mostrou com a
dedicagdo, perseveranca, e muita oracdo do quanto vale a pena lutar, aprender e
conquistar com os valores éticos cristdos, e ter a certeza que Deus estd cuidando de
tudo, ao meu irmao Lacerda por sempre ser amigo, e estar ao meu lado. Todos sempre
torceram por mim, e acreditaram nos meus sonhos, passamos por muitos momentos
juntos, sofremos nos alegramos, mais o principal foi ver o quanto Deus cuida de cada
um de nos, nos abencoando, guardando, fortalecendo em todas as horas, todas as
circunstancias, eu sou muito feliz pela familia que tenho. Os sonhos de Deus se
cumprem e se realizam em nossas vidas.

Aos companheiros de laboratorio Wellington, Yury, Fernanda, Alessandra, Tatiana,
Juliane, Késsia, Natalia. Por todo o apoio pela convivéncia diaria ao longo desses seis
anos de Fiocruz, bem como pelas conversas e lutas no nosso grupo DCDIA.

Ao meu orientador Dr. Paulo Afonso Nogueira, meu reconhecimento pela confianga,
oportunidade que me foi depositada para a realizacdo deste trabalho, agradeco pelas
sugestdes, criticas fundamentais para a conclusdo do nosso trabalho, pela oportunidade
de participar durantes esses anos do seu grupo de pesquisa, pelo aprendizado, incentivo
e conselhos.

Aos professores Dr. André Mariuba e Dra. Stefanie Lopes, por toda a contribuicéo.

Ao Programa de P6s-Graduacdo Biologia da interacdo Patdgeno-Hospedeiro pela
oportunidade de realizar o mestrado, me permitindo assim a realizacdo deste projeto,
agradeco todas as secretarias da pds-graduacdo pela competéncia e suporte.

A Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) ILMD e a Fundacédo de Medicina Tropical
Dr. Heitor Vieira Dourado. Por toda a estrutura fisica, laboratorial, equipamentos para
a realizacdo dos experimentos muito obrigado.

Ao Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em Ferramentas para a Saude
PDTIS-FIOCRUZ pelo uso de suas instalacdes.

A CAPES, pela bolsa concedida, e suporte financeiro fornecido no decorrer deste
projeto.



EPIGRAFE

Nao temas, porque eu sou contigo;
ndo te assombres, porque sou teu Deus; eu
te fortaleco, e te ajudo e te sustento com a
destra da minha justica. Isaias 41,10



RESUMO

Embora a plaquetopenia seja uma manifestagdo hematolégica bastante comum
na malaria ocasionada pelo Plasmodium vivax, e ndo incluida nos critérios de gravidade,
seu impacto clinico é amplamente reconhecido. Esta manifestacdo envolve
provavelmente um aumento na destruicdo e/ou consumo de plaquetas na periferia,
porém nao é comumente acompanhada por hemorragia grave. Os anticorpos anti-CD41
e Dihidroetidio marcador redox indicador para caracterizar microparticulas, agregados e
plaquetas com base nos parametros FSC e SSC. E utilizamos o anticorpo anti-CD42
humano, o dominio externo do receptor plaquetario para o fator de von Willebrand, para
estimar a contribuicdo da adesdo plaquetaria. O estresse oxidativo das plaquetas e
microparticulas ndo foi associado a plaquetopenia em nossos pacientes. No entanto, os
anticorpos antiplaquetarios IgM se correlacionaram com contagens plaquetarias
reduzidas, mas ndo foram especificos contra antigenos da malaria. Os pacientes
apresentaram menor numero de agregados plaquetarios em comparagdo aos controles, e
a expressdo de CD42 na superficie das plaquetas desses agregados foi correlacionada
positivamente com o MPV. Portanto 0s nossos resultados indicaram que a formacéao de
agregados contribui para a plaquetopenia associada a malaria vivax. Os anticorpos
antiplaquetarios do tipo IgM foi negativamente correlacionado com a contagem de
plaquetas, e ndo foi associado com exposicdo de malaria, sugerindo que ndo sejam
direcionados contra antigenos da malaria. Os pacientes mostraram um numero de
agregados menor que 0s controles, no entanto, a expressdo de CD42 nestes agregados
foi correlacionado positivamente com resposta de MPV, indicando que esse fenémeno
contribua mais tardiamente como causa da plaquetopenia. Portanto, estabelecemos uma
ferramenta promissora para avaliar as alteracbes morfologicas das plaquetas, para
entender e compreender o papel de fatores especificos e a dindmica no desenvolvimento

da plaquetopenia na malaria vivax.

Palavras-chave: Plaquetopenia, IgM, estresse oxidativo, Plasmodium vivax.



ABSTRACT

Although thrombocytopenia be a common haematological manifestation in malaria
caused by Plasmodium vivax, and not included in the severity criteria, its impact is
widely recognized. This manifestation probably involves increase in the destruction
and/or consumption of platelets in the periphery, but is not usually accompanied by
severe hemorrhage. Anti-CD41 antibodies and redox indicator dihydroethidium were
used to characterize microparticles, aggregates and platelets based on FSC and SSC
parameters. Still, we used anti-human CD42 antibody, the external domain of the
platelet receptor for von Willebrand factor, to estimate the contribution of platelet
adhesion. The oxidative stress of platelets and microparticles was not associated with
thrombocytopenia in our patients. However, IgM antiplatelet antibodies correlated with
reduced platelet counts, but were not specific against malaria antigens. Patients had a
lower number of platelet aggregates compared to controls, and CD42 expression on the
platelet surface of these aggregates was positively correlated with MPV. Therefore our
results indicated that the formation of aggregates contributes to the thrombocytopenia
associated with vivax malaria. Antiplatelet antibodies of the IgM type were negatively
correlated with platelet count, and were not associated with malaria exposure,
suggesting that they are not targeted against malaria antigens. Patients showed a lower
number of aggregates than controls, however, the expression of CD42 in these clusters
was positively correlated with MPV response, indicating that this phenomenon
contributes later as a cause of thrombocytopenia. Therefore, we have established a
promising tool to evaluate the platelet morphological alterations to understand and
understand the role of specific factors and the dynamics in the development of

thrombocytopenia in vivax malaria.

Keywords: Thrombocytopenia, IgM, oxidative stress, Plasmodium vivax
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1. INTRODUCAO

O Plasmodium vivax é o agente causador de maléria mais amplamente
distribuido em regides da Asia e América Latina (NAING et al., 2014; HOWES et al.,
2016). O dogma sobre o qual a maléria vivax seja considerada uma doenca benigna
vem sendo contestado por varios estudos que relataram complicacbes graves, desde a
anemia e até mesmo morte (GETHING et al., 2016; ANTINORI et al., 2016).

A anemia é manifestada por uma destruicdo hemolitica e desieritropoiese, é
muito frequente em casos de recorréncia de malaria em &reas hiperendémicas no
sudoeste asiatico (CLARK et al., 2007; KENANGALEM et al., 2016; WASSMER,;
GRAU, 2017). A anemia quando associada com baixas contagens de plaquetas aumenta
0 risco de complicacdes na evolucdo da doenca (MAINA et al., 2010; LEAL et al.,
2013).

A plaquetopenia é outra manifestagdo hematoldgica bastante comum na malaria
vivax, porém quando manifestada isoladamente ndo caracteriza por si s6 uma malaria
complicada ou grave (BARBER et al., 2013; LAMPAH et al., 2014). A reducdo do
namero de plaquetas desenvolve-se no inicio da maléria, antes do aparecimento dos
sintomas (De MAST et al., 2007). Embora alguns mecanismos envolvidos na
plaquetopenia na malaria ja tenham sido descritos, eles ainda permanecem
incompreendidos (SARAVU et al.,2011; LACERDA et al.,2011; LACERDA et
al.,2012;  LEAL-SANTOS et al.,2013; COELHO et al, 2013;
ANGCHAISUKSIRI,2013; LAMPAH et al.,2015; NAING, WHITTAKER, 2018).
Sabe-se que a vida Util das plaquetas é fortemente reduzida nos pacientes infectados e as
plaquetas periféricas sdo removidas por causa da malaria (SKUDOWITZ et al., 1973;
YAMAGUCHI et al., 1997; COX; MCCONKEY, 2010; LACERDA et al.,2011).
Ademais, estudos em voluntarios humanos infectados por Plasmodium falciparum
foram bem esclarecedores em demonstrar que a plaquetopenia acontece antes dos
sintomas de febre de uma maneira gradativa (DE MAST et al., 2010; CLAUSHUIS et
al., 2016). Com a evolucdo da parasitemia a reducdo da contagem de plaquetas ocorre
concomitantemente. Especula-se que 0s mecanismos associados as destruicbes
periféricas apontem para uma triade, que combina a fagocitose de plaquetas, apoptose e
ativacdo-adesdo de agregados plaquetarios (PIGUET et al., 2002; DE MAST et al.,
2009).
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Por outro lado, a plaquetopenia pode nédo estar relacionada apenas a um efeito
direto do parasita, pois estudos evidenciaram que a producgéo de plaquetas defeituosas
pela medula 6ssea também funciona como mecanismo efetor da baixa contagem de
plaquetas (LACERDA et al., 2011).

Achados suportam a acdo da resposta medular ao longo da fase aguda para
compensar a baixa quantidade de plaquetas circulantes (SEMPLE; ITALIANO;
FREEDMAN, 2011). Isto porque alteragdes na morfologia plaquetéria, ocorrem
concomitantemente a diminuicdo da contagem plaquetaria na malaria, e como também é
observado em outras patologias (DE MAST et al., 2007; CHANDRA et al., 2009).
Acredita-se que estas alteracdes ocasionadas pela plaquetopenia estejam associadas a
este aumento do volume médio das plaquetas (MPV), como resultado de uma
aceleracdo do processo de fragmentacéo citoplasmatica sem dano medular (CHANDRA
et al., 2009). Acredita-se que a resposta do MPV a reducao na contagem de plaquetas na
malaria seja um efeito compensatorio, no entanto mais estudos necessitam esclarecer a
fisiopatologia dessa resposta. Logo, uma investigacdo mais minuciosa sobre os aspectos
funcionais das plaquetas contribuira para o aumento do conhecimento sobre a
plaquetopenia na maléria, que constitui-se como o quadro mais frequente na malaria
(LACERDA et al., 2007, 2011; CHUA et al., 2015). Assim, 0 presente estudo visou
investigar a avaliagdo de biomarcadores com caracteristicas clinicas e laboratoriais
permitindo assim compreender a dindmica destes mecanismos subjacentes a

plaquetopenia na maléria vivax.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A malaria é uma doenca febril com grande impacto na saude (HOWES et al.,
2016). Mundialmente, aproximadamente 3,2 bilhdes de pessoas vivem em risco de
infeccdo, sendo que cerca de 219 milhdes de novos casos sdo relatados por ano, com
estimativa de 435 mil mortes (OMS, 2017). O Plasmodium vivax e Plasmodium
falciparum sdo as duas principais espécies de malaria em seres humanos, e ambas
expdem aproximadamente cerca de 2,5 bilhdes de pessoas ao risco de infecgdo
(FOLEGATTI et al., 2017). O P. falciparum esta amplamente distribuido na Africa
Subsaariana e também nas regides do sudeste asiatico. O P. vivax € o mais prevalente
em diversas regibes das Américas e responsavel por mais da metade de todos os casos
de malaria (NAING et al., 2014). No Brasil, a ocorréncia de P. vivax corresponde
aproximadamente a 88% de todos os casos relatados de malaria, seguido de P.
falciparum com 12% dos casos (SIVEP-MALARIA, 2017).

O reconhecimento da gravidade da doenca ocasionada pelo P. vivax é devido as
evidéncias clinicas e as disfuncbes maltiplas associadas a 6rgdos com uma complexa
forma de infeccdo desse parasita (LACERDA et al., 2012; VAL et al., 2017). Os dados
atualizados mostraram um aumento do ndmero de casos de maléria, bem como dos
riscos gerados em conflitos de crises econémicas em locais de area endémica. Por conta
disso, é necessario manter as estratégias na reducdo da transmissdo, para que assim

possa ocorrer uma diminuicdo nos casos de infeccdo por malaria (OPAS, 2017).

2.2 ASPECTOS DO CICLO BIOLOGICO

A maléaria possui um ciclo biolégico complexo. Inicia-se com a picada do
mosquito fémea Anopheles, infectada por parasitas do género Plasmodium, apos a
inoculacdo dos esporozoitos na derme do hospedeiro humano (GUEIRARD et al., 2010;
MORAES, 2016; PHILLIPS et al., 2017).

Os esporozoitos atravessam o tecido epitelial até chegarem nos vasos sanguineos
e nos ganglios linfaticos, onde migram para o figado. Estes esporozoitos invadem os

hepatdcitos e sdo submetidos ao processo de maturacdo e de reproducdo assexuada por
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esquizogonia. Tal processo é conhecido por estagio pré-eritrocitico, onde um dnico
esporozoito pode muitas das vezes gerar milhares de merozoitos liberados na corrente
sanguinea (GETHING et al., 2012; GRAU et al., 2012). Com essa invasao, 0 sistema
imune ja recebe estimulos para desencadear respostas no periodo sub-patente da
infeccdo malarica. Exemplos de respostas imunoldgicas desencadeadas sdo: a apoptose
das células infectadas, isolamento e destruicdo do parasita em compartimentos
especificos, e a producdo de IFN induzida pelo material genético do parasita (MESLIN
et al.,, 2007; ZHENG et al.,2014; LIEHL et al., 2015). Apbs o inicio da resposta
imunoldgica durante a fase hepatica, a maioria dos parasitas que conseguem escapar do
sistema imune realizam uma replicacdo dentro dos hepatdcitos, aumentando assim o
quantitativo de parasitas exponencialmente (PRADO et al., 2015; GOMES et al., 2016).

