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RESUMO

Plasmodium vivax € o parasita da maléria mais difundido geograficamente,
causando malaria principalmente fora da Africa subsaariana. Casos graves e
mortes por malaria vivax tém sido relatados nos ultimos anos. A principio
acreditava-se que eventos como citoaderéncia e formacéo de rosetas eram
restritos ao P. falciparum, como sendo seus principais fatores de viruléncia. No
entanto, atualmente ha evidéncias que apoiam a ideia de que P. vivax sofre o
fendbmeno de citoaderéncia e o processo de formacdo de rosetas foi descrito
h& mais de 20 anos em P. vivax. Entretanto poucos estudos foram feitos até
hoje para investigar este fendmeno em P. vivax a fim de correlacionar o evento
com a patogénese da doenca. Assim o0 papel preciso das rosetas na
patogénese da malaria ainda permanece controverso. Por essa razao, o
objetivo deste estudo é avaliar o papel do fenbmeno de rosetas na transmissao
do parasita ao vetor na maléria vivax. Os ensaios foram realizados a partir do
isolamento de gametdcitos de P. vivax provenientes de amostras de sangue
periférico de pacientes infectados, posteriormente foram feitos ensaios de
roseteamento in vitro seguido de infeccdo experimental em Anopheles
aquasalis para determinar a taxa de infectividade através da quantificacédo de
oocistos do intestino médio do mosquito apds 7 dias de infeccdo. Todas as
amostras testadas foram capazes de formar rosetas com taxa de roseteamento
variando entre 5,8 a 27%. Quanto a infectividade, observou-se que a taxa e
intensidade de infec¢éo € maior em isolados em formacao de rosetas quando
comparados com os que ndo formam rosetas. Além disso, foi realizado anélise
enzimatica das enzimas digestivas do intestino do mosquito e correlaciona-la
com o fendbmeno de roseteamento. Por conseguinte, este estudo visa
responder perguntas sobre o impacto do fendbmeno de roseteamento de
Plasmodium vivax na transmissdo do parasita ao vetor e com isso portanto
cooperar como uma ferramenta para estudos a posteriori que visem medidas
alternativas de controle da transmisséo da maléria.

Palavras chaves: Malaria; Plasmodium vivax; Gametdcitos; Rosetas;
Anopheles aquasalis; Cinética enzimatica



ABSTRACT

Plasmodium vivax is the most widespread malaria parasite geographically and
the dominant human malaria parasite in most countries outside of sub- Saharan
Africa. Despite being known to cause benign infection in humans, severe cases
and deaths have been reported last years. For a long time Plasmodium vivax
was a neglected parasite, due to its low parasitemia and inability to adapt to in
vitro culture conditions, however, due to present severe clinical manifestations
such as cerebral and placental malaria, similar to the most lethal parasite that
is Plasmodium falciparum, thus suggesting that P. vivax has a certain
pathogenic profile similar to P. falciparum, therefore the attention of the
academic community turned to P. vivax. At first it was believed that events such
as cytoadherence and rosette formation were restricted to P. falciparum as their
main virulence factors. However, there is currently evidence supporting the idea
that P. vivax undergoes the phenomenon of cytoadherence and the rosette
formation process has been described for more than 20 years in P. vivax.
However, few studies were made until today to investigate this phenomenon in
P. vivax in order to correlate the event with the pathogenesis of disease. Thus
the precise role of rosettes in the pathogenesis of malaria remains
controversial. Therefore, the goal this study is to evaluate the role of rosettes
phenomenon in vector transmission of the parasite in vivax malaria. The assays
were performed from isolation of P. vivax gametocytes from peripheral blood
samples from infected patients, later were made rosetting in vitro assays
followed by experimental infection in Anopheles aquasalis to determine the
infectivity rate by quantifying oocysts of the mosquito’s midgut after 7 days of
infection. All samples tested were able to form rosettes with a rate of resetting
ranging from 5,8 to 27%. As for infectivity, of infection is higher in isolates
forming rosettes when compared to those that do not form rosettes. In addition,
enzymatic analysis of digestive enzymes in the mosquito midgut was carried
out and correlated with the phenomenon of resetting. Therefore, this study aims
to answer questions about the impact of the Plasmodium vivax resetting
phenomenon on the transmission of the parasite to the vector and therefore
cooperate as a tool for later studies aimed at alternative measures to control
malaria transmission

Keywords: Malaria; Plasmodium vivax; Gametocytes; Rosetting; Anopheles
aquasalis; Enzymatic Kinetics
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1) INTRODUCAO

1.1) Epidemiologia da Malaria

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda, potencialmente grave,
causada pelo protozoario do género Plasmodium spp., que € transmitido ao homem
através da picada de fémeas do mosquito Anopheles spp. A malaria € um problema
de saude publica e apresenta impacto e relevancia epidemiolégica mundial, atingindo
aproximadamente 35% da populacéo e cerca de 3,2 bilhdes de pessoas, mais da
metade da populacdo mundial, estédo sob o risco de serem infectados em 97 paises.
Nas Ameéricas, considera-se que cerca de 128 milhdes de pessoas vivem em areas
de risco de transmisséo da doenca. Atualmente cerca de 89 paises encontram-se com
transmissdo ativa da malaria, 10 destes paises estdo em fase de pré-eliminacédo e 9
em fase de eliminagcéo da maléaria (WHO, 2019; AREVALO-PINZON, 2020; RECKER
2018).

O numero de casos de malaria ainda € preocupante e de acordo com a
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) em 2018 ocorreram 228 milhdes de casos de
maléria em todo o mundo e 405.000 mortes. A maioria dos casos (93%) encontram-
se na regido africana. 94% das mortes ocorreram na Africa e no sudeste asiatico. A
taxa de incidéncia da malaria diminuiu globalmente entre 2010 e 2018, de 71 casos
por 100 habitantes para 57 casos por 1.000 (Figura 1). Grandes reducbes foram
observadas no Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental e Africa. Nas Américas,
contudo, registrou-se um aumento da incidéncia devido em grande parte ao aumento
da transmissdo da maléria na Republica bolivariana da Venezuela. A reducgéo global
dos casos na ultima década se deve a um significativo avanco na escala de controle
de vetores, juntamente com a implementacdo de terapias combinadas a base de
artemisinina (WHO, 2019).

No Brasil, a malaria € basicamente restrita a regido amazonica com 99,5% dos
casos de malaria no pais. Entre 2010 e 2015, houve um declinio no nimero de casos,
entretanto a partir de 2016 os casos vem aumentando, devido principalmente aos
baixos investimentos na implementacdo de politicas publicas direcionadas ao

diagnoéstico, tratamento e controle da transmissdo da malaria, o0 que
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consequentemente afeta a saude publica (WHO, 2019; OLIVEIRA & OLIVEIRA,
2017).

Paises endémicos de malaria, 2016 B Paises endémicos em 2000 mas ja nSos3o0em 2016

Paises ndo endémicos de malaris, 2000 N3o aplicavel

Figura 1 : Evolugcdo da incidéncia da malaria no mundo. Paises que permanecem
endémicos em 2016 (azul) e paises que eram endémicos em 2000 (verde).

A incidéncia da doenca depende da susceptibilidade do meio ambiente a
vetores locais em termos de altitude, clima e vegetagcdo, bem como implementacéo
de medidas de controle, inviabilidade aos servicos de saude, diagndstico e tratamento
da doenca, condi¢cdes socioecondmicas precarias, caracteristicas de moradia e
proximidade dos domicilios ao habitat natural do mosquito vetor, sendo portanto
impreterivelmente uma doenca ligada a pobreza. Além do aumento populacional que
vem ocorrendo nas regides endémicas, fatores como o continuo desmatamento e
exploracdo mineral podem afetar a distribuicdo dos anofelinos favorecendo assim a
expansdo da malaria (FERREIRA, 2016).

Mensurar a prevaléncia dos casos de malaria continua um desafio, por causa
da proporcao de pacientes assintomaticos, com baixa parasitemia, especialmente em
regides endémicas. No entanto, com o aprimoramento dos métodos moleculares para
deteccdo de parasitas, fica evidente que a microscopia, ainda padrdo ouro para

malaria, perde grande numero de infec¢cdes de baixa parasitemia. E as incertezas

Fonte: Oliveira & Oliveira, 2017
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associadas a aptiddo do parasita no mosquito, a medida que ele transita do estagio
de gametOcitos sexuais até esporozoito, significam que existam ainda maiores
dificuldades em relacionar quantitativamente a medida padrdo de prevaléncia
(RECKER, 2018).

1.2) Agentes infecciosos causadores da maléaria

Mais de 120 espécies de Plasmodium infectam mamiferos, passaros e répteis
Seis espécies, atualmente, sdo capazes de causar malaria em humanos. Sao elas:
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae,
Plasmodium knowlesi e Plasmodium simium, sendo estas duas ultimas conhecidas
anteriormente por causar infeccdes apenas em primatas nao humanos. A identificacao
da infecdo por P. simium em humanos ocorreu em 2017, sendo a espécie reconhecida
como causadora de malaria na regido de Mata Atlantica brasileira (VALLEJO, 2016;
ALVARENGA, 2017; BUERY, 2017).

P. falciparum e P. vivax séo as espécies predominantes em todo o mundo com
uma incidéncia estimada de 207 milhdes e 8,5 milhdes de casos, respectivamente,
em 2016. O P. falciparum, é responséavel por causar casos mais graves da doenca.
A grande maioria da malaria falciparum ocorre na Africa sub-saariana
(aproximadamente 190 milhdes de casos) onde a transmissdo permanece intensa em
algumas localidades. (WHO, 2019)

O Plasmodium vivax é a segunda espécie mais prevalente, sendo endémica
em 58 paises, onde anualmente sdo relatados entre 16 e 22,2 milhdes de casos. A
malaria vivax na Africa € menos incidente, pois a populagéo é largamente negativa a
expressao do antigeno Duffy. Estudos demonstraram que individuos Duffy negativos
s&o refratarios a infec¢do por P. vivax. Na Asia e Oceania, o nimero de casos de
malaria € geralmente mais baixo e as propor¢des de P. falciparum e P. vivax sédo
similares, enquanto que nas Américas, malaria vivax & duas vezes superior a malaria
falciparum. No Brasil, o Plasmodium vivax € a espécie relevante por causar cerca de
85% dos casos de malaria. (WHO, 2019; MS, 2017; VALLEJO, 2016)



P. malariae e P. ovale tém distribuicdo global mas a incidéncia € baixa. P. ovale
é encontrado principalmente na Africa e sul da Asia. P. knowlesi é encontrado
principalmente na Asia, mais especificamente na Maldsia e macacos sd0 0s
hospedeiros naturais, sendo considerado, portanto, uma espécie zoondtica
(ASHLEY, 2018).

1.3) Vetores da maléria

Os anofelinos sdo mosquitos de grande importancia epidemiolégica, pois
podem transmitir a maléria, a filariose e arbovirus. O mosquito do género Anopheles
€ encontrado em regides tropicais, estando presentes em 91 paises do mundo. No
continente americano, aproximadamente 70 espécies sao consideradas vetores da
maléria. 33 espécies sdo descritas na regido amazonica. No Brasil, Anopheles darlingi
e Anopheles aquasalis sédo as espécies prevalentes. (WHO, 2019; VALLEJO, 2016;
ALVARENGA, 2017).

Anopheles darlingi exige condicbes fisicas estaveis para sua reproducdo, a
exemplo de: Temperatura (20-28°C), pH (6,5 — 7), estabilidade quimica e proporcdes
de luz/sombra. Essas caracteristicas fazem com gque as margens da floresta sejam os
principais criadouros dessa espécie na Amazbdnia. Somados a isso, as intensas
chuvas naregido, criam um ambiente favoravel, pois diminuem a acidez do rio e criam
pantanos de aguas claras em areas onde as aguas possuiam pH baixo e alta
salinidade. (HIWAT & BREATAS, 2011)

An. darlingi € o principal vetor de malaria na Amazénia e sua colonizagcdo em
condicdes de laboratorio é dificil. An. aguasalis € uma espécie predominante ao longo
da costa do Atlantico por causa da sua tolerdncia ao ambiente de agua salobra e
naturalmente se infecta com Plasmodium vivax. Esta espécie é colonizada em
laboratério por acasalamento livre desde 1995. Instituicbes na Amazonia Brasileira
possuem colbnia desta espécie facilmente adaptada as condi¢des laboratoriais e vem

sendo utilizadas para estudos experimentais, a fim de estudar principalmente
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aspectos da interacdo Plasmodium-vetor. (HAY et al, 2010; VELASQUEZ-RIOS,
2013; SINKA et al, 2012).