Os merozoitos infectantes sdo liberados na corrente sanguinea através dos
merossomos, que sdo pequenas estruturas vesiculares formadas a partir da membrana
plasméatica do hepatdcito. Estes merossomos infectam as hemé&cias na corrente
sanguinea, iniciando o segundo estagio da reproducdo assexuada, o ciclo eritrocitico -
que € o estagio sintomatico da doenca (GALINSKI; MEYER; BARNWELL, 2013;
WHITE et al.,2014; OMS,2016; COWMAN; HEALER; MARAPANA, 2016;
WATERS, 2016; WASSMER,2017).

No estagio eritrocitico, 0s merozoitos desenvolvem-se dentro das hemacias na
forma de anel ou trofozoito jovem, onde através da divisdo nuclear forma-se o
trofozoito maduro o suficiente para dar origem a novos merozoitos. Esse estagio
denominado esquizonte libera de 8 a 16 merozoitos na circulagdo, e estes merozoitos
invadirdo as hemacias, onde ocorre a divisdo mitética que formara novos esquizontes,
reiniciando o ciclo eritrocitico (Fig. 1). Assim, os ciclos repetidos de invasdo,
replicacdo e liberacdo de novos merozoitos levam a um crescimento exponencial dos
parasitas, levando a um paroxismo febril. O resultado do aumento da carga parasitaria é
0 aumento das manifestacdes clinicas e a reducdo da contagem de plaquetas (MILLER;
ACKERMAN; SU, 2013; GAZINELLI et al., 2014).

O ciclo hepatico acontece uma Unica vez, mas a fase eritrocitica ocorre por
varios ciclos ou em repeticdes de intervalos regulares caracteristicos a cada 48 horas em
Plasmodium vivax (REY, 2001; STEVERSON, 2004; STURM et al., 2006;
YAMAUCHI et al.,, 2007; MURRAY et al., 2012). Quando observa-se estudos de

infeccOes experimentais, a reducdo de plaquetas ocorre antes do inicio da
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sintomatologia, quando a parasitemia ainda ndo superou o limiar do paroxismo febril
(BERTOLINO; BOWEN, 2015). Acredita-se que ao final do ciclo hepatico, o parasita
possa ter a capacidade de induzir a tolerancia imunoldgica assim evitando ser eliminado
e realizando uma infeccdo produtiva nos hepatécitos liberando proteinas que podem
desencadear uma resposta imune na fase assintomatica, estes sinais oriundos da resposta
imune levam a geragdo das alteragdes morfoldgicas das plaquetas (GAO et al., 2014;
HANISH et al., 2015; HANSON et al., 2015; BERTOLINO,BOWEN,2015).
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Figura 1: Ciclo Biol6gico da Maléria. Fonte: CDC — Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas,
2016. Adaptado de https://www.cdc.gov/malaria/about/disease.html

2.3 MECANISMO DE FEBRE NA MALARIA

Os picos febris estdo relacionados com a liberacdo de parasitas apos a ruptura do
esquizonte, indicando que alguma toxina malarica esta relacionada com os sintomas e
sinais de febre na infeccdo (ARTAVANIS; TONGREN; RILEY, 2003, JARAMILLO et
al., 2009).

Quando as hemécias parasitadas se rompem, elas liberam um pigmento malarico

denominado hemozoina, que é fagocitado pelas células do sistema imune. Tal pigmento
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acumula-se nos macrofagos do figado e baco e desencadeia a ativacdo da resposta
imunoldgica. Consequentemente, ocorre a producdo de citocinas que estdo associadas a
febre, bem como o aumento de receptores ligados ao Plasmodium, promovendo a febre
e 0s espasmos sintomaticos da malaria (GAZZINELLI et al., 2014; GOMES et
al,.2016).

Assim, a medida que a hemozoina aumenta com o prolongamento da infeccéo
ocorre uma inducdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, tais como, a Interleucina
1 beta (IL-1P) e o Fator de Necrose Tumoral (TNF), que estdo associadas a0 mecanismo
de febre (Fig. 2) (WERE et al., 2009; AWANDARE et al., 2011). A citocina IL-1p
também é amplamente elevada na maléria, sendo produzida de forma silenciosa e
inativa, sob estimulo ela sofre uma ativacéo controlada por inflamassoma para poder se
tornar ativa (BOZZA et al,.2008; JARAMILLO et al,. 2009). O TNF esta ligado
diretamente ao processo inflamatério e € relacionado a gravidade na malaria, sendo um
resultado do consumo de plaquetas que ocorre na inflamacdo dos vasos das células
(BRIDGES et al., 2010; RAZA et al., 2014). Os inflamassomas sdo complexos
imunologicos, com varias funcionalidades moleculares nas células do sistema imune
inato, em respostas a moléculas microbianas e sinais de estresse celular (ROWLEY et
al., 2011; YANG, et al.,2012). Sdo compostos por sensor de uma molécula adaptadora e
caspase inflamatdria, além de contribuirem para a inducdo da resposta inflamatdria pela
secrecdo das citocinas (HOTTZ et al., 2015; GUO; CALLAWAY; TING, 2015). A
presenca do parasita é importante para desencadear a febre neste processo inflamatorio
(LEAL-SANTOS et al., 2013).
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Outros achados sugerem que tanto a Interleucina 6 (IL-6) quanto Interleucina 10
(IL-10) também podem estar envolvidas na regulacéo da resposta imunologica durante a
infeccdo malérica. Foi reportado uma correlacdo entre os niveis dessas citocinas e a
carga parasitaria em pacientes infectados por malaria grave ocasionados por P. vivax
(MENDONCA et al., 2013). Por outro lado, a relacdo entre aumento nos niveis de IL-6
e IL-10 e gravidade da malaria € controverso, visto que outros autores mostraram
aumento destas citocinas tanto em casos de malaria grave quanto nos moderados
(BORGES; FONTES; DAMAZO, 2013). Além disso, a administracdo da IL-6
recombinante em humanos foi associada ao aumento do numero de plaquetas
circulantes, enquanto que a administracdo de IL-10 provocou diminuicdo do namero de
plaquetas circulantes em voluntarios saudaveis. Demonstrando que a plaquetopenia
pode ser ocasionada pela reducdo na producdo de plaquetas na medula 6ssea (CASALS
et al., 2006). Como essas citocinas podem ser representativas de respostas pré e anti-
inflamatdrias na malaria, a relacdo delas com a fisiopatologia da plaquetopenia deve ser
melhor elucidada visando a compreensdo da resposta imune na origem da
plaquetopenia na malaria (CLAUSHUIS et al., 2016; THACHIL et al., 2017).
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2.4 PLAQUETAS

As plaguetas sdo pequenos fragmentos celulares, com uma forma discoide, e
tamanho variando de 1 a 3 mm de didmetro. So oriundas dos megacaridcitos residentes
na medula dssea que as produzem por um processo de exocitose denominado de
trombopoiese (PARISE, 2016). Quanto a fungdo, pode-se inferir que as plaquetas séo
altamente especializadas e indispensaveis na hemostasia, pois sdo efetoras nas
atividades de cicatrizacdo de feridas, agregando-se em tecidos lesionados para evitar a
perda excessiva de sangue. Assim, elas atuam como mecanismos efetores da
inflamacdo, com excelente papel na imunidade inata e adaptativa (MACHLUS;
ITALIANO, 2013).

As plaquetas podem participar na captura e na morte dos patdgenos. A indugéo
de plaquetas em redes extracelulares de neutrofilos que € denominado NET, um
mecanismo a qual as plaquetas estimuladas com agonistas plaquetarios podem formar a
NET. A interagdo entre as plaquetas e bactérias pode promover uma agregacao
plaquetaria como células que acumulam numerosas células nos compartimentos de
infeccdes vasculares e principalmente na liberacdo de fatores inflamatorios ocasionando
uma inflamagdo (FUCHS et al., 2007; WARTHA et al., 2008; JENNE; URRUTIA;
KUBES, 2013).

2.41 FORMACAO E ESTRUTURA

A formacdo das plaquetas se da por uma complexidade de eventos, onde apenas
um megacariocito libera centenas a milhares de plaquetas na corrente sanguinea. A
formacdo ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, os fatores de crescimento
promovem a maturagdo das plaquetas (endomitose). O tamanho delas € aumentado e seu
componente genético € duplicado, sem a citocinese. O resultado é a formagdo de um
citoplasma avantajado ocorrendo por longas extensdes, onde a membrana serve para
formar a estrutura da plaqueta, que € preenchida por granulos especificos (MACHLUS;
ITALIANO, 2013; PARISE, 2016).

J& na segunda etapa, ocorre a liberacdo das plaquetas, a exocitose é concluida em

algumas horas. Ao gerar as plaquetas os megacariécitos remodelam todo o seu
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citoplasma para gerar as pré-plaquetas, como uma linha de montagem liberando
corpusculos na extremidade das pro-plaquetas de cada extensdo para assim formar as
plaguetas. Durante a maturagdo plaquetéaria, ocorre o processo denominado de pré-
plaqueta, o qual é formado por particulas maiores que as plaquetas. Assim, tais
particulas tem a capacidade de transformar-se em pré-plaquetas, e este € 0 momento em
que caem na corrente sanguinea. Estas extensfes sofrem fragmentacdo liberando
corpusculos de forma discoide que sdo as plaquetas maduras (Fig. 3) (PATEL et al.,
2005; THON; ITALIANO, 2010; MACHLUS; ITALIANO, 2013; PARISE, 2016).
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Figura 3: Formacao Plaquetaria. Fonte: ZAPATA, Juan C, V. Plos neglected tropical diseases, 2014.

No que se refere a estrutura das plaquetas, pode-se inferir que a organizacéao
celular das mesmas envolve um citoplasma formado por invaginacdes da membrana
plasmatica, delimitando uma rede complexa de canaliculos, denominado sistema
canicular aberto. Esta rede formada por estas invaginacGes da um aspecto de dobras e
promovem uma area ampla de superficie, que facilmente absorve proteinas e outras
biomoléculas. No processo de ativacdo plaquetéria, esta rede funciona como um sistema
secretério de biomoléculas armazenadas em estruturas especializadas, denominadas
granulos o. Estes granulos sdo as organelas mais abundantes nas plaquetas, e tem a
funcdo de armazenamento de biomoléculas e proteinas, que incluem reguladores da
coagulacdo, fibrinolise, citocinas e as moléculas de adesdo (SEMPLE; ITALIANO;
FREEDMAN, 2011).
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Outros granulos existentes e menos abundantes sdo os granulos densos. Eles
estocam moléculas como ADP (Adenosina Difosfato), ATP (Adenosina Trifosfato) e
serotonina. As plaquetas sdo ricas em mitocondrias, peroxissomas e lisossomas, sendo
os principais componentes de formacdo dos microtibulos marginais, e da mobilidade do
citoesqueleto que mantém a organizacgdo e sua forma discoide das plaquetas (Fig. 4)
(THON et al., 2010; SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011; BLAIR;
FLAUMENHAFT, 2013).

Marginal microtubule band

Mitochondrion

Open canicular system

Figura 4: Estrutura das plaquetas. Fonte: SEMPLE et al., Nature (2012)

2.4.2 INTERACAO DAS PLAQUETAS NA HOMEOSTASIA

As contagens normais de plaquetas variam de 150.000 a 450.000 plaquetas por
microlitro (YUN et al., 2016; GROZOVSKY et al., 2015; FREYNHOFER et al.,
2015).

As plaquetas estdo envolvidas em diversos processos imunologicos, como a
liberacdo com mediadores inflamatdrios, que desencadeiam uma resposta inflamatoria,
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além de serem fatores de coagulagdo. Porém, ainda ndo esta totalmente compreendido o
papel das plaquetas como células efetoras contra patdégenos (HOTTZ et al., 2013;
MACHLUS et al., 2016).

Como elas expressam receptores de superficie, conseguem atuar modulando e
exercendo um papel na modificacdo de outras células, tais como as células endoteliais,
em respostas a lesdes em processos hemostaticos (ASSINGER, 2014; PLUTHERO;
KAHR, 2016). As plaquetas ativadas medeiam a adesdo de neutré6filos ao endotélio e
também aumentam suas fungBes pro-inflamatérias (SEMPLE; ITALIANO;
FREEDMAN, 2011).

Embora as plaquetas sejam anucleadas, e consequentemente sem atividades
transcricionais, elas possuem estoques de RNA e diversos mecanismos pos-
transcricionais. Acredita-se que estes RNAs sdo remanescentes da endomitose dos
megacariocitos (DENIS et al., 2005; LANNAN et al., 2015). Foi estabelecido que estes
RNAs podem ativar a sintese proteica e alterar o proteoma das plaquetas por vias
especializadas, podendo por horas sustentar o estimulo inicial de ativacdo e as
interacdes nas células endoteliais nessas respostas (NISHIMURA et al, 2012; HOTTZ
2014).

A ativacdo de plaquetas esta envolvida na diminuicdo da vida atil das mesmas. E
a expressdo de receptores e a aderéncia atuam na depuracao de plaquetas senescentes na
periferia. A aderéncia plaquetaria faz uma estimulacdo na adesdo de plaquetas a
leucdcitos, e niveis altos de plaquetas e mondcitos formam agregados, pela ligacdo de
P-Selectina na superficie das plaquetas ativadas ao ligante da glicoproteina sobre os
leucocitos. Essa agregacdo atua na modulacdo da resposta inflamatoria (STEGNER;
NIESWANDT, 2011; OZAKI; SUZUKI; INOUE, 2013; LEE; BERGMEIER, 2016;
YUN et al., 2016).