A transmissdo da malaria € mais intensa em lugares onde o tempo de vida do
mosquito € mais longo (de modo que o parasita tenha tempo pra completar seu
desenvolvimento no interior do mosquito). A longa vida e o habito altamente
antropofilico - hematofago das espécies de mosquitos vetores africanos é a principal
razdo pela qual quase 90% dos casos de malaria no mundo se encontram nesta
regido. (ASHLEY, 2018)

As fémeas do mosquito Anopheles dependem do repasto sanguineo para fazer
a oviposicao. Por vezes uma alimentacdo sanguinea ja é o suficiente para postura dos
ovos. As fémeas depositam 0s ovos na agua que ao eclodirem liberam as larvas que
se desenvolvem em adultos alados. As fémeas adultas completam seu ciclo
reprodutivo a cada trés dias, quando completam seu ciclo gonotréfico. Cada ciclo pode
resultar na producdo, em média, de 100 ovos. O ciclo gonotrdéfico, a longevidade e a
composicao etéria sdo caracteristicas importantes e essenciais para determinar a
capacidade de transmissdo da malaria. (ASHLEY, 2018; CLAYTON, 2014; OKECH,
2007).

Estudos feitos em laboratorio, demonstraram que a nutricdo larval afeta a
competéncia vetorial, bem como o tamanho do mosquito adulto, e pressupde-se que
exista uma relacdo entre o tamanho do mosquito e a infectividade com Plasmodium.
A influéncia do habitat natural das larvas no fitness do Anopheles e a competéncia
vetorial devem ser consideradas para melhor compreenséo da ecologia do vetor da
malaria. Assume-se que em ambientes urbanos, os poluentes ambientais
provavelmente reduzam a capacidade de sobrevivéncia do mosquito e sua
competéncia vetorial. E imprescindivel identificar os focos de habitats produtivos das
larvas, pois contribuem positivamente para a transmissao da malaria (MARTINS,
2018).

Ha controvérsias sobre a relacdo entre o desmatamento e a transmissédo da
malaria. Alguns estudos afirmam que desmatamento pode contribuir para diminuigdo

da malaria, pois reduzem os habitats naturais de desenvolvimento dos vetores, por
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outro lado outros estudos afirmam que o desmatamento € um fator de risco para a
transmissdo da malaria, pois promovera a movimentacao e adaptacdo dos mosquitos
as regides peridomiciliares (CHAVES, 2018).

1.4) Ciclo biolégico do parasito

O ciclo do parasita Plasmodium spp. € complexo e possui algumas
peculiaridades de acordo com a espécie, o qual foi ilustrado na Figura 2. O
conhecimento do ciclo do parasita Plasmodium é importante para melhor
compreensao da patogenia, e consequentemente do tratamento e profilaxia da
doenca. (SMITH , 2018)

O ciclo é heteroxénico. No hospedeiro vertebrado o parasita apresenta 0s
seguintes estagios evolutivos: esporozoitos, merozoitos, esquizontes, trofozoitos e
gametdcitos (macrogametocitos e microgametoécitos), enquanto no hospedeiro
invertebrado encontram-se microgameta, macrogameta, zigoto, oocineto, oocisto e
esporozoitos, (ASHLEY, 2018).

O esporozoito é a forma infectante para humano. eles sao transmitidos ao
homem através da picada do anofelino, que os inocula na derme. Uma vez
depositados na derme, 0s esporozoitos levam cerca de 1 a 3 horas para sair deste
compartimento. 0s esporozoitos sdo formas moveis que apresentam movimento
circular chamado gliding que os ajudam a atingir e migrar pelos capilares e entdo
alcancar a corrente sanguinea. Aqueles que permanecem na pele sdo destruidos e
drenados pelo sistema linfatico. (COWMAN, 2016)

O parasita possui tropismo pelo figado, onde inicia o ciclo pré-eritrocitario. Apés
invasao dos hepatocitos, se diferenciam em esquizontes através de divisdes mitéticas
por processo denominado de esquizogonia. Os esquizontes liberam 0s merozoitos na
circulacdo, os quais invadem as hemacias, e iniciam o ciclo eritrocitario. O ciclo preé-
eritrocitario dura tipicamente 1 a 2 semanas. P. vivax tem a capacidade de

permanecer latente no figado, no estagio de hipnozoito. No figado pode ficar por
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meses até anos e causar recaidas da doencga. As baixas parasitemias podem dificultar
o diagndstico rapido da infeccao e permitir o maior tempo de circulagcéo do parasita e
sua transmisséo (ASHLEY, 2018; SMITH, 2014).

O ciclo eritrocitico dura cerca de 48 horas (a depender da espécie), nessa fase
0s merozoitos se diferenciam trofozoito jovem (anel) e posteriormente em trofozoito
maduro. O desenvolvimento intra-eritrocitico do parasito se da por esquizogonia, com
consequente formacédo de esquizontes dando origem aos merozoitos que invadirdo
novos eritrocitos. Alguns trofozoitos se diferenciam em gametécitos por um processo
denominado gametocitogénese. O gamétocito € a forma sexuada e infectante para o
mosquito vetor. (ASHLEY, 2018; COWMAN, 2016)

O vetor se infecta ao fazer o repasto sanguineo em um individuo doente. No
repasto ingerem os gametoécitos. Os gametodcitos no intestino assumem a forma
arredondada, deixam as hemacias e se diferenciam em gametas. Na exflagelacao
ocorre o0 desenvolvimento do microgametdcito (gameta masculino) que
posteriormente fecunda o macrogametocito (gameta feminino) e forma o zigoto. Este
se diferencia em oocineto, forma mével, que invadem a matriz peritréfica e
posteriormente o epitélio intestinal. Na lamina basal do epitélio intestinal, se
diferenciam em oocistos, que atingem a maturidade aproximadamente no 7° dia apés
a infeccdo e cerca de 14 dias pos infeccdo 0s oocistos se rompem e liberam os
esporozoitos, 0s quais migram pela hemocele até atingirem as glandulas salivares do
mosquito, onde ficam armazenadas até um proximo repasto sanguineo e inicio de um
novo ciclo (COWMAN, 2016; SMITH, 2014).
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Figura 2: Ciclo biolégico do Plasmodium. (A) O ciclo se inicia com a inoculagcao dos
esporozoitos pelo mosquito vetor. (B) Os esporozoitos invadem os hepatécitos, iniciam a
esquizogonia. Os esquizontes formados rompem e liberam os merozoitos na circulacdo. (C)
Os merozoitos invadem as hemacias e se diferenciam em trofozoitos jovens (anel) que
amadurecem e posteriormente alguns se diferenciam em gametdcitos forma infectante para
0 mosquito vetor (D). No vetor, os gametoécitos sofrem exflagelacdo gerando gametas que
fecundarédo formando zigoto, o qual se diferencia a oocineto e posteriormente a oocisto no

intestino médio do mosquito. Adaptado de White et al. 2014.

1.5) Dindmica do parasita no vetor

A transmissdo da malaria pelo mosquito depende do desenvolvimento
esporogobnico bem sucedido. O desenvolvimento do ciclo de vida do Plasmodium no
vetor envolve interacfes com diversas células e tecidos. Fatores como densidade de
gametadcitos ingeridos no repasto, alteragdo de temperatura na transicdo do parasito
do hospedeiro vertebrado para o invertebrado, presenca de substancias antimalaricas
no sangue e fatores imunolégicos do mosquito bem como fatores parasitarios
intrinsecos podem influenciar na viabilidade, na migracdo e infectividade dos

gametadcitos e consequentemente na formagéo de oocistos. (ASHLEY, 2018).



A interacdo do Plasmodium spp. com 0 mosquito ocorre de maneira
compartimentalizada e cada compartimento possui caracteristicas moleculares e

celulares préprias que favorecem ou reduzem a invasao parasitaria.

1.6) Intestino médio

O intestino médio é o primeiro e principal gargalo para o desenvolvimento dos

estagios iniciais do Plasmodium em anofelinos.

1.6.1) Lumen do intestino médio

a) Fatores do hospedeiro vertebrado

O sistema complemento faz parte da defesa imune inata e € uma defesa de
primeira linha contra patdgenos incluindo bactérias, fungos e protozoérios. A infec¢éo
do hospedeiro humano por parasitas da malaria ativa as vias classicas e alternativas
do sistema complemento. Grotendorst e colaboradores (1986) ao comparar a
infecciosidade dos anofelinos alimentados com gametdcitos de Plasmodium, usando
soro nativo e inativado por calor (calor degrada a atividade do complemento),
observou que os parasitas no soro inativado produziram sistematicamente mais
oocistos, demonstrando portanto que o sistema complemento pode ser responsavel
pela reducdo do numero de parasitas. Curiosamente, 0s estagios iniciais do parasita
no mosquito (gametécitos, gametas e zigoto) sdo mais protegidos do sistema
complemento que o0s estagios posteriores (oocineto, oocisto), sugerindo que o
Plasmodium tenha desenvolvido um mecanismo de protecéo dos seus estagios mais
vulneraveis. (GROTENDORST, 1986; SMITH, 2014)

Estudo realizado por Simon e colaboradores (2013), demonstraram que o pico
da atividade do complemento no intestino médio do mosquito é na primeira hora apés

a alimentac&do sanguinea e permanece ativo até seis horas ap0s a alimentacdo. No
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entanto, a digestdo do bolo sanguineo nao ocorre de forma uniforme, prevé-se que as
moléculas do complemento mais préximas da periferia do bolo alimentar serdo
inativadas mais rapidamente pelo sistema imune do vetor e consequentemente 0s

parasitas localizados nessas areas serdo mais protegidos. (SIMON, 2013)

b) Enzimas digestivas

As enzimas digestivas produzidas pelas células epiteliais do mosquito
degradam proteinas do soro, células sanguineas e patégenos ingeridos no repasto
sanguineo. Os estagios iniciais de desenvolvimento do Plasmodium no mosquito
(Gameta, zigoto e oocineto) sdo suscetiveis a acdo dessas enzimas digestivas no
limen intestinal. (ABRAHAM, 2004)

A tripsina € a principal enzima digestiva que degrada o bolo alimentar e 0s
parasitos no interior do intestino médio do anofelino. Baia- Da- Silva et al (2018) ao
tratar Anopheles aquasalis com um inibidor de tripsina, evidenciou um aumento na
intensidade da infeccdo com Plasmodium vivax, confirmando portanto que essa
enzima modula o desenvolvimento do parasita no vetor. Além disso, a quantidade de
glébulos vermelhos no bolo alimentar influenciam diretamente a producéo de enzimas
digestivas e isso pode refletir no desenvolvimento do parasito. (BAIA-DA-SILVA et al,
2018; SMITH, 2014).

Alguns fatores contribuem para que os parasitas ndo sofram degradacao
enzimatica no limen intestinal. O primeiro deles € o tempo cronolégico de secrecéo
das enzimas. A secrecéo das principais enzimas ocorre apos algumas horas depois
do repasto sanguineo e possui um pico de producéo, aproximadamente, 24 horas
depois da alimentagdo, quando o parasita potencialmente j& atravessou a matriz
peritréfica e o epitélio intestinal. O segundo é o controle do fluxo de enzimas digestivas
pela matriz peritrofica (MP), que por sua vez ndo permite a distribuicio homogénea
de enzimas no bolo alimentar, assim parasitos proximos a MP estdo expostos as
enzimas, sendo assim degradados facilmente, enquanto os oocinetos localizados

mais no centro do bolo de sangue, e portanto mais distantes da agcéo dessas enzimas,
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conseguem sobreviver e tém maior tempo para se desenvolverem. (ABRAHAM, 2004,
SMITH, 2014; DIAS-LOPES et al, 2015; ROMOLI & GENDRIN, 2018)

Atualmente, foram identificadas duas tripsinas (Anag- Try-1 e Anag-Try-2) e
duas quimiotripsinas (Anachy- 1 e Anachy-2) induzidas pela alimentacdo sanguinea.
Essas enzimas tém sua quantidade maxima de atividade entre 36 e 48 horas apds o
repasto sanguineo. Informacfes sobre a expressdo de serina-proteases sao
escassas. Portanto o estudo da expressado e identificacdo dessas proteases no
intestino do mosquito € necesséario e pode ajudar na melhor compreensdo da
interacdo Plasmodium-vetor e como estratégias para o bloqueio de transmisséo
(DIAS-LOPES, 2015)

c) Microbiota

O intestino, glandulas salivares e oOrgaos reprodutivos do mosquito sao
colonizados por uma microbiota composta por bactérias, virus e fungos. A microbiota
pode (i) interferir na colonizacdo do Plasmodium no intestino, (ii) afetar aspectos
fisiolégicos do mosquito, especialmente sua vida util, (i) induzir a resposta imune do
mosquito, resposta que pode ter atividade antiplasmodial e/ou (iv) produzir
substancias que podem ter atividade antiplasmodial ou que podem permitir o
desenvolvimento do parasito. Dessa forma, a microbiota € considerada alvo potencial
para o bloqueio de transmissao e estudos demonstram que o efeito inibitério da
microbiota sobre o desenvolvimento do Plasmodium independe da espécie de
Anopheles e Plasmodium (ROMOLI & GENDRIN, 2018).