Dentre os ativadores de plaquetas, denominados agonistas sollveis, esta o0 ADP,
que ¢é liberado pelas células endoteliais defeituosas e provoca uma grande ativacdo. O
tromboxano, que também é produzido e liberado pelas plaquetas estimuladas, também
tem um papel na maior ativacdo de outras plaquetas, aumentando a concentracdo de
calcio citosdlico e ativando as vias de sinalizacdo especificas. (JENNINGS et al., 2009;
HERTER; ROSSAINT; ZARBOCK, 2014; THOMAS et al., 2015).
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A trombina, epinefrina ou adrenalina também sdo agonistas de ativacdo das
plaquetas, sendo os mais potentes. Eles sdo responsaveis pela converséo do fibrinogénio
para estabilizar os tampdes plaquetarios, através dos receptores ativados por proteases
na superficie das plaquetas. Este processo constitui-se como um mecanismo de
protecdo, contribuindo assim para conter um trauma em sangramento (Fig. 5) (JENNE;
URRUTIA; KUBES, 2013; WEYRICH, 2014; BERNDT; METHAROM; ANDREWS,
2014).

Platelets adhere to site of vascular injury Platelet aggregation and activation Haemostatic plug formation
Neutrophil Red
blood cell Activation of
coagulation
cascade
Platelet

Ezﬂjothelial 0 OCO) ) o

membrane Collagen and

=
ECM proteins

Smooth muscle cell

Figura 5: Funcao das plaguetas na hemostasia. Fonte: SEMPLE et al., Nature (2012)

2.5 PLAQUETOPENIA NA MALARIA

A plaquetopenia é bastante comum na malaria tanto em adultos quanto em
criangas. Os mecanismos efetores associados ja sdo bem estabelecidos na malaria
causada por P. falciparum, tais como a destruicdo mediada por anticorpos (KOCHAR et
al., 2010), queda na producdo de plaquetas na medula 6ssea e aumento do consumo
plaquetario por agregacdo ou adesdo (GAUER; BRAUN, 2012). Acredita-se que na
malaria vivax ocorra pelos mesmos mecanismos e sé é considerado como forma grave

quando associado a outras manifestacdes (RAZA et al., 2014).

27



A baixa contagem de plaquetas é caracterizada pelo nimero plaquetério inferior
a 150.000 plaquetas (VIEIRA et al., 2012; STOPPELAAR et al., 2014). Se ocorrer em
um evento isolado, ndo é considerado uma forma grave da doencga, mesmo em pacientes
com a contagem de plaquetas inferior ao normal (AUTINO et al., 2012). Quando
associado com outras alteracfes hematoldgicas, tais como anemia e bilirrubinemia, o
acometimento pode evoluir para casos com uma maior gravidade (GERARDIN et al.,
2002; MAINA et al., 2010; LEAL-SANTOS et al., 2013; RIZVI et al., 2013).

Quanto ao efeito direto da plagueta como célula efetora da imunidade inata, ja
foi observado que a presenca da plaguetopenia leva ao aumento da producdo do parasita
(SCHOFIELD, 2007). Esse feito sobre o Plasmodium ainda ndo foi bem elucidado, pois
0 aumento da parasitemia e a queda do nimero de plagquetas no inicio da infeccdo em
voluntarios podem estar relacionados a varios mecanismos que podem causar 0
consumo de plaquetas (DE MAST et al.,2007). Isto condiz com uma premissa
estabelecida em modelos experimentais de camundongos infectados, segundo o qual a
medida que a parasitemia aumenta, o numero de plaquetas diminui (Fig. 6) (JENNE;
URRUTIA; KUBES, 2013; GRAMAGLIA et al., 2017).
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Figura 6: Correlacdo entre a queda da contagem de plaquetas e o aumento da
parasitemia. Fonte: Gramaglia et al (2017).
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A patogénese da plaquetopenia necessita de mais estudos para a compreensao da
fisiopatologia da maléria vivax (KLEIN; RONEZ, 2012; COELHO et al., 2013).
Portanto a presenca do Plasmodium vivax pode levar a evolucdo desta plaquetopenia.

2.5.1 MORFOLOGIA PLAQUETARIA ASSOCIADA PLAQUETOPENIA.

As alteracdes morfoldgicas das plaquetas, tais como a mudanga no volume
médio (MPV) e a homogeneidade plaquetaria (PDW), acarretam anormalidades
funcionais (BYE; UNSWORTH; GIBBINS, 2016). Estes indices alterados sdo usados
como possiveis marcadores de gravidade, ou de mal prognostico, tais como infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, dentre outros (WENDLAND; FARIAS;
MANFROI, 2009; BERGOLI et al., 2014).

As alteragdes plaquetarias em pacientes com malaria sdéo comumente relatadas.
As extensdes destes marcadores estdo associadas com a gravidade da doenca, e tudo
indica que as plaquetas maiores tém um papel importante no processo inflamatorio
(THON; ITALIANO, 2012). No entanto, na malaria por P. vivax, a relacdo entre os
parametros alterados e o desfecho da doenca permanecem controversos, ndo permitindo
assim uma confirmagdo (BECCHI et al., 2006; NOVELLI et al., 2010; YURI et al.,
2011).

Estudos de infeccdo experimental em humanos voluntarios com P. falciparum,
demostraram que o numero de plaquetas ja decai antes dos aparecimentos dos sintomas,
isto €, quando ndo se tem a sintomatologia de febre, podendo ser um sinal que a
plaquetopenia na malaria pode ser do tipo destrutiva (Fig. 7) (MAST et al. 2007, 2010;
CHANDRA, 2013).
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Figura 7: Indices de plaquetas em infecgdo humana. Fonte:De Mast et al., 2010.

Ja em pessoas sadias, foi descrito que o PDW e o MPV das plaquetas estdo
correlacionados negativamente, o que ndo ocorre em pessoas com plagquetopenia (Costa
et al., em submisséo). A ativacdo plaquetaria na malaria pode ser a razao para que 0
aumento da largura de plaquetas e o aumento do volume sejam heterogéneos
(CHANDRA et al., 2009).

Na malaria por P. falciparum, o aumento do volume plaguetéario pode ser um
preditor de infeccdo (CHANDRA et al., 2013). E sugerido que o aumento do volume
plaquetario poderia representar as mega plaquetas, que evitaria 0 sangramento na
plaquetopenia grave. As causas de plaquetopenia e as alteracbes dos indices
plaquetarios ainda ndo estdo completamente elucidados (Fig. 8) (VIZIOLI; MUSCARI;
MUSCARI, 2009; TANWAR et al 2012).
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Figura 8: Correlacéo de plaguetas e volume plaquetario médio (MPV). Fonte: Costa
et al.,. (em submiss&o).

Estudos realizados em humanos e em modelos experimentais de camundongos
mostraram que a elevacdo de MPV é resultado da resposta ao aumento celular. Assim,
mesmo antes do aparecimento dos sintomas e ao aumento da parasitemia, a resposta
celular atua modulando a producdo e a liberacdo das plaquetas (Fig. 9) (AMIN;
KULKARNI, 2004; GREISENEGGER et al., 2004).
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Figura 9: Plaquetas imaturas e indices plaquetarios. Fonte: Mast et al., 2010.

2.5.2 AGREGACAO PLAQUETARIA

A agregacdo plaquetaria ocorre por diferentes aspectos, gerando assim uma
resposta com relevancia na homeostasia (CUYPER et al., 2013). Indutores da agregacéo
plaquetaria, tais como Adenosina Difosfato (ADP) e Adrenalina (ADR), sdo potentes
agonistas plaquetarios. Assim, geram um aumento da amplificacdo das plaquetas, com
uma atividade pro-coagulante, favorecendo o surgimento de um trombo na reparacdo de
um tecido lesado (YEAMAN, 2014; CARESTIA; KAUFMAN; SCHATTNER, 2016).

Para uma resposta imunoldgica eficaz, a agregacdo das plaquetas é importante,

pois este aglomerado se liga aos patdgenos até que eles sejam fagocitados para dentro
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do agregado plaquetério, contribuindo assim para a depuracdo dos microrganismos
(JENNE; URRUTIA; KUBES, 2013).

Na maléria, a agregacdo das plaquetas pode indicar uma hiperatividade
plaguetéria (AL DIERI; LAAT; HEMKER, 2012; YEAMAN; BAYER, 2013). A
agregacdo pode estar relacionada com uma maior concentracdo de fator de Von
Willebrand (VWEF), que possui um aumento no inicio da malaria, impedindo assim uma
cascata de eventos na contribuicdo em evitar os eventos hemorragicos, pois o nivel de
expressao e interacdo de CD42 com o fator von Willebrand é necessaria como primeira
fase na ativagdo plaquetaria, na cadeia a do receptor GP1b de plaquetas. (AUTINO et
al., 2012).

A agregacdo de plaquetas na malaria aumenta em respostas aos indutores.
Contudo, ainda n&o esta bem elucidado como estas mudancas ocorrem (MOHANTY et
al., 1988). Sao poucos os estudos em plaquetas sobre as alteracdes morfologicas e o
comprometimento de suas fungdes, devido a ativacdo e agregacao plaquetaria excessiva
na malaria. Por outro lado, os estimuladores antagonistas evitam que as plaquetas
percam sua conformidade. O &cido acetilsalicilico (AAS) é um potente anti-
inflamatdrio, e um excelente inibidor da agregacdo de plaguetas (OLIVEIRA, 2001;
MARSON; PASERO, 2006; DHANJAL et al., 2007; GRASSI; DO CARMO, 2016;
FERREIRA et al., 2017).

Na malaria, as plaquetas ficam bastante agregadas ndo respondendo aos
estimulos, devido a uma ativacdo excessiva. Assim, a interacdo entre as plaquetas em
resposta a estimuladores permite compreender sobre as anormalidades funcionais e
estruturais nas plaquetas durante a infeccdo maldrica (MOHANTY, D. et al., 1988;
SCHOFIELD, 2007).

2.5.3 MECANISMOS DE DESTRUICAO PLAQUETARIA

Os mecanismos efetores de destruicdo plaquetaria sdo muito complexos
associados aos niveis de citocinas inflamatorias, danos estruturais, agregacao e baixa
funcdo plaquetéaria (PATEL et al., 2004; ARAUJO et al., 2008), complexos imunes
gerados pelos antigenos malaricos podem conduzir ao sequestro através da fagocitose
de plaquetas (COELHO et al., 2013).
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Os anticorpos antiplaquetarios encontrados na superficie das plaquetas,
(LACERDA et al., 2011), podem ser desencadeados pela ligacdo destes anticorpos aos
antigenos da maléria que podem estar ligados as plaquetas (HANSON et al., 2015), o
agrupamento no baco (FRANKLIN et al., 2011). Levando a coagulacdo intravascular
associada com a adesdo das plaquetas dentro dos vasos e a depuragdo por fagocitose de
plaguetas (LAMPAH et al., 2014). As evidéncias demonstram o envolvimento com a
gravidade da doenca, tendo em vista que as plaquetas liberam os mediadores
inflamatorios (MORRELL et al., 2014), tais como o 6xido nitrico (ON), um mediador
que atua na homeostase plaquetéaria. Quando ocorre a diminuicdo deste mediador na
malaria grave, tem-se associado com aumento e ativacdo do consumo das plaquetas
(BOUTLIS; YEO; ANSTEY, 2006; YEO et al., 2007).

Estudos demonstraram que citocinas sdo comumente liberadas durante a resposta
inflamatdria, contribuindo para a destruicdo plaquetaria (ROGIER; GERARDIN;
IMBERT, 2004; KLEIN; RONEZ, 2012). Em estudos de modelos experimentais com
camundongos foram observados que o fator de necrose tumoral (TNF) esta relacionado
com o consumo plaquetario, e os niveis de Interferon gama (IFNy) estdo amplamente
associados com a gravidade de malaria (PIGUET; KAN; VESIN, 2002;
WROCZYNSKA et al.,2005; CASALS et al., 2006). Em humanos, foi recentemente
comprovado que a fagocitose plaquetaria esta associada com aumento nos niveis de
TNFo na plaquetopenia durante a malaria pelo P.vivax (COELHO et al., 2013).
Acredita-se que pelo aprisionamento de plaquetas nos vasos ocorre a plaquetopenia
quando induzida por TNF, gerando um alto consumo das mesmas podendo estar assim
estando ligadas a inflamacdo (RAZA et al., 2014).

O processo de apoptose ou morte celular € um regulador da vida util das células,
sendo realizada por um grupo de cisteinas denominadas caspases, que estdo envolvidas
diretamente na degradacdo de varias células (ANTINORI et al., 2016). As plaquetas sdo
capazes de sofrer apoptose, pois elas contém caspases que podem ser ativadas in vitro
por agonistas de plaquetas como a trombina (JENNINGS, 2009; YUN et al., 2016).
Essa ativacdo pode produzir uma fragmentacdo plaquetaria, ou seja, pode mudar a
conformacéo das plaquetas. Assim, as caspases podem contribuir para uma instabilidade
das plaquetas, reduzindo a vida atil das mesmas na periferia ou circulacdo (MIRSAEIDI
et al., 2010; MITSUI et al., 2016).
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O estresse oxidativo tem sido sugerido como um outro mecanismo,
desempenhando um papel importante na destrui¢do das plaquetas (SKUDOWITZ et al.,
1973; KELTON et al., 1983). Os radicais livres estdo associados negativamente com as
plaquetas pela degradacdo oxidativa dos lipidios. Consequentemente, uma associagdo
positiva da contagem de plaquetas com enzimas antioxidantes, como a peroxidase
glutationa, poderia ser um mecanismo compensatorio das plaquetas ao enfrentar esse
estresse oxidativo na malaria (ARAUJO et al., 2008; LACERDA et al., 2011; GAUER;
BRAUN, 2012).

O oxigénio reativo desempenha um papel importante na cadeia respiratoria,
podendo resultar na exposicdo de estressores extracelulares, como irradiacdo de
citocinas inflamatorias, e no metabolismo celular por reacdes enzimaticas (ARAUJO et
al., 2008). Contudo apesar de desempenharem esses papéis, varios eventos fisiologicos
e patologicos podem aumentar a atividade pro-oxidante levando a um estresse oxidativo

que acarreta em danos moleculares excessivos e lesdo tecidual. (JANUEL et al.,2006).