1.7)  Matriz peritrofica

A distenséo do intestino médio do mosquito por uma refeicdo de sangue induz
as ceélulas epiteliais do intestino a secretarem componentes de uma camada
conhecida como matriz peritrofica (MP), a qual envolve completamente o sangue
ingerido. A MP é composta por proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos ligados
estruturalmente por quitina, e é considerada a primeira barreira fisica que impede o

contato direto de patdégenos com o epitélio do intestino médio. Contudo, Baia- Da-
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Silva et al (2018), demostraram que a MP pode fornecer um ambiente propicio para
desenvolvimento do parasita no intestino médio. A MP ao controlar o fluxo de enzimas
digestivas produzidas pelo epitélio do intestino médio pode ajudar o desenvolvimento
do parasito, ao protegé-lo do dano proteolitico. (BAIA-DA-SILVA et al, 2018; SMITH,
2014; ASHLEY, 2018).

Embora a MP seja considerada a primeira barreira para o desenvolvimento do
parasito, o Plasmodium desenvolveu mecanismos para dribla-la e assim garantir sua
sobrevivéncia. O oocineto de Plasmodium é capaz de secretar quitinases, que
rompem a MP e os colocam em contato direto com o epitélio intestinal. Algumas
espécies do parasita secretam precursores da quitinase as quais sao ativadas pelas
proteases do mosquito, indicando assim uma adaptacéo do parasita ao ambiente rico
em proteases do intestino do mosquito para facilitar seu préprio desenvolvimento.
(SATO, 2014)

1.8) Epitélio intestinal

A invasao do intestino médio do mosquito vetor € uma etapa critica para o ciclo
de vida do Plasmodium e envolve em um primeiro momento, o reconhecimento e
adesdo a moléculas na superficie do epitélio do intestino médio. Oligossacarideos e
oligoproteinas séo importantes ligantes de reconhecimento e adesdo e medeiam a
invasdo de oocinetos no intestino médio do mosquito. Aminopeptidase N1 (APN1),
isoforma de proteina como anexina, receptores sequestradores Croquemort
(SCRBQ2), proteoglicanos sulfatados, proteina de ligacédo enolase (EBP) e mucinas,
sao algumas moléculas na superficie apical do intestino médio do anofelino que sao
conhecidas por apresentarem um papel importante na invasdo de oocinetos, e
portanto sao alvos para metodologia de bloqueio de transmisséo da maléaria (ZIELER
& DVORAK, 2000; MOLINA-CRUZ, 2015; ELDERING, 2016).

Proteinas da superficie de oocineto podem desempenhar um papel importante
no processo de invasdo do epitélio intestinal. Alguns anticorpos direcionados para
essas proteinas podem inibir a invasédo do epitélio ou a progresséo do oocineto para

estagio de oocisto. Por exemplo, anticorpos direcionados para as proteinas
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circunsporozoita ou proteina relacionada a TRAP e proteina adesiva de oocineto
(SOAP), podem prejudicar a capacidade de invaséo do intestino médio pelo oocineto.
(MOLINA-CRUZ, 2015).

1.9) Hemocele

Os mosquitos respondem a organismos estranhos que se acumulam na sua
hemocele (sistema circulatério do mosquito), abrangendo processos celulares e
humorais visando a destruicdo do patégeno. Essas respostas incluem fagocitose,
encapsulacdo celular e humoral e producdo de peptideos antimicrobianos.
(HERNANDEZ-MARTINEZ, 2002)

Estudos realizado por Blandin e colaboradores (2008) relatou que a proteina
especifica para hemacitos semelhante ao complemento (TEP1) presente na hemocele
de Anopheles gambiae, liga-se e medeia a morte dos estagios do parasita
Plasmodium berghei presente no intestino médio do anofelino. Refor¢cando, Eldering
et al. (2016) reportou que ao silenciar TEP1, houve um aumentou significativo do
ndamero de oocistos em An. gambiae. A TEP1 se comporta como uma opsonina
promovendo a fagocitose de bactérias e a melanizacdo do oocineto de Plasmodium
spp. Outras proteinas que atuam no desenvolvimento do parasita também foram
descritas como a proteina de repeticdo rica em leucina (LRR), a proteina 1 imune de
repeticao rica em leucina (LRIM1) e a proteina de repeticdo responsiva a Anopheles-
Plasmodium rica em leucina 1 (APL1), estes sdo considerados as principais fatores
que regulam a carga parasitaria no mosquito juntamente com TEP1. (BLANDIN, 2008;
ELDERING, 2016)

1.10) Imunidade do mosquito

Os mosquitos possuem um potencial sistema imune inato que incluem cascatas
de coagulacdo, producdo de melanina, fagocitose, encapsulamento, producdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs), producdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio. Foram descritos alguns fatores moduladores chaves da resposta imune
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como a STAT, Rel 1, Rel 2 e Jun/FOS, as quais fazem parte das principais vias de
sinalizacdo da resposta imune inata do mosquito JAK-STAT, Toll, Imd e JNK,
respectivamente. (BAHIA, 2011; BAHIA, 2018; SMITH, 2014)

As vias Toll e IMD tém sido relacionadas com a producdo de peptideos
antimicrobianos a exemplo da cecropina e a defensina. Enquanto a via JAK-STAT tem
sido associada a imunidade antiviral e bacteriana. Acredita-se que essas vias também
medeiam a resposta anti-Plasmodium. Evidéncias indicam que a via JNK esteja
envolvida na resposta imune do mosquito ao Plasmodium spp. E ainda que a via JAK-
STAT esteja envolvida no controle dos estagios precoces do Plasmodium vivax em
An. aquasalis. Bahia e colaboradores (2018) mostraram mecanismo mediado pelo
gene GATA que regula a resposta imune de Anopheles aquasalis contra o
Plasmodium vivax, e esta € a primeira evidéncia do envolvimento de hemadcitos nesse
processo. (BAHIA, 2011; BAHIA, 2018; SMITH, 2014)

1.11) Genes que afetam o desenvolvimento do parasito no mosquito

Os genes que afetam o desenvolvimento do parasita podem ser divididos em
cinco categorias de acordo com a resposta produzida pelo seu silenciamento. A
primeira categoria € aquela que aumenta drasticamente a carga parasitaria em
mosquitos susceptiveis. A este fendtipo pertence a molécula TEP1, a primeira
molécula encontrada para controlar o nUmero de parasitas nos mosquitos. A segunda
categoria consiste naqueles que resultam em um fendétipo inverso, ou seja, torna
mosquitos suscetiveis em refratarios, um exemplo seria o gene cactos, um inibidor do
fator de transcricdo NF-kB, que ao ser silenciado inibe completamente o
desenvolvimento do parasita. A terceira categoria de genes imunes sédo aqueles que
afetam de forma moderada mas consistentemente a carga parasitaria, um exemplo
seria a expressao das enzimas serina proteases com dominio CLIP como CLIPB14 e
CLIPB15. A quarta categoria compreende a producdo de espécies reativas de
oxigénio, as quais sdo induzidas ao longo da alimentacéo sanguinea, e que por sua
vez, comprovadamente, promovem a lise de oocinetos. E por fim a quinta categoria

sdo genes que estado envolvidos na melanizacdo de oocinetos mortos, como por
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exemplo, foi evidenciado por Mendes e colaboradores (2008) que a Apolipoforina Ill
inibe a melanizagdo de oocinetos em mosquitos refratarios (BLANDIN, 2008).

1.12) Patogénese da malaria

Os sinais e sintomas da malaria incluem febre, que pode ser periddica,
calafrios, sudorese, anemia hemolitica e esplenomegalia. Os picos febris alternados
caracteristicos da maléria, conhecido como acessos malaricos, sdo derivados da
liberacdo de merozoitos pelos eritrécitos na corrente sanguinea. Os sintomas,
geralmente aparecem quando a parasitemia € superior a 100 parasitas por pL
aproximadamente (ASHLEY, 2018).

As manifestacdes mais comuns de malaria grave incluem maléaria cerebral,
lesédo pulmonar aguda, que pode progredir para sindrome respiratoria aguda, lesédo
renal aguda, geralmente apresentando necrose tubular aguda e acidose. A maléaria
vivax grave tende a ocorrer em pacientes com comorbidades e ndo € comumente
observada em pacientes viajantes primo-infectados. Por muito tempo, acreditava-se
que Plasmodium vivax era um parasita que apresentava quadro clinico benigno,
gquando se compara a parasitemia do P. falciparum que pode alcancar mais de
100.000/uL e P. vivax ndo ultrapassa 10.000/uL, no entanto sabe-se que P. vivax pode
causar complicacdes tao graves quanto P. falciparum. Esta caracteristica de P. vivax
se da pela sua capacidade de alcancar os seios extravasculares do tecido
hematopoiético da medula e do bago. (ASHLEY, 2018; WHO, 2018; BAIRD, 2019)

A malaria € uma doenca tratavel e evitavel, mas que pode apresentar gravidade
se nao diagnosticada e tratada precocemente. As infec¢cdes pelo Plasmodium
falciparum, um parasito altamente patogénico e letal, devem ser consideradas uma
emergéncia medica. O diagnostico e o tratamento precoce da malaria reduz a
incidéncia da doenca, evitam mortes e contribuem para reducdo da transmissao.
Criancas tem a maior probabilidade de morte por maléria, devido & auséncia de uma
imunidade montada contra o parasito. Distintamente, individuos em exposi¢ao

repetidas durante um longo periodo ao parasita desenvolvem imunoprotecdo e menor
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probabilidade de apresentar as formas graves e complicadas da doenca . Na infeccéo
por P. falciparum, a imunoprotecéo se deve a aquisicdo de anticorpos contra PfEMPL1.
A imunidade parcial é perdida de forma gradativa apds um individuo deixar uma area
endémica, ou em uma populacdo com gqueda na transmissdo (ASHLEY, 2018;
Ministério da Saude, 2019).

As complicacdes e gravidade da doenca anteriormente estava associada
exclusivamente ao P. falciparum. Contudo, nos ultimos anos tem sido relatado
complicacBes relacionadas ao P. vivax que incluem por exemplo, malaria cerebral,
distarbio respiratdrio agudo e anemia grave. Anemia é a caracteristica mais comum
na malaria e é de origem multifatorial. A anemia € resultado da perda de eritrgcitos,
depuracdo esplénica de hemécias ndo infectadas e reducdo da producdo de
eritrocitos. Uma das hipéteses da gravidade na malaria vivax € o processo inflamatério
ligado a inflamacéo mediada por citocinas. No entanto, alguns estudos sugerem que
a citoadesdao e processo de sequestro de eritrécitos infectados podem contribuir para
a gravidade na malaria vivax. Marin Menéndez et al. (2014), correlacionaram a
anemia na malaria vivax com a formacado de rosetas pelo parasita, sendo observado
maior frequéncia de rosetas em individuos anémicos, sugerindo, portanto, que o
fenbmeno de rosetas possa estar envolvido na complicacdo da maléaria vivax, no
entanto, esse mecanismo ainda nao foi bem elucidado (ASHLEY, 2018; CARVALHO,
2010; MARIN- MENENDEZ et al, 2014).