Vale ressaltar que em relagédo as plaquetas existem poucos estudos que explique
0 que acontece nesse fenbmeno 0 que se sabe é que 0s reativos de oxigénio podem
desempenhar um papel no processo de alteragdo estrutural das plaquetas concernente ao
estresse oxidativo, pois as membranas plaquetarias ndo séo resistentes no momento do
estresso oxidativo, sendo consequentemente mais finas, ou seja, as plaquetas sofrem
lise, assim quanto maior o aumento do estresse oxidativo maior serd a lise plaguetaria
liberando todos os seus granulos (EREL et al.,2001). Portanto esse mecanismos ainda
precisa ser melhor elucidado, com mais estudos que possam esclarecer as diferencas da
associacdo do estresse oxidativo nas plaquetas pela infeccdo mediada pelo Plasmodium
vivax (KUMAR et al., 2006).

A producdo defeituosa de plaquetas pode estar relacionada com problemas na
medula éssea, devido os megacariocitos produzirem as mega-plaquetas como um
mecanismo compensatorio para tentar sustentar a homeostase. 1sso explica por que a
ocorréncia de sangramento nos pacientes infectados é rara (WICKRAMASINGHE;
ABDALLA, 2000; TANWAR et al., 2012). Estudos ratificam que a associacdo da
plaquetopenia é do tipo destrutiva, mas a atividade medular é preservada na malaria,

enquanto a producdo das mega-plaquetas liberadas pelo megacaridcitos evitaria o
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sangramento mesmo em condicdo de uma plaquetopenia grave (Fig. 10) (NTAIOS et
al., 2008; MAINA et al., 2010; MAST et al., 2010; MUWONGE et al., 2013).

A ocorréncia rara de sangramento poderia ser devido ao aumento do volume
plaquetario, assim a plaquetopenia na malaria vivax seria destrutiva e o aumento do
volume plaquetério exacerbado. Portanto, um estudo para avaliar aspectos funcionais
das mega plaquetas, evidenciadas pelo MPV elevado em pacientes com plaquetopenia
contribuira para confirmar a hipétese de efeito compensatério. (SEMPLE; ITALIANO;
FREEDMAN, 2011; LEAL-SANTOS et al., 2013).

Figura 10: Mecanismos associados a destruicdo plaguetaria na malaria. Fonte:
Lacerda et al. (2011)
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3. JUSTIFICATIVA

A plaquetopenia é uma manifestacdo bastante comum na maléria, quando manifestada
isoladamente na infecgdo pelo Plasmodium vivax, ela ndo se caracteriza como grave ou
complicada, nem é acompanhada por hemorragia grave. Sabe-se que a reducdo do
nimero de plaquetas é devida tanto pela destruicdo e o consumo de plaquetas na
periferia quanto pela queda na producdo de plaquetas na medula 6ssea. No entanto, a
informacdo sobre a contribuicdo de cada mecanismo responsavel pela plaquetopenia da

malaria é escassa.

Mecanismos mediados por anticorpos e o aumento da ativagdo plaquetaria acarretando
agregacao ou adesdo participam na destruicdo e o consumo de plaquetas na periferia.
Para isso, este estudo foi desenhado para estimar a contribuicdo de anticorpos
antiplaquetarios na remocdo de plaquetas pelo sistema imune supostamente pela

fagocitose no baco.

As alteracOes estruturais e funcionais decorrentes do aumento da ativacdo plaquetaria
acarretando o consumo de plaquetas na periferia foram estimadas por dois
biomarcadores: i) o indicador superoxido Dihidroetideo foi utilizado para avaliar qual a
contribuicdo do estresse oxidativo na reducdo da contagem de plaquetas; ii) o nivel de
expressao de CD42, a cadeia o do receptor GP1b de plaquetas, foi usada para estimar a
contribuicdo da adesdo plaquetéria, enquanto a interagdo de CD42 com o fator von

Willebrand é necessaria como primeira fase na ativacdo plaquetaria.

Acredita-se que este estudo possa contribuir para a compreensdo na dinamica dos

mecanismos adjacentes na plaquetopenia na malaria vivax.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral:

Caracterizar as subpopulacbes plaquetarias através de biomarcadores e associar estas
subpopulagdes aos mecanismos de destruicdo e consumo de plagquetas na plaquetopenia

causada por maléria vivax.

4.2. Especificos:

Caracterizar as subpopulacdes de plaquetas por citometria de fluxo em pacientes

infectados pelo Plasmodium vivax.

Identificar alteraces morfologicas das plaquetas por meio da marcacdo de CD41b e

indicador de estresse oxidativo.

Avaliar a agregacdo e granulosidade das subpopulacdes de plaquetas em respostas a

estimulo agonista.

Avaliar a associacdo de anticorpos antiplaquetarios do tipo IgM e 1gG com a reducao da

contagem de plaquetas.

Avaliar a expressdo de CD42 na formacao de agregados plaquetarios como mecanismo

de consumo de plaquetas na periferia.

Associar os biomarcadores plaquetarios com os mecanismos que levam a plaguetopenia.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Recrutamento de pacientes: Os pacientes infectados com P. vivax foram
recrutados na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, Manaus,
Amazonas (FTM-HVD). Apo6s o paciente ter sido diagnosticado com malaria vivax,
abordamos o paciente, explicando-lhe que se trata de um estudo de pesquisa com seus
beneficios a sociedade, os riscos relacionados a sua participacdo e as medidas para
minimiza-los. Em seguida, o convidamos e apresentamos o estudo. Explicamos o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE), para os pacientes maiores de 18 anos.
Apobs terem concordado em participar do estudo, o paciente assinou dois termos de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), sendo que uma copia ficava sob seu poder, e
outra em poder da equipe condutora do estudo. O sangue foi coletado previamente antes
do inicio do tratamento antimalarico. O sangue de voluntarios sadios (funcionarios e
estudantes da FMT-HVD e ILMD), que consentiram ao procedimento também foi
coletado. O protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da FMT-HVD (Numero do Parecer: 1.917.853). No total de 40 amostras de pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax foram recrutados neste estudo. Todos os dados do
hemograma dos pacientes foram coletados e anotados o nimero de cruzes e a

parasitemia por microlitro.

5.1.1. Critérios de inclusdo e exclusdo para os pacientes: Foram incluidos pacientes
com malaria vivax de ambos os sexos, com idade variando entre 18 a 70 anos. Nao
foram incluidos gestantes nem pacientes que estavam sob tratamento antimalarico.
Foram excluidos pacientes que tiveram o diagnéstico positivo para dengue, Virus da

Imunodeficiéncia, Hepatite B, Hepatite C e Sifilis.

5.1.2. Critérios de inclusédo e exclusdo para os voluntarios sadios: Os voluntarios
sadios inclusos no estudo possuiam idade entre 18 a 70 anos de idade, ndo apresentavam

quadro febril.
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5.2. Coleta do sangue e obtencdo do plasma e plaquetas: Foi coletado 10 mL de
sangue de cada doador, as amostras de sangue foram coletadas em tubos com Citrato
(BD Biosciences, EUA), sendo realizado a coleta de dois tubos, os tubos utilizados para
a separacdo das plaquetas foi sempre o segundo tubo coletado, pois estdo livres de
ativadores plaquetarios e microparticulas, adaptado do protocolo de coloracdo para
estudos de analises de plaquetas. Apés a coleta, o sangue foi transferido para um tubo
conico de 50 ml, e centrifugado a 500xg por 20 minutos, sem freio, em temperatura
ambiente. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi transferido para outro tubo conico de
50 mL. Ao PRP adicionamos prostaglandina E1, (PGE1, Cayman Chemical) 1mg para
evitar ativacdo plaquetaria, e centrifugamos em 500xg, por 20 minutos, sem freio, em
temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo armazenamos o plasma a -80°C em
diferentes aliquotas, e as plaquetas ressuspendidas em tampdo PSG (Pipes 5mM,
NaCl145 mM, glicose 5,5 mM, KCl 4 mM, Na2HPO4 50 uM, pH 6,8) ¢ 300 nM de
PGEL.

Foi realizada uma nova centrifugacdo de 500xg, por 20 minutos, sem freio, e
posteriormente o sobrenadante descartado. E novamente, adicionamos o tampdo PSG e
300 nM de PGE1 para ressuspender as plaquetas, que foram centrifugadas a 500xg, 20
minutos, sem freio, para a separacdo plaquetaria. O sobrenadante foi descartado e as
plaquetas ressuspensas em tampdo (PSG /PGE), apés a repeticdo de trés vezes, as
plaquetas estavam lavadas. Assim, plaquetas foram homogeneizadas cuidadosamente
com uma pipeta paster até todo o pellet dissolver em tampéo (PSG /PGE), contendo em
um volume final de 2 mL de plaquetas, para as marcacGes plaquetarias com o0s

anticorpos fluorescentes especificos.

5.3. Avaliacdo da resposta de plaquetas frente a estimulos. As plaquetas foram
fenotipadas por um marcador de superficie (anti-CD41bhumano FITC) que serve como
um marcador de plaquetas. E Dihidroetideo (DHE) para avaliar o estresse oxidativo
na reducdo da contagem de plaquetas.

Posteriormente as plaquetas foram colocadas em contato com estimulos agonistas
(Adrenalina) para agregacdo plaquetéria, todos contendo os anticorpos monoclonais
anti-CD41b e o indicador superdxido Dihidroetideo (DHE). A expressdo de (anti-
CD42 humano PE) foi usada para estimar a adesdo plaquetaria. Medimos os niveis de
anticorpos antiplaquetarios no plasma rico em plaquetas (Anti IgM Humano APC e

Anti-IgG humano FITC) para estimar a remocao de plaquetas.
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A capacidade responsiva foi determinada pela alteragdo nos pardmetros de tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC).

5.4. Leitura e analise das Amostras: As amostras foram lidas em equipamento de
Citometria de fluxo FACS Canto Il pela Plataforma do Instituto Lebnidas e Maria
Deane (ILMD), FIOCRUZ-Amaz6nia, e as analises foram realizadas no programa
Flow-Jo, para obtencdo dos dados plaquetérios, para analise das populacbes de
plaquetas, microparticulas e agregados.

5.5. Detecgdo de Co-infeccdo: Para exclusdo de amostras co-infectadas com dengue,
Virus da Imunodeficiéncia, Hepatites B e C, Sifilis, foi realizado testes de ELISA e

dois tipos diferentes de testes rapidos para confirmacéo dos resultados.

5.6. Analise estatistica: A rede de correlacdo foi calculada a partir de dados numéricos,
usando Pearson para dados paramétricos e Spearman para dados ndo-parametricos.
Plaguetas, microparticulas e agregados foram calculados em porcentagem (%) e nimero
de eventos totais. A média da intensidade da fluorescéncia (MIF) foi calculada para
cada marcador: CD41b, CD42, DHE, IgM e IgG. O teste de Mann Whitney foi usado
para calcular porcentagem e nimero de eventos totais ou MIF quando duas populactes

foram comparadas.
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6. RESULTADOS

A plaquetopenia na maléria é causada por eventos multifatoriais j& estabelecidos,
no entanto, ainda nao foi elucidado o quanto cada evento contribui na patogénese da
manifestacdo hematoldgica. Em nosso trabalho utilizamos biomarcadores para estimar a
contribuicdo do mecanismo proposto na plaquetopenia em pacientes infectados pelo

Plasmodium vivax, sabendo que a informacdo destes mecanismos fisiopatoldgicos ainda

¢ escassa.
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Figura 11: Fluxograma do estudo.

As coletas foram realizadas na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD) no periodo de Janeiro a Novembro de 2018. Apds a
titulacdo dos anticorpos comerciais utilizados observamos a baixa intensidade na
fluorescéncia devido a isso usamos uma quantidade maior nas marcac6es plaquetarias.
Portanto 0 nimero de pacientes recrutados foi limitado e por isso as coletas foram

realizadas por conveniéncia. Foram incluidos apenas pacientes com diagnostico de




malaria vivax, pacientes infectados pelo P. falciparum ou com malaria mista ndo foram

incluidos (Figura 11).

TABELA 1. Dados dos pacientes recrutados no decorrer do estudo.

Malaria Saudaveis
Idade 40 (29;49¥ 26:44,5) 0,0908
Parasitemia / uL 205 (73:235)
Dias de sintomas 4(3;5)
Temperatura axilar 37,9 (37.8; 38,1)
WBC (x107uL) 42(3258) 7.8 (7:8.95) <0,0001
Linfocitos (x10°/uL.) 11(05; 15y 3.6 (2.94:4.95) <0.0001
Monécitos (x10°/uL) 0,6 (0.3; 0,8) 0,7 (0,55:0.8) 0,3020
Neutrofilos (x10°/uL) 24 (15 3.6 4(3,895:4,29)° <0,0001
RBC (X10°/uL) 42 (3,6:4.6) 1,03 (3,74:4,29)% 03359
HGB (g/dL) 134 (12:15.,1) 152 (13.45:16,1% 0,0105
HCT (%) 34,5 (30,2:39.9) 32,5 (30;36,35) 0,1264
MCV (fL) 852 (83:87.7) 80,4 (76,3:84.55) <0,0001
MCH (pg) 353 (28,5:37) 30,9( 28,8:35.3) 0,1937
MCHC (g/dL) 40,7 (32,3; 43.7) 40,25 (33,6:42,35) 0,3905
PLT (x10°uL) 82 (64:107)* 324 (298,5:355,5) <0,0001
PDW 41,9 (40,8:44.4) 39,5 (37,25:41,7) 0,0002
MPV 9.7 (8.,6:10) 10,5 (9,7:11.5) 0,0104

A maioria dos pacientes apresentam uma parasitemia media de duas cruzes,
talvez por isso todos os pacientes recrutados estivessem plagquetopénicos, como descrito
na Tabela 1.