1.13) Maléaria assintomatica

A malaria assintomatica € frequente no mundo. Em regides tropicais, a
frequéncia de malaria vivax assintomatica varia entre 30-50%, sendo mais comum em
criangas. As infecgbes assintomaticas muitas vezes passam despercebidas e
consequentemente ndo sao tratadas, resultando em fontes importantes de
gametocitos para vetores locais. Em um estudo realizado por Martins-Campos (2018),
usando isolados da amazénia brasileira, relatou que mesmo em isolados com baixa
parasitemia foram capazes de infectar mosquitos. Ainda foi observado que portadores

assintomaticos mostraram uma proporgcdo maior de gametdcitos maduros e foram téo
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eficazes quanto os sintomaticos na infeccdo do anofelino. (KONDRASHIN, 2018;
MARTINS-CAMPOS, 2018)

Técnicas moleculares evidenciaram que os parasitas podem persistir por anos
sem desenvolver sintomas, muito mais do que se pensava possivel anteriormente. O
desenvolvimento de uma imunidade protetora e caracteristicas da biologia do parasita
levam a presenca de um namero significativo de infec¢des assintomaticas em regides
endémicas de maléaria. Estudo realizado por Martins-campos e colaboradores (2018),
revelou que individuos que tiveram varios episodios anteriores de maléria sintomatica
tém maior probabilidade de se tornarem portadores assintomaticos apos a infeccao
por Plasmodium spp. (ASHLEY, 2018; KONDRASHIN, 2018; MARTINS-CAMPOS,
2018)

As infe¢Bes assintométicas sdo um bom exemplo do equilibrio entre parasito e
hospedeiro, contudo esse equilibrio pode ser perturbado, em casos de reinfec¢cdo ou
imunossupressao, por exemplo. Em caso de imunidade reduzida na maléaria
assintomatica, a doenca pode retornar em sua forma mais grave. Ainda as infeccbes
assintomaticas contribuem para a manutencédo da transmissao do parasita dificultando
o controle e eliminacdo da doenca. (KONDRASHIN, 2018)

1.14) Sequestro e citoadesao

A clinica e a gravidade da malaria € frequentemente causada pelo sequestro
dos parasitos na microvasculatura e que levam a inflamacéo local, hemorragias, dano
tecidual e obstrucdo do fluxo sanguineo. A alta viruléncia do Plasmodium falciparum
€ associada ao sequestro de células vermelhas infectadas no endotélio vascular. No
sequestro os eritrocitos infectados (iIRBCs) aderem a receptores de células endoteliais
por meio de proteinas do parasita, a exemplo da proteina 1 de membrana de eritrocito
(PFEMP1). (ASHLEY, 2018; CARVALHO, 2010)

PfEMPL1 é codificada por genes da familia var. Essa proteina € exportada para
superficie da membrana do eritrécito infectado. A exibicdo dessas proteinas na

superficie resulta em exposicdo a anticorpos do hospedeiro. Ao passo que a sua
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capacidade adesiva, permite que os parasitas sejam sequestrados no leito vascular.
Os eritrocitos infectados se ligam a células ndo infectadas, menos deforméveis,
promovendo a obstrucdo vascular. (ASHLEY, 2018; RECKER, 2018).

Embora os parasitos ao invadirem as células fique restrito ao vacuolo
parasitoforo, eles produzem proteinas, a exemplo de PfEMP-1 expressas por
Plasmodium falciparum, que sé&o exportadas para a membrana do iRBCs. A expresséo
dessas proteinas na superficie dos IRBCs, torna-os alvo chave para resposta imune
adaptativa do hospedeiro. Contudo, o parasito desenvolveu mecanismos de escape a
essa resposta, através da expressao de variagdes antigénicas, a exemplo da variacdo
antigénica dos genes var. Alguns estudos relataram que o parasita € adepto a
mutacBes no seu genoma a fim de escapar do sistema imune do hospedeiro. (
COWELL, 2018; RECKER, 2018)

Anteriormente, acreditava-se que o fendmeno de citoaderéncia era restrito
apenas a P. falciparum, mas atualmente ja foi relatado que os glébulos vermelhos
infectados por P. vivax sdo capazes de citoaderir. Contudo, estudos avaliando
citoaderéncia por P. vivax sdo escassos. Lopes et al. 2014, demonstraram que mais
da metade dos pacientes diagnosticados com maléaria vivax apresentaram auséncia
de esquizonte na circulacéo periférica, sugerindo, assim, que o parasito tenha sido
sequestrado na vasculatura profunda e que a maturacéo dos estagios tardios ocorra
fora da circulacao periférica. (LOPES, 2014; COWMAN, 2018)

A expresséo de proteinas envolvidas na citoadeséo sdo pouco conhecidas para
o P. vivax, sendo ainda motivo de especula¢gdes. Em um estudo Carvalho et al. (2010)
utilizando isolados de P. vivax da Amazodnia brasileira, observaram que células
vermelhas infectadas tem capacidade de aderir a ICAM- 1 e CSA, no entanto, com
baixa intensidade. Além disso, os autores também mostraram que as proteinas VIR,
exclusivas de P. vivax, estdo associadas a citoadesao ao endotélio. (RECKER, 2018;
COWELL et al, 2018; ROBERTS et al, 2018).

1.15) Formacéo de Rosetas
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O Plasmodium spp. tem capacidade de aderir a diferentes receptores, tanto no
endotélio vascular como as plaquetas e as células nédo infectadas circulantes. A
adesado de um eritrocito infectado por Plasmodium spp a pelo menos dois eritrocitos
nao infectados é chamada de roseta (CHOTIVANICH, 1998).

Existem duas hipdteses bioldgicas para a formacdo de rosetas que podem
explicar sua importancia na sobrevivéncia do parasita no hospedeiro. A primeira
hipétese é a “invasdo assistida por rosetas” que sugere que as rosetas facilitam o
encontro de merozoitos recém emergidos das células com eritrécitos ndo infectados.
E a segunda teoria proposta é que as rosetas nao infectadas servem como protecao

para as células infectadas do sistema imune do hospedeiro. (LEE et al, 2014)

Inicialmente pensava-se que o P. vivax utilizava as rosetas para recrutar
glébulos vermelhos nao infectados e facilitar a invasao dos merozoitos. No entanto
essa teoria foi descartada por Lee et al. (2014), esses autores mostraram que as
rosetas de P. vivax ocorrem preferencialmente com hemacias maduras, que séo
refratarias a invasdo por merozoitos desta espécie. Para facilitar a invasdo dos
merozoitos, 0s esquizontes deveriam aderir a reticuldcitos (escassos na circulagéo

periférica) ndo infectados. (LEE et al, 2014)

Ainda existem poucos estudos sobre a formacéo de rosetas para Plasmodium
vivax. A primeira descricdo de formacéo de rosetas na malaria vivax foi descrita em
1995 na Tailandia por Udomsanpetch e colaboradores. Até entdo esse fendmeno era
associado somente a malaria falciparum. Mais tarde, em 1998 Chotivanich et al
demostraram que apesar de raramente P. vivax causar malaria grave, todos 0s
isolados apresentaram capacidade de formar rosetas, enquanto somente alguns
isolados de P. falciparum podem formar rosetas, isso sugere que a formacgao de
rosetas sem citoaderéncia, nao € suficiente para causar malaria grave e que o P. vivax
pode apresentar perfis patogénicos semelhantes ao P. falciparum (MARIN-
MENENDEZ et al, 2013; UDOMSANPETCH et al, 1995; CHOTIVANICH et al, 1998).

Lee et al em 2014 descreveram que a formacdo de rosetas é uma

caracteristica de estagios tardios do P. vivax, ocorrendo com trofozoitos maduros e
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esquizontes, ou gametécitos com eritrocitos maduros, os chamados normdcitos.
Estagios jovens do parasita ndo foram evidenciadas formando rosetas. A frequéncia
de formacé&o de rosetas aumenta com a maturacao eritrocitaria do parasito. Lee et al,
2014 evidenciaram a formacéo de rosetas 24 horas apoés cultivo e aumento da taxa
de rosetas com o a amadurecimento do trofozoito. Segundo Chotivanich e
colaboradores (1998), o processo de formacao de rosetas é dependentes de fatores
plasmaticos e evidenciaram que 0S grupos sanguineos A e B tém maior capacidade
de formar rosetas quando comparados ao grupo O, conhecido como um fator protetor
da malaria grave. (CHOTIVANICH, 1998; Lee et al, 2014).

Chotivanich et al 1998, descreveram que o plasma de individuos saudaveis tem
a capacidade de reverter a formacao de rosetas, enquanto, que o plasma do préprio
paciente ndo, isso sugere a existéncia de um componente especifico mediado por
anticorpos para que as rosetas sejam formadas. Tripsina e heparina também podem
reverter a formacao das rosetas. Chotivanich et al
(1998) observaram que as rosetas de P. vivax sdo extremamente sensiveis a tripsina
e sado inibidas completamente por heparina. Mais tarde, Lee et al. (2014)
demonstraram que a Glicoforina C (CD236R) medeia o processo de rosetas. No
entanto, mais estudos sao necessarios para descoberta de novos receptores
eritrocitarios. (CHOTIVANICH, 1998; LEE, 2014

Estudos reoldgicos de rosetas em P. falciparum mostraram que elas sao
estaveis e que a forca de ligacdo dos eritrocitos infectados aos nédo infectados tendem
a ser muito forte. Zhang et al. (2016) demonstram que as rosetas estdo associadas
ao aumento significativo na rigidez dos eritrocitos infectados com P. vivax e que 0s
responsaveis por essa rigidez sdo a segmentacdo dos esquizontes e a propria
formacdo de rosetas. Assim, alteracbes na membrana da célula infectada por
Plasmodium spp., especialmente suas propriedades de adesividade e
deformabilidade aumentam a susceptibilidade dos eritrocitos infectados a depuracéo
esplénica. Contudo, o parasita tem mecanismos de escape da depuracéo esplénica.
(ALBRECHT et al, 2020; ZHANG, 2016; Handayani, 2009)

Em estudo recente, Lee et al. (2020), descreveram um novo tipo de roseta,
chamado de roseta tipo Il e identificaram a proteina IGFBP7 (Proteina 7 de ligacdo ao

fator de crescimento semelhante a insulina) que é secretada por mondcito em
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resposta a invasao do eritrocito e estimulam a formacgéo de rosetas por P. falciparum
e P. vivax. Diferentemente da roseta tipo | formadas pela ligacdo direta dos eritrécitos
infectados aos receptores dos eritrocitos nao infectados, na roseta tipo Il a ligacéo é
mediada por IGFBP7. Esse tipo de roseta depende de fatores séricos adicionais como
o fator de Von WilleBrand (VWF) e a Trombospondina 1 (TSP-1). O IGFBP7 se liga
ao Sulfato de Heparan (HS) na superficie do eritrocito ndo infectado e interage com
VWF e TSP-1 estimulando o roseteamento (LEE et al, 2020)

Lee e colaboradores (2020), produziram um ensaio em que adicionaram
mondcitos cultivados em laboratoério na presenca de glébulos vermelhos infectados
com Plasmodium spp. e observaram-se que as células se agruparam, sugerindo que
ha na circulac&o algo alertando o parasita para formacao das rosetas e consequente
defesa ao ataque imune do hospedeiro. Albrecht e colaboradores (2020)
correlacionaram a formacao de rosetas a ocorréncia de fagocitose, mostrando que a
taxa de fagocitose reduz com o aumento da frequéncia de rosetas, comprovando a
formacao de rosetas favorece o escape do P. vivax do sistema imune do hospedeiro.
Uma explicacao para isso € que além dos eritrocitos ndo infectados protegerem os
eritrécitos infectados dos anticorpos, fornecem uma barreira fisica que restringe o
contato com fagécitos e outras células efetoras do sistema imune (ALBRECHT, 2020;
LEE, 2020)

Importante, estudo anterior do nosso grupo revelou que a formacéo de rosetas
interferia com a infectividade do vetor An. aquasalis em infeccbes experimentais.
Salazar & Lopes (2017) demonstraram que isolados formadores de rosetas
apresentam maior taxa e intensidade de infec¢ao; ainda que houve uma correlagéo
positiva entre a taxa de roseteamento com a taxa e intensidade da infeccéo.
(SALAZAR & LOPES, 2017)
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2) JUSTIFICATIVA:

Embora a descoberta do processo de formacéo de rosetas em P. vivax tenha
sido ha mais de 20 anos, o0 seu papel na patologia da maléaria vivax ainda é pouco
compreendido. Estudo prévio do nosso grupo observou que isolados que
apresentavam altas taxas de roseteamento possuiam maiores taxas e intensidade de
infeccdo de P. vivax em anofelinos, contudo os mecanismos pelo qual parasita
formador de rosetas consegue maior sucesso na infeccdo do mosquito ainda néo €
conhecido. Este projeto, portanto, visou correlacionar a taxa de roseteamento com a
taxa e intensidade de infec¢cdo no vetor, e elucidar como esta formacéo pode interferir
na infectividade ao anofelino, ao avaliar o comportamento do parasita, bem como a
atividade de enzimas digestivas do intestino médio do mosquito e seu impacto no

desenvolvimento do parasita.
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3) OBJETIVOS

3.1) Objetivo geral

Avaliar a formacao de rosetas por gametécitos de Plasmodium vivax e seu

papel na transmisséo do parasita ao