6.1 Avaliacdo do Plasma Rico em Plaquetas

Os procedimentos de preparo do plasma rico em plaquetas (PRP) ndo causaram
desequilibrio em relacdo ao nimero de plaquetas original, pois 0 nimero de eventos
adquiridos no citémetro de fluxo manteve uma correlacdo em relagdo com a contagem
inicial (Fig. 12A). As plaquetas foram selecionadas pelo perfil de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) e 30 mil eventos foram adquiridos (Figura 12B). O tempo de
aquisicdo das plaquetas foi maior em pacientes em razdo da contagem inicial de
plaquetas, de modo que o nimero total de plaquetas no campo FSCxSSC ndo diferiu

entre pacientes e individuos sadios (Figura 12C).

Dois marcadores foram usados para permitir a caracterizacdo de alteragdes

morfoldgicas das plaquetas: o anti-CD41b humano que é o marcador constitutivo de
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plaguetas; e o Dihidroetideo, usado como indicador de redox, ele é metabolizado
pelas mitocondrias das plaquetas e transformado em etidio que se intercala no material
genético das plaquetas. O Dihidroetideo (DHE) permite a caracterizagdo de respostas
redox pela geracdo de espécies reativas de oxigénio na ativacdo plaquetéaria por

estimulos fisiologicos e patoldgicos.
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Figura 12: Analise em citometria de fluxo do Plasma Rico em Plaquetas: A) Demonstramos que o
PRP ndo causou alteracdo no nimero de plaquetas. B) Adquirimos aproximadamente 30.000 eventos
tipicos de plaquetas. C) Foi adquirido quase o mesmo nimero de plaquetas para pacientes, o tempo para
aquisicao de 30.000 eventos foi maior. D) A dilui¢do do anti-CD41b néo foi diferente entre os controles e

os pacientes pela média da intensidade de fluorescéncia (MIF).

A expressdo do CD41b ndo diferiu entre os pacientes controles e os infectados
pelo Plasmodium vivax, pois acreditavamos que o anti-CD41lb poderia ser mais
consumido em pacientes controles devido eles terem mais plaquetas circulantes,
portanto ndo houve diferenca entre eles, ndo ocorrendo nenhum viés com o anticorpo
(Figura 12D).

Duas subpopulagdes de plaquetas foram caracterizadas no campo FSCxSSC da
Figura 12B, a subpopulacdo CD41b+DHE+ e a CD41b+DHE- (Figuras 13A e 13B).
ambas ndo mostram diferencas entre pacientes e individuos sadios, respectivamente
(Figuras 13C e 13D).
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Figura 13: Determinacdo das subpopulacBes de plaquetas. Trinta mil eventos adquiridos em
populacdo de plaguetas entre os pacientes e 0s controles saudaveis. A) As populacdes de plaquetas foram
delimitadas por CD41+ no canal FL1 versus dispersdo FSC. B) as subpopula¢des CD41+ DHE+ e CD41+
DHE- no canal FL3 versus dispersdo FSC. C) Comparacéo do numero total de plaquetas CD41+ DHE+
entre os pacientes e controles sauddveis. D) Comparacdo do nimero total de plaquetas CD41+ DHE-
entre 0s pacientes e controles saudaveis.

6.2 Associagdo do estresse oxidativo com a plaguetopenia.

As plaquetas foram analisadas neste experimento conforme a (Figura 14),
observamos que a populacdo plaquetaria em A e B foram separadas e analisadas para
que assim pudéssemos realizar uma comparacdo entre os pacientes infectados e 0s

controles saudaveis nas plaquetas que foram adquiridas.
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Figura 14: Avaliacdo de plaguetas e associacdo do estresse oxidativo baseado no numero
plaguetério. A) as subpopulacdes de Plaquetas. CD41+ DHE+ foram comparadas entre os pacientes e 0s
controles saudaveis. Avaliacdo da média da intensidade de fluorescéncia (MIF) de Dihidroetideo
(DHE). B) Contagem de plaguetas. C) Média do volume das plaquetas (MPV).

O namero de plaquetas baseado no indicador de geracdo de reativos de oxigénio,
que foram delimitados em cada popula¢do nos canais de dispersdo comparados ao
seu tamanho. As andlises de correlacdo entre o nivel de DHE indicador de estresse
oxidativo e os indices plaquetarios, observamos que o estresse oxidativo ndo foi
associado a plaquetopenia, mesmo quando incluindo os pacientes infectados que

apresentaram um menor nivel de estresse oxidativo.

6.3 Avaliacdo do estresse oxidativo apds ativacdo plaquetaria com adrenalina e

formacao de microparticulas (MP).

As microparticulas de plaquetas sdo originadas da veiculacdo de plaquetas ativadas,
representam uma populacdo heterogénea de pequenas vesiculas revestidas por
membrana, que variam de 0,1 a 1,0 um, e contribuem para a trombogénese. A

adrenalina como agonista para ativacdo plaquetéria na formacdo de microparticulas
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(MP). O pré-tratamento de plaquetas com adrenalina resulta no aumento significativo da
microvesiculacao.
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Figura 15: Avaliacdo de microparticulas CD41b+ DHE+. A) Populagdo de microparticulas (MP). B)
Microparticulas CD41b+ DHE+.C) Numero de microparticulas em CD41+ DHE+. D) Avaliacdo do nivel
de expressdo de CD41b pela média da intensidade de fluorescéncia. E) Avaliacdo do nivel de expressédo
de DHE pela média da intensidade de fluorescéncia.

As microparticulas aumentaram em pacientes infectados com malaria em relagéo
aos controles saudaveis. Aqui, a adrenalina (ADR) ndo teve algum efeito ao nimero de
microparticulas em pacientes com malaria (Figura 15). No entanto, o nivel de CD41b
nas microparticulas aumentou apos a estimulacdo com Adrenalina. Em contrapartida o
nivel de DHE nas microparticulas diminuiu apés a estimulacdo com a adrenalina,
mesmo assim o estresse oxidativo em CD41b+DHE+ em microparticulas diminui apos a
estimulacdo pela adrenalina. Portanto, o estresse oxidativo ndo respondeu como um
fator associado a plaquetopenia na malaria vivax, incluindo as plaquetas, pois as
microparticulas apresentaram menor nivel de estresse oxidativo em relacdo a estas

mesmas populacdes em controles saudaveis.

6.4 Anticorpos antiplaquetarios na patogénese da plaquetopenia na malaria
vivax.
Os niveis de anticorpos IgM e IgG antiplaguetéarios foram comparados para
estimar uma potencial contribuicdo da fagocitose na patogénese da plaquetopenia na
maldria vivax. O nimero de plaquetas depositadas em IgM foi maior nos pacientes

plaquetopénicos infectados com maléria, mas ndo ao nivel de imunoglobulina. Os
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niveis dos anticorpos antiplaquetérios 1gG (Fig.16) e IgM (Fig. 17) ndo diferiram
nas plaquetas dos controles saudaveis.
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Figura 16. Avaliacdo dos niveis de anticorpos antiplaquetarios 1gG. A) Plaquetas duplamente
coradas com anti-lgG FITC em plaquetas espalhadas pelo eixo FSC x SSC. B) Histograma mostrando o
numero de plaquetas com deposicdo de IgG entre paciente e controle saudavel. C) Comparacdo entre
numero total de plagqueta e plagqueta IgG+ de pacientes infectados e controles saudaveis. D) comparagéo
de MIF 1gG em plaqueta 1gG+. E-G) Anélise de correlagdo entre nimero total de plaquetas 1gG + e dados

de caracteristicas clinicas. E) contagem de plaquetas. F) parasitemia. G) dias de sintomas.

O numero de plagquetas depositadas em IgM teve uma correlagdo negativa com a
contagem de plaquetas, indicando que a fagocitose destas plaquetas pode estar
representando uma manifestacdo na patogénese da plaquetopenia (Fig.17). Além disso
em relacdo a parasitemia, dias de sintomas, o nimero de plaquetas em IgM foi

invariante.
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Figura 17. Avaliacdo dos niveis de anticorpos antiplaquetarios IgM. A) Plaquetas duplamente coradas
com anti-lgM APC e anti-CD41b FITC. B) Histograma mostrando o nimero de plaquetas totais com
deposicdo de IgM entre pacientes infectados e controles saudaveis. C) Comparacéo entre plaquetas IgM+
CD41b+ entre os pacientes infectados e controles saudaveis. D) Comparacdo de MIF IgM em plaquetas
IgM+ CD41b+. E-G) Andlise de correlacdo entre numero total de plaquetas IgM+ CD41b+ e dados de
caracteristicas clinicas, E) Contagem de plaquetas; F) Parasitemia; G) Dias de sintomas.

Para avaliar se 0s complexos imunes seriam gerados pelo antigeno da malaria, se
teria alguma memdoria, entdo comparamos a deposicao de IgM e IgG nas plaquetas entre
0s pacientes com malaria primaria daqueles que ja foram expostos a malaria (Fig.18).
Logo nenhuma diferenca foi encontrada indicando que antigenos ndo relacionados a

malaria poderiam levar a remocéo das plaquetas lesadas no baco.
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Figura 18. Avaliacdo dos niveis de anticorpos antiplaquetérios IgM e IgG em pacientes com
malaria primaria. A) IgM os simbolos pretos indicam uma maldria priméaria e os simbolos abertos
indicam individuos ja expostos a maléria B)IgG os simbolos pretos indicam uma maléria priméria e os
simbolos abertos indicam individuos ja expostos a maldria.
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6.5 Biomarcador para estimar a ativacdo plaquetdria por trombos de formacéo
medidos pelo nimero de agregados.

Os pacientes apresentaram percentual reduzido de agregados plaquetéarios CD42
+ CD41b + em relacdo aos controles saudaveis. No entanto, a porcentagem de
agregados plaquetarios CD42 + CD41b + ndo foi associada a contagem de plaquetas
(Fig. 19 A-D). De acordo com o modelo de maléria humana, o efeito da plaqueta néo
contribuiu para a plaquetopenia no inicio da malaria. Portanto nds avaliamos com o
MPV (Volume plaquetario médio), pois alguns estudos indicam que este parametro
poderia indicar uma associacdo com o aumento da plaquetopenia. Assim nossos dados
de MPV ndo foram correlacionados com a contagem de plaquetas, mas quando
avaliamos com dados mais precisos, como porcentagem de plaquetas CD41b +, 0 MPV
mostrou uma correlagdo negativa (Fig. 19 D-E).
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Figura 19. Avaliacdo da formacao de trombos medida de plaquetas ativadas com base em agregados plaquetarios CD42 + CD41 +. A) Populacdo de agregados. B)
CD42 + CDA41 + agregado plaquetario. C) Comparagdo da porcentagem (%) de CD42 + CD41 + agregado plaquetério entre pacientes e controles saudaveis. D) Analise de
correlacdo entre % de CD42 + CD41 + agregado plaquetério e contagem de plaquetas. E) Contagens de plaquetas e MPV. F) Anélise de correlagdo entre % de CD41 + plaqueta
e MPV. G) Analise de correlacdo entre % de CD42 + CD41 + agregado plaquetério e % de CD41 + plaquetas. H) Anélise de correlagdo entre % de CD42 + CD41 + agregado
plaquetério e MPV. I) Analise de correlagdo entre % de CD42 + CDA41 + agregado plaquetério e parasitemia. J) Anélise de correlagdo entre MIF de CD42 em CD42 + CD41 +

agregado plaquetario e % de CD41 + plaquetas. L) Anélise de correlacdo entre MIF de CD42 em CD42 + CD41 + agregado plaquetério e MPV. M) Anélise de correlagdo entre
MIF de CD42 em CD42 + CD41 + agregado plaquetério e parasitemia.
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Logo a porcentagem de agregados plaquetarios CD42+ CD41+ demonstrou uma
correlacdo negativa com a porcentagem de plaquetas CD41+, indicando que a medida
que a plaquetopenia progride mais agregados sdo formados (Fig. 19 F-H). Além disso,
tanto a porcentagem de agregados plaquetarios CD42+ CD41+, quanto o MIF de
CD42+ CD41+ destes agregados plaquetarios apresentaram correlagdo positiva com o
MPV e a parasitemia (Fig. 19 1-M). Assim, a interagdo do fator VWB e CD42 é a
primeira fase na ativacdo plaquetéria que leva a adesdo/agregacdo plaquetaria e
consequentemente agrega a formacao de trombo. Portanto, 0 aumento de agregados na
malaria € dependente de CD42 e ao longo da infeccédo eles sdo removidos da circulacéo
com o aumento da plaquetopenia.
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7. DISCUSSAO.

A plaquetopenia é uma alteracdo hematolégica muito frequente nas infeccdes
agudas da malaria quando manifestada isoladamente, ainda assim ela ndo esta incluida
nos atuais parametros de gravidade da Organizacdo Mundial de Saude (THAPA et al.,
2009; LACERDA et al., 2012; BARBER et al., 2013; LAMPAH et al., 2014; NAING,;
WHITTAKER, 2018). No entanto, sua importancia clinica é amplamente reconhecida
na piora do estado clinico quando associada as caracteristicas clinicas da malaria grave,
tais como perda da consciéncia prejudicada devido aos parasitas, convulsdes multiplas,
dificuldade respiratéria aguda, choque, leséo renal aguda, ictericia e hemorragia (EREL,
et al., 2001; HALDAR et al., 2007; GELETA; KETEMA,2016; VAL et al.,2017).

A causa da plaquetopenia na malaria envolve mecanismos associados com a
destruicdo e consumo de plaquetas na periferia, e envolve fendmeno de adesdo no
endotélio e agregacdo plaquetaria, a destruicdo por fagocitose mediada por anticorpos
antiplaquetarios associados com elevacdo dos niveis séricos de citocinas inflamatdrias, e
a elevacdo do estresse oxidativo levando a danos estruturais e funcionais (COX;
MCCONKEY,2010; DE MAST et al.,2010; LACERDA et al., 2011; TANWAR et al.,
2012; COELHO et al., 2013). Embora esses mecanismos sejam bem conhecidos, pouco
se sabe sobre a dinamica desses fatores na plaquetopenia. Assim, esse estudo foi
realizado para estimar a contribuicdo do mecanismo utilizando biomarcadores que
possam permitir uma interpretacdo sobre essa dindmica em pacientes infectados por
Plasmodium vivax. Os resultados apontaram para a IgM como um fator predominante e
ocorrendo precocemente, enquanto que, um efeito trombdtico associado ao marcador
CD42, pode ser observado em resposta ao MPV, o que supBe que essa manifestacao

decorre a medida que evolui a queda da contagem de plaquetas.

Os anticorpos antiplaquetarios correlacionados com as contagens de plaquetas ja
sdo conhecidos ha muito tempo, embora ainda exista controvérsia (KELTON et al.,
1983; LOOAREESUWAN et al.,, 1992). Os estudos mostraram que 0s anticorpos
antiplagquetarios caracteristicos na plaquetopenia podem ser de IgM e 1gG (CINES et al.,
1985; WINIARSKI,1989). Inclusive, alguns sugeriram que a presenca destes
anticorpos nas plaquetas inicia o processo de destruicdo plaquetaria, em boa parte pela
fagocitose de plaquetas (KERNOFF; BLAKE; SHACKLETON, 1980; GEORGE;
SAUCERMAN, 1988; COELHO et al.,2013). Outros autores mostram que na malaria
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causada pelo Plasmodium falciparum, anticorpos antiplaquetarios poderiam estar
associados na liberacdo de ATP das plaquetas, levando a uma formacdo de agregados,
mas a principal atividade destes anticorpos antiplaquetérios é a depuragdo das plaquetas
(ALESSIO et al., 1993). Nossos achados mostraram que a presenca de anticorpos
antiplaquetérios do tipo IgM tiveram uma relagdo direta com a reducéo da contagem de
plaquetas nesses pacientes plaquetopénicos.

A ligacédo de anticorpos antiplaquetarios pode estar ligada as plaquetas mediadas
por antigenos da malaria (HANSON et al., 2015). Assim, a ligacdo de antigenos
parasitarios ocorreria nas superficies das plaquetas durante a infeccao, e posteriormente
a ligagdo secundéria de anticorpos antimalaricos (KELTON et al., 1983;
YAMAGUCHI et al., 1997; COELHO et al.,, 2013). Segundo os autores, esses
anticorpos antiplaquetarios que deveriam desempenhar algum papel na infeccdo da
malaria acabariam tendo um papel na fisiopatologia na plaquetopenia. No entanto, essa
teoria ainda é controversa, pois um relevante estudo realizado com infeccdo
experimental por P. falciparum em voluntarios humanos sugeriu que anticorpos IgM
antiplaquetarios ndo seriam especificos contra antigenos do parasita (DE MAST et
al.,2010). Nossos resultados mostraram que além de uma correlacdo negativa de IgM
com a contagem de plaquetas, os niveis de IgM e IgG antiplaquetarios ndo foram
maiores nos pacientes infectados que ja haviam sido expostos a malaria, concordando
com a ideia de anticorpos antiplaquetarios associados com a plaquetopenia seriam
contra antigenos do hospedeiro (DE MAST et al.,2010). Além disso, nossos resultados
trazem um novo questionamento sobre quais antigenos estdo associados a estes
complexos imunes na malaria vivax associados aos anticorpos antiplaquetarios, e se
dias de sintomas, parasitemia, e 0 namero de plaquetas em IgM seriam invariantes, ou

que fatores associados a fase aguda da doenca poderia suscitar esse mecanismo.

Outro mecanismo importante na plaguetopenia na malaria € o consumo via
adesdo e agregacdo (THAPA et al., 2009; YEAMAN; BAYER,2013). O CD42 € um
componente do complexo que se liga ao fator de von Willebrand (VWF) nas plaquetas,
e essa interacdo € reconhecidamente importante na origem da adesdo a agregacdo
plaquetaria, e consequentemente associados a eventos de dano vascular (GEWIRTZ et
al., 2008; ZHENG,2014). Para entendermos a relagdo da adesdo plaquetéaria e a
interacdo CD42 e (VWF), os resultados com os voluntarios infectados

experimentalmente com P. falciparum mostraram diminuigéo significativa na contagem
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de plaquetas circulantes e aumento de CD42 solivel, em decorréncia do shedding de
CD42 por enzimas desintegrinas do tipo ADAMS (A Desintegrin  And
Metalloproteases) (DE MAST et al,. 2007). O CD42 conhecido como sGPIb é o
dominio externo do receptor GP1b e o principal receptor de plaquetas para 0 VWF. Os
resultados com os voluntarios mostraram aumentos de sGP1b no plasma para levar a
uma clara atenuacdo da funcdo plaquetaria normal, considerado um mecanismo
patogénico na maléria (BRIDGES et al., 2010; DE MAST et al., 2009b). Segundo os
autores, o shedding de integrinas, tais como o CD42 (conhecido como sGPIb) seria um
mecanismo antagdnico a aderéncia plaquetaria para exacerbacdo da plaguetopenia na
malaria para evitar os eventos hemorragicos (THAPA et al., 2009; BRIDGES et al.,
2010; DE MAST et al., 2009b; LACERDA et al., 2011; YEAMAN; BAYER, 2013).
Em nosso estudo todos 0s nossos pacientes estavam com uma contagem de plaquetas
abaixo dos 150 000/ uL e talvez essa tenha sido a razéo pela qual ndo houve nenhuma
relacdo entre os niveis de CD42 nas plaquetas.

Por outro lado, os niveis de CD42 tiveram uma correlacdo positiva tanto com a
quantidade de agregados de plaquetas quanto o MPV e parasitemia. Alem disso, 0s
pacientes mostraram um nimero de agregados menor que os controles sadios, que supde
0s mesmos tenham sido removidos na circulacdo na fase aguda (CHOTIVANICH et
al.,2004; WASSMER et al., 2008). Para interpretar este achado é importante colocar a
parasitemia e 0 MPV como fendbmenos que decorrem a medida que a plaquetopenia
evolui. Em relacdo ao MPV, o aumento do MPV esta associado a aderéncia plaquetaria
e ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo em doencas cardiovasculares (CHU
et al, 2010; SLAVKA et al, 2011). Recentemente, o aumento de MPV foi associado
com a reducdo da contagem de plaquetas em pacientes infectados com malaria vivax
(COSTA et al., em submissdo), no entanto, esse fendmeno € controverso (LADHANI,
et al.,, 2002; LEAL-SANTOS et al.,2013). Aqui, 0 MPV mostrou uma correlacédo
negativa com a porcentagem de eventos reconhecidamente marcados como CD41+ pela
Citometria de fluxo. O que provavelmente explicaria o porqué da controvérsia da

relacdo direta ente MPV e plaqueta na maléria.

Seguindo com a dinamica, a interacdo do VWF com CD42 é uma das etapas
iniciais da adesdo e agregacdo plaquetéria e, consequentemente, na formacdo de
trombos (GRAU et al.,, 2003; HOLLESTELLE et al.,2006). Inclusive, a infecgédo

experimental de P. falciparum mostrou que o shedding de CD42 ocorreu
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simultaneamente com aumento de MPV e com a reducdo da contagem de plaquetas (DE
MAST et al., 2007). Aqui, 0s niveis de CD42 nos agregados tiveram uma relacdo com
aumento de MPV e parasitemia. Embora os pacientes mostrassem uma reducdo de
agregados, o aumento do MPV foi correlacionado positivamente tanto com quantidade
agregados quanto a expressao de CD42 na superficie dos mesmos. Esses achados
sugerem que a auséncia de shedding estaria por tras da formagdo desses agregados, esse
efeito aconteceria tardiamente em fungdo da resposta do MPV, e a remocdo dos
agregados, observado nos pacientes, agiria indiretamente como causa da plaquetopenia.

O estresse oxidativo pode levar alteracdes morfolégicas e apoptose plaquetaria
também esta entre os processos imunopatoldgicos subjacentes a plaguetopenia da
malaria (EREL et al., 2001; ARAUJO et al., 2008; LACERDA et al., 2011; TANWAR
et al.,2012; ABUBAKER et al., 2017). Os reativos de oxigénio podem desempenhar um
papel no processo de alteracdo estrutural das plaquetas concernente ao estresse
oxidativo, pois as membranas das plaquetas sdo poucos resistentes no momento do
estresse oxidativo, sendo consequentemente mais finas, ou seja, as plaquetas sofrem lise
e assim quanto maior o aumento do estresse oxidativo maior sera a lise plaquetaria
liberando todos os seus granulos. (EREL et al.,2001; LACERDA et al., 2007; ARAUJO
et al, 2008). A geracdo de anion superéxido pelas plaquetas € bem estabelecido e a
formacdo reativas de oxigénio tém sido descrito como agentes criticos da ativacao
plaquetaria e, especialmente, em condi¢bes patologicas, tais como doencas
cardiovasculares (TANWAR et al.,2012; ABUBAKER et al., 2017). Aqui, 0
Dihidroetideo (DHE) foi usado para a caracterizacdo das respostas redox (ABUBAKER
et al., 2017) e ndo ha diferenca entre os dois grupos de pacientes e controles baseado no
indicador redox DHE de estresse oxidativo, até mesmo no menor nivel de estresse
oxidativo. Em nossos resultados o estresse oxidativo ndo respondeu ao efeito direto
como um fator ligado a plaquetopenia, mesmo quando estimulamos as plaquetas com o
agonista Adrenalina ndo houve nenhum efeito relacionado as plaguetas no estresse
oxidativo. Logo o estresse oxidativo ndo responde como um fator associado a

plaquetopenia.

As microparticulas sdo significativamente abundantes quando atingem
marcadores especificos das plaquetas, contudo elas ndo expressam marcadores de
ativacdo quando estimulados com agonistas, sdo ricamente abundantes em individuos

saudaveis, mas ainda ndo se sabe o tempo de meia vida dessas microparticulas, por isso
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elas podem ser eliminadas das plaquetas na auséncia de ativacdo plaquetéria nos
controles saudaveis (ITALIANO; MAIRUHU; FLAUMENHAFT, 2010). Isto corrobora
com 0s nossos resultados, pois as microparticulas estdo aumentadas em pacientes
infectados, porém quando sdo estimuladas com a adrenalina ndo tem efeito algum no

namero total de microparticulas.

O estudo teve algumas limitacGes financeiras no decorrer do nosso estudo,
devido a pouco orcamento concernente a crise financeira que o pais se encontrava,
tivemos que utilizar um anticorpo comercial com a titulacdo baixa, as nossas coletas
foram realizadas por conveniéncia devido a pouco material para manusear, a separagao
de plaquetas é trabalhosa, pois deve ser manuseado com sensibilidade para ndo ocorrer
ativacdo pela manipulacdo das plaquetas. Por outro lado, esse estudo representa um
sistema inovador a analise das populaces de plaquetas tipicas, de microparticulas e
agregados plaquetarios utilizando a citometria de fluxo para estudar varias patologias
(CUYPER et al.,2013).

Portanto, a correlacdo direta entre anticorpos IgM e a reducdo da contagem de
plaquetas indicou que anticorpos antiplaquetarios sejam a causa principal da
fisiopatologia da plaquetopenia nesses pacientes com malaria vivax. Pelo fato da
exposicdo a malaria ndo diferencia-los, os achados desse estudo sugerem que
autoanticorpos estejam associados a esse mecanismo fisiopatologico, e
consequentemente, abre perspectivas para investigar a origem dos antigenos. Além
disso, a relacdo entre formacdo de agregados plaquetarios dependente de CD42 e o
menor nimero de agregados indica 1°) outra forma de consumo das plaquetas, e 2°) esse
mecanismo fisiopatologico ocorre ao longo da infeccdo em razéo de sua associagdo com
0 aumento do MPV. Em relacdo ao estresse oxidativo, ndo ficou evidente sua relacao
com estes pacientes, provavelmente porque todos os participantes ja apresentavam
algum grau de plaquetopenia. E finalmente, a analise das trés alteracbes morfologicas
das plaguetas por citometria se mostrou como uma ferramenta promissora para testes de

funcdo plaquetaria em patologias.
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8. CONCLUSAO

A correlacdo negativa entre nimero de plaquetas IgM+ e as contagens
plaquetérias indicaram que esses anticorpos antiplaquetarios foram os principais fatores
associados a plaquetopenia nestes pacientes.

O fato do numero destes anticorpos antiplaquetéarios serem independentes da

exposicao prévia & malaria indica que esses antigenos ndo séo contra do parasita.

Os agregados plaquetarios além de estarem relacionados com maior expressao
de CD42 séo removidos ao longo da infeccdo e contribuem com a progressdo da
plaquetopenia.

Com base no indicador redox DHE, o estresse oxidativo nas plaquetas e
microparticulas ndo foram associados nesses pacientes com malaria vivax e que ja

apresentavam certo grau de plaguetopenia.
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10. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Este documento sera impresso em duas vias, sendo uma via do participante da pesquisa.

Projeto IMUNOPATO
Investigadores: Dr. Paulo Afonso Nogueira e Dr. Marcus Vinicius Lacerda

A proposta deste TCLE é explicar tudo sobre o estudo e solicitar a sua permissiio para participar do mesmo.

Convite: Por ter visitado a FMT-HVD para o tratamento de malaria voce esta sendo convidado a participar de uma pesquisa
“Imunopatologia na malaria causada pelo P.vivax” na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, do
Amazonas, Brasil, sob a responsabilidade dos pesquisadores Iucas Barbosa Oliveira e Paulo Afonso Nogueira da
IILMD/FIOCRUZ — MANAUS. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.

Objetivo do estudo: Investigar por que nao ha sangramento com a dinunuigao de plaquetas na malaria pelo Plasmodium
vivax, como ocorre na dengue por exemplo. E a pesquisa podera ser usado no futuro para ajudar outras doengas.

Procedimento do estudo: Apods o seu aceite, nés faremos um questionario sobre nome, endereco, idade, historia de malaria
anterior, sintomas, e o resultado do exame de malaria. Com seu consentimento, faremos a coleta de 10 ml de sangue que
equivale a uma colher de sopa, coletaremos pela veia do antebrago e isto sera realizado por uma técnica de saude capacitada
e treinada.

Informacdes técnicas: O sangue sera utilizado em experimentos para e avaliar os fatores do sangue, a contagem de células
brancas, células vermelhas e as plaquetas. Realizaremos dosagem fatores da resposta imunologica (plaquetas que fazem o
sague coagular), analisar as alteracdes do sangue na malaria e a contagem de elementos eliminados pelo parasita no sangue.
Beneficios para o participante: Ndo ha um beneficio direto a vocé, participante, porem indiretamente vocé ajudara a
compreensdo do porqué ndo ha sangramento na malaria quando o miunero de plaqueta € baixo. No entanto, sera beneficiado
por contribuir para o avango cientifico da doenca.

Participaciio voluntaria/desisténcia do estudo: A participacgio € totalmente voluntaria, onde vocé so participa se quiser.
Vocé ndo precisa fazer qualquer esfor¢o especial para participar desse projeto, e recebera o mesmo tratamento e
acompanhamento estabelecido pelo Ministério da Satde. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua relacdo com a equipe
meédica, ou com o tratamento, ou com o pesquisador. Ou seja, o acompanhamento e o tratamento da sua doenca serdo iguais,
participando ou nao na pesquisa. A qualquer momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento do estudo se assim
desejar, também sem qualquer prejuizo no tratamento e acompanhamento realizado pela instituicao.

Riscos ou danos relacionados a Pesquisa: Como parte desse estudo nos coletaremos uma amostra de sangue, cerca de 10
ml que equivale a uma colher de sopa. Coletaremos pela veia do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de saude
muito bem treinada da gerencia de malaria. Voceé pode sentir alguma dor ou desconforto por causa da coleta. Depois pode
doer um pouco na regiao da picada da agulha e pode ficar com uma mancha roxa. Mas qualquer dor deve durar poucos
segundos. A amostra de sangue coletada é muito pequena e nio representa nenhum risco a saude. Todos os cuidados serdo
tomados para minimizar esses riscos. A coleta sera feita com material esterilizado e descartavel sem risco algum para os
pacientes.

Como a sua participagao no estudo se dara uma Unica vez na ocasiao em que voceé procurou o atendimento nesta unidade de
saude, consideramos que esta participa¢ao nao ira gerar nenhum gasto, mas caso ocorra, estes gastos lhe serao ressarcidos.
Caso a participacao no estudo traga alguma lesdo ou dano, vocé tera todos os direitos a indenizacdo diante de eventuais
danos decorrentes a pesquisa, conforme a RESOLUCAQ N°466/2012, CNS/MS.

Registros Médicos e confidencialidade: Todas as informagdes coletadas serdo confidenciais, usadas somente no estudo em
carater cientifico. Nos nao compartilharemos suas informagdes e nao tornaremos publico qualquer detalhe sobre vocé.

Os registros médicos que trazem a sua identificag¢do e esse termo de consentimento assinado poderdo ser inspecionados por
agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderio ser apresentados em reunides ou publicagoes, contudo sua identidade néo sera revelada
em nenhuma hipotese nessas apresentacoes.

CEP/FMT-HVD: O Comite de Etica da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (CEP/FMT-HVD)
localiza na Av. Pedro Teixeira, n° 25 - Banirro Dom Pedro, CEP 69.040-000 - Manaus - Amazonas — Brasil. Contatos via
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telefone (92) 2127-3572 e pelo e-mail cep@fmt.am gov.br. Horario de funcionamento, de 2* a 6* feira das 8:00 as 12:00
horas.

Contatos ou duvidas: Se vocé tiver qualquer pergunta ou preocupacdo sobre o estudo, por favor, vamos esclarecer isso
agora. Mesmo assim se vocé desejar esclarecer dividas sobre a pesquisa sinta-se a vontade para contatar os pesquisadores do
projeto. 1) Pesquisador principal Dr. Paulo Afonso Nogueira, laboratério DCDIA, que podera ser encontrado no Centro de
pesquisas Leonidas e Maria Deane-FIOCRUZ, das 08:00 &s 17:00 horas, de segunda-feira a sexta-feira. situado no enderego
Rua Teresina. n® 476 Adriandpolis - Manaus, AM — Brasil. Telefone: (92) 36212323. 2) O estudante pesquisador Lucas
Barbosa Oliveira que podera ser encontrado na Gerencia de Malaria da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado, das 08:00 as 12:00 horas, de segunda-feira a quinta-feira situado no endere¢o Rua Av. Pedro Teixeira, n® 25 -
Bairro Dom Pedro — Manaus, AM-Brasil. Telefone: (92) 21273443,

Declaracio de consentimento: Declaro que li e recebi a explicacdo do consentimento e objetivo do estudo. sendo
esclarecidas todas as minhas dividas e estou concordando em participar do estudo. Se eu ndo souber ler ou escrever, uma
pessoa de nunha confianca lera este documento para mim e depois escrevera nesta pagina o meu nome e a data do
preenchimento. E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o contendo deste termo, livremente, sem qualquer
pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para minha inclusao nesta pesquisa.

O sangue colhido que sobrar podera ser guardada no Freezer -80°C do Lab. DCDIA localizado Centro de pesquisas Leonidas
e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUCAO CNS N° 441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se sr. (a) consente
que esta amostra possa ser utilizada no futuro para outras pesquisas? NOs garantimos que estas pesquisas serdo sobre o
mesmo tema desta pesquisa e para elas sera elaborado wm novo projeto que sera submetido a aprovacio pelo sistema
CEP/CONEP e voce sera procurado para assinar um novo TCLE. Vocé consente?

Sim( ) Nao ( )
/ / Assinatura Datiloscopica.
Nome e assinatura do participante da pesquisa Data
/ /
Nome e assinatura do entrevistador Data
/ /
Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal Data
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para o responsavel do paciente
(TCLE-do responsavel)

Este documento sera impresso em duas vias, sendo uma via do participante da pesquisa.

Projeto IMUNQOPATO
Investigadores: Dr. Paulo Afonso Nogueira e Dr. Marcus Vinicius Lacerda

A proposta deste TCLE é explicar tudo sobre o estudo e solicitar a sua permissao para participar do mesmo.

Convite: Por ter visitado a FMT-HVD para o tratamento de maldria. seu filho (a) (ou familiar) esta sendo convidado a
participar de uma pesquisa “Imunopatologia na maldria causada pelo P.vivax™ na Fundacao de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado. do Amazonas. Brasil. sob a responsabilidade dos pesquisadores Lucas Barbosa Oliveira e Paulo
Afonso Nogueira da ILMD/FIOCRUZ — MANAUS. A qualquer momento seu filho (a) (ou familiar) pode desistir de
participar e vocé como representante legal pode retirar seu consentimento.

Objetivo do estudo: Investigar por que ndo ha sangramento com a diminuicdo de plaquetas na malaria pelo Plasmodium
vivax. como ocorre na dengue por exemplo. E a pesquisa podera ser usado no futuro para ajudar outras doencas.

Procedimento do estudo: Apos o seu aceite, nos faremos um questionario sobre nome. endereco. idade. historia de malaria
anterior. sintomas. e o resultado do exame de malaria. Com seu consentimento, faremos a coleta de 10 ml de sangue que
equivale a uma colher de sopa. coletaremos pela veia do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de saude capacitada
e treinada.

Informacées técnicas: O sangue sera utilizado em experimentos para avaliar os fatores do sangue,; a contagem de células
brancas. células vermelhas e as plaquetas. Realizaremos dosagem fatores da resposta imunologica (plaquetas que fazem o
sangue coagular) e analisar as alteracoes do sangue na malaria e a contagem de elementos eliminados pelo parasita no
sangue.

Beneficios para o participante: Ndo ha um beneficio direto a seu filho (a) (ou familiar), porem indiretamente seu filho
ajudard a compreensdo do porqué ndo ha sangramento na malaria quando o nimero de plaqueta € baixo. No entanto, sera
beneficiado por contribuir para o avanco cientifico da doenca.

Participagio voluntaria/desisténcia do estudo: A participacdo é totalmente voluntiria, onde seu filho (a) (ou familiar) sé
participa se quiser. Seu filho (a) (ou familiar) ndo precisa fazer qualquer esforco especial para participar desse projeto. e
receberd o mesmo tratamento e acompanhamento estabelecido pelo Ministério da Saude. Sua recusa ndo trara nenhum
prejuizo em sua relacdo com a equipe médica. ou com o tratamento, ou com o pesquisador. Ou seja. o acompanhamento e o
tratamento da doenca de seu filho (a) (ou familiar) serdo iguais, participando ou nao na pesquisa. A qualquer momento seu
filho (a) (ou familiar) pode desistir e retirar seu consentimento do estudo se assim desejar. também sem qualquer prejuizo no
tratamento e acompanhamento realizado pela instituicdo.

Riscos ou danos relacionados a Pesquisa: Como parte desse estudo nds coletaremos uma amostra de sangue. cerca de 10
ml que equivale a uma colher de sopa. Coletaremos pela veia do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de sande
muito bem treinada da gerencia de malaria. Seu filho (a) /familiar pode sentir alguma dor ou desconforto por causa da coleta.
Depois pode doer um pouco na regido da picada da agulha e pode ficar com uma mancha roxa. Mas qualquer dor deve durar
poucos segundos. A amostra de sangue coletada € muifo pequena e nio representa nenhum risco a saude. Todos os cuidados
serdo tomados para minimizar esses riscos. A coleta sera feita com material esterilizado e descartavel sem risco algum para
0s pacientes.

Como a participacdo de seu filho (a) (ou familiar) no estudo se dara uma tnica vez na ocasido em que voc€ procurou o
atendimento nesta unidade de saude. consideramos que esta participacdo ndo ira gerar nenhum gasto, mas caso ocorra, estes
gastos lhe serdo ressarcidos. Caso a participacdo no estudo fraga alguma lesdo ou dano ao seu filho (a) / familiar. tera todos
os direitos a indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes a pesquisa, conforme a RESOLUCAO N°466/2012,
CNS/MS.

Registros Médicos e confidencialidade: Todas as informacdes coletadas serdo confidenciais. usadas somente no estudo em
carater cientifico. Nos ndo compartilharemos as informacdes e nio tornaremos publico qualquer detalhe sobre seu filho (a) /
familiar.
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Os registros meédicos que trazem a identificacdo de seu filho (a) (ou familiar) e esse termo de consentimento assinado
poderao ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagdes, nem a sua identidade e nem a de seu
filho (a) / familiar sera revelada em nenhuma hipdtese nessas apresentacoes.

CEP/FMT-HVD: O Comite de Etica da Fundacido de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (CEP/FMT-HVD)
localiza na Av. Pedro Teixeira. n° 25 - Bairro Dom Pedro. CEP 69.040-000 - Manaus - Amazonas — Brasil. Contatos via
telefone (92) 2127-3572 e pelo e-mail cep@fmt.am.gov.br. Horario de funcionamento. de 2* a 6* feira das 8:00 as 12:00
horas.

Contatos ou duvidas: Se vocé, ou seu filho (a) (ou familiar) tiver qualquer pergunta ou preocupacio sobre o estudo. por
favor. vamos esclarecer isso agora. Mesmo assim se vocé, ou seu filho (a) (ou familiar) desejar esclarecer duvidas sobre a
pesquisa sinta-se a vontade para contatar os pesquisadores do projeto. 1) Pesquisador principal Dr. Paulo Afonso Nogueira.
laboratorio DCDIA. que podera ser encontrado no Centro de pesquisas Leonidas e Maria Deane-FIOCRUZ. das 08:00 as
17:00 horas, de segunda-feira a sexta-feira. situado no endereco Rua Teresina. n°® 476 Adrianopolis - Manaus, AM — Brasil.
Telefone: (92) 36212323, 2) O estudante pesquisador Lucas Barbosa Oliveira que podera ser encontrado na Gerencia de
Malaria da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, das 08:00 as 12:00 horas. de segunda-feira a
quinta-feira sitnado no endereco Rua Av. Pedro Teixeira. n® 25 - Bairro Dom Pedro — Manaus. AM-Brasil. Telefone: (92)
21273443,

Declaracio de consentimento: Declaro que li e recebi a explicacio do consentimento e objetive do estudo. sendo
esclarecidas todas as minhas duvidas e estou concordando na participacao de meu filho (a) / familiar no estudo. Se eu nao
souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confianca lera este documento para mim e depois escrevera nesta pagina o meu
nome e a data do preenchimento. E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o contetido deste termo, liviemente,
sem qualquer pressdo por parte dos pesquisadores. expresso meu consenfimento para inclusdo de meu filho (a) / familiar
nesta pesquisa.

O sangue colhido que sobrar podera ser guardada no Freezer -80°C do Lab. DCDIA localizado Centro de pesquisas Leonidas
e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUCAO CNS N° 441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se sr. (a) consente
que esta amostra possa ser utilizada no futuro para outras pesquisas? NOs garanfimos que estas pesquisas serdo sobre o
mesmo fema desta pesquisa e para elas sera elaborado um novo projeto que serd submetido & aprovacio pelo sistema
CEP/CONEP e voce sera procurado para assinar um novo TCLE. Vocé consente?

Sim( ) Nao ( )
/ / Assinatura Datiloscépica.
Nome e assinatura do responsavel legal Data
..i .I.l’
Nome e assinatura do entrevistador Data
! !
Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal Data
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TERMO DE ASSENTIMENTO
TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO
Documento apresentado em duas vias, sendo uma via do participante da pesquisa.
(Adolescentes maiores de 12 anos e menores de 18 anos)

Informaciio geral: O assentimento informado para crianca/adolescente nio substitui a necessidade de consentimento
informado dos pais ou guardids. O assentimento assinado pela crianca demonstra a sua cooperacio na pesquisa.

Titulo do projeto: Imunopatologia na maliria causada pelo P.vivax.

Investigadores: Dr. Paulo Afonso Nogueira e Dr. Marcus Vinicius Lacerda

Local da pesquisa: FIOCRUZ-MANAUS e FMT-HVD

Endereco: Rua Teresina. n°476 Adriandpolis — Manaus, AM- Brasil. Telefone: (92) 36212323.

O que significa assentimento?

O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de adolescentes, da sua faixa de idade. para
participar de uma pesquisa. Serdo respeitados seus direitos e vocé recebera todas as informagdes por mais simples que
possam parecer.

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO contenha
palavras que vocé nio enfenda. Por favor. peca ao responsavel pela pesquisa ou a equipe do estudo para explicar
qualquer palavra ou informacdo que vocé nio entenda claramente.

Informacio ao participante da pesquisa:

Voce esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa.

Qual o objetivo? Investigar do porqué ndo ha sangramento na malaria quando as plaquetas (que as células que fazem o
sangue coagular) estio baixas.

Para que fazer a pesquisa? Para entender esse porqué na malaria ndo ocorre o sangramento, como ocorre na dengue

por exemplo. E a pesquisa podera ser usado no futuro para ajudar outras doencas.

Como seri feita? Faremos um questionario sobre voce, seus dados pessoais como nome. endereco, idade, historia de
maléria anterior, sintomas. e o resultado do exame de malaria. Com seu consentimento faremos a coleta de 10 ml de
sangue que equivale a uma colher de sopa, coletaremos pela veia do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de
saude capacitada e treinada da gerencia de malaria.

Beneficio esperados como a pesquisa? Nao ha nenhum beneficio para que voce, porém indiretamente voce ajudara a
compreensio do porqué nio ha sangramento na malaria quando o numero de plaqueta € baixo. No entanfo. sera
beneficiado por contribuir para o avanco cientifico da doenca.

Caso vocé aceite participar, os procedimentos sdo: Com o sangue nés vamos contar a quantidade de células do
sangue, conhecidas como células brancas, células vermelhas e as plaquetas.

Quais os riscos? Vocé pode sentir alguma dor. no local da coleta de sangue pode ficar roxo. ou desconforto por causa
da picada da agulha. Mas qualquer dor deve durar poucos segundos. A quantidade de sangue é muifo pequena e nio
representa nenhum risco a saude. Todos os cuidados serdo tomados para diminuir esses riscos. A participacdo &
voluntaria, isso quer dizer que, para que a gente possa fazer isso, vocé de concordar voluntariamente em participar da
pesquisa. assinando o seu nome. Se voce ndo quiser participar nio tera nenhum prejuizo para o seu fratamento.

CEP/FMT-HVD: O Comite de Etica da Fundacio de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (CEP/FMT-
HVD) localiza na Av. Pedro Teixeira. n° 25 - Bairro Dom Pedro. CEP 69.040-000 - Manaus - Amazonas — Brasil.
Contatos via telefone (92) 2127-3572 ¢ pelo e-mail cep@fmt.am.gov.br. Horario de funcionamento, de 2* a 6* feira das
&:00 as 12:00 horas.
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Contatos ou duvidas: Se vocé tiver qualquer pergunta ou preocupacdo sobre o estudo, por favor, vamos esclarecer
isso agora. Mesmo assim se vocé desejar esclarecer suas duvidas sobre a pesquisa sinta-se a vontade para contatar os
pesquisadores do projeto. Pesquisador principal Dr. Paulo Afonso Nogueira, laboratorio DCDIA, que podera ser
enconfrado no Centro de pesquisas Leonidas e Maria Deane-FIOCRUZ. das 08:00 as 17:00 horas. de segunda-feira a
sexta-feira, sifuado no endereco Rua Teresina. n° 476 Adriandpolis - Manaus, AM — Brasil. Telefone: (92) 36212323.
E o estudante pesquisador Lucas Barbosa Oliveira que podera ser encontrado na Gerencia de Malaria da Fundacéo de
Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado, das 08:00 as 12:00 horas, de segunda-feira a quinfa-feira situado no
endereco Rua Av. Pedro Teixeira, n° 25 - Bairro Dom Pedro — Manaus, AM-Brasil. Telefone: (92) 21273443,
Declaracio de consentimento: Declaro que li e recebi a explicacdo do consentimento e objetivo do estudo. sendo
esclarecidas todas as minhas duvidas e estou concordando em participar do estudo. Se eu ndo souber ler ou escrever.
uma pessoa de minha confianca lera este documento para mim e depois escrevera nesta pagina o meu nome e a data do
preenchimento. E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o contetido deste termo. livremente, sem
qualquer pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu consenfimento para minha inclusio nesta pesquisa.

O sangue colhido que sobrar podera ser guardado no Freezer -80°C do Lab. DCDIA localizado Cenfro de pesquisas
Lednidas e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUCAQ CNS N° 441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se
sr. (a) consente que esta amostra possa ser utilizada no futuro para oufras pesquisas? NoOs garantimos que estas
pesquisas serdo sobre o mesmo fema desta pesquisa e para elas sera elaborado um novo projeto que sera submetido a
aprovacdo pelo sistema CEP/CONEP e vocé sera procurado para assinar um novo TCLE. Vocé consente?

Sim( ) Nio ( )
/ / Assinatura Datiloscopica.

Nome e assinatura do participante da pesquisa Data

/ / Agsinatura Datiloscopica.
Nome e assinatura dos pais / responsaveis Data

I.l’ I.l’
Nome e assinatura do enfrevistador Data

/ /

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal Data
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Questionario epidemiologico
Pesquisa IMUNOPATO

Dados do paciente:

Nome:

Data

N°. da amostra: IP-

Idade: : Sexo: Masculino.

Data de nascimento: /

Endereco:

Feminino.

Cidade: . Estado: .

Dados malaria:

1. Qual malaria ?  Vivax Falciparum malariae Nio detectado.

2. Parasitemia em cruzes: . Parasitemia por il

3. Ja teve malaria anteriormente: Sim

Se a resposta for Sim:

3.1 Quantos episodios de malaria: . ou ndo sabe

3.2 Data da ultima infeccdo malarica (mm/aa):

. oundo sabe

4. Tomou algum medicamento:  Nao Sim. Qual?

5. Sintomas:

Quais sintomas  Febre calafrios cefaleia dor abdominal

Dados hematologicos (a ser preenchido posteriormente)

WBC LYM%
RBC MXD%
HGB NEUT%
HCT LYM#
MCV MXD#
MCH NEUT#
MCHC RDW_SD
PLT RDW_CV
MPV

Diarréia

niao sabe

VOmitos.
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Titulo da Pesquisa: Imunopatologia na malaria causada pelo P .vivax
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Versdo: 4

CAAE: 57293216.3.0000.0005

Instituigdo Proponente: CENTRO DE PESQUISAS LEONIDAS E MARIA DEANE - FUNDACAO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
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Numero do Parecer: 1.917.853

Apresentacédo do Projeto:

A malaria e a doenca parasitaria mais comum nas regides tropicais do mundo. Com Altas taxas de
morbidade, cerca de 215 milhdes de casos da doenca e de 438 mil mortes atribuidas a ele (OMS, 2015). A
malaria € uma doenca infecciosa, causada por parasitas protozoarios, transmitida por mosquitos fémeas do
género Anofeles. A malaria espalha-se em regides tropicais e subtropicais, tendo a ocorréncia com a
maioria dos casos de malaria concentrados na regido Amazdénica. Por outro lado, o P.vivax & responsavel
por cerca de 60 a 80% dos casos de malaria no mundo, e contribui para a instabilidade politica, social e
econdmica nos paises em desenvolvimento. A malaria & a doenca parasitaria mais comum nas regides
tropicais do mundo. Com Altas taxas de morbidade, com cerca de 215 milhdes de casos da doenca e cerca
de 438 mil mortes atribuidas a ele (OMS, 2015). A ocorréncia de plaguetopenia & comum nas infecgdes por
P_ falciparum e P. vivax com o3 episddios de febre com niveis de plaguetas baixos séo indicativos de
malaria. No entanto a patogénese da plaguetopenia na malaria ndo esta completamente elucidada. A
investigagdo mais minuciosa destes mecanismos contribuira principalmente para o aumento do escasso
conhecimento sobre a patogénese da plaquetopenia na malaria, que € o quadro mais frequente e severo na
malaria vivax. Além de auxiliar no desenvolvimento de um tratamento de suporte da plaquetopenia na

malaria. O mecanismo exato da plaguetopenia na malaria nao esta
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completamente elucidado, no entanto, existem mecanismos postulados para a patogénese, que envolveria
destruicdo por apoptose ou deplecéo em gasto de plaquetas no processo apoptotico e trombotico -adesivo
em superficies endoteliais ativadas pela infeccéo (Lacerda et al., 2011, 2007). A trombocitopenia vem sendo
mais estudada e foi observada que umas das anormalidades que vem sendo mais comumente vistas € a
formac&o de plaguetas maiores que ajudam na liberacdo de megacariocitos jovens associados a

trombocitopenia. A presenca de medula 6ssea, em alguns casos de maléaria sugere que a trombocitopenia
n&o é susceptivel a destruicdo imunomedicada de plaquetas que tem sido postulada como sendo a causa
de trombocitopenia, na destruicéo periférica, sequestro esplénico, e consumo de plaguetas.(Haroon et al |
2013). Em estudos anteriores relataram que infecces malaricas poderiam ser diagnosticadas
eficientemente usando a LDH plasmodial, e desde entdo a enzima tornou-se alvo de muitos estudos na
imunopatogénese da maléria, sendo uma otima ferramenta que avalia a carga parasitaria evidenciando que
a parasitemia pode ser subestimada.Foi evidenciada que os acumulos de hemozoina ocorrem a aquisicao
pelos fagocitos, ou seja, pelos monodcitos que suprime a imunidade celular e aumenta a severidade da
malaria sendo sintetizado por trofozoitos e inicio de esquizontes que é adquirido por células fagociticas e
endoteliais. (Were, 2009). O sistema imune inato responde aos estimulos por diferentes tipos de receptores
em relacéo ao Plasmodium, existem os diferentes tipos de receptores ao reconhecimento de padrées que
iniciam um amplo espectro de mecanismos de defesa que medeiam a resisténcia do hospedeiro a infeccéo
malarica. Por isso existe essa necessidade de estudarmos os perfis celulares, alem de quimiocinas e
citocinas dos eixos Th1, Th2 e TH- para avaliar como a resposta celular fica afetada pela influéncia da
trombocitopenia, quais 0s mecanismos devem ser analisados para uma explicacéo da resposta imune inata,

e observando as principais alteragdes hematologicas que ocorrem na infecgéo pelo Plasmodium vivax.

Trata-se do protocolo referente ao Projeto de Pesquisa Intitulado " Imunopatologia na malaria causada pelo
P_vivax", tendo como pesquisador responsavel Paulo Afonso Nogueira, e como parte do grupo de pesquisa
Lucas Barbosa Oliveira, Stefanie Costa Pinto Lopes e Marcus Vinicius Guimaraes Lacerda. De acordo com
a metodologia proposta trata-se de um estudo prospectivo e analitico, com N amostral de 50 pacientes
plaquetopénicos e 50 nédo plaquetopénicos, pacientes com malaria atendidos na FMT-HVD, e com idade a

partir de 12 anos - 70 anos que serao entrevistados para possivel incluséo no estudo. Havera um
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questionario epidemiologico e seus exames laboratoriais (hemograma) serao solicitados a Diretoria de
Assisténcia Medica. Havera coleta de sangue; os dados demograficos e clinicos serdo coletados por meio
de um questionario estruturado. Os pacientes serdo atendidos pelos médicos da equipe do estudo que
fardo exame clinico e hemograma. Uma amostra de sangue sera coletada. Para o grupo controle seréo
coletados no mesmo dia

individuos sadios e da mesma idade para evitar problemas com a coleta de plaquetas. Eles terdo seus

exames laboratoriais realizados.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Investigar a trombocitopenia em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax.

Objetivo Secundario:

Especificos:Realizar a coleta de amostras de pacientes e determinar a parasitemia e analisar hemozoina.
Realizando as coloracdes hematologicas de todas as laminas.Realizar ensaio com Anti-LDH para observar
plaguetopenia e trombocitopenia. Realizar procedimentos para imunofenotipagem celular em leucocitos com
dosagem intracelular de citocinas. Realizar procedimentos para ensaio de fagocitose de hemacias fagocitos
circulantes: macrofagos, monocitos. Realizar PCR em tempo real de todas as amostras para expresséo

génica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A proposta é relevante e dentro do contexto, &€ plenamente factivel, portanto, devidamente instruido, esta

apto para analise.
Diante do exposto sugere-se que o parecer sobre EMENDA seja APROVADO.
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

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

CONEP em nossa home page.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Né&o

MANAUS, 13 de Fevereiro de 2017

Assinado por:
Marilaine Martins

(Coordenador)
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Bairre: D. Pedro| CEP: £5.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3372 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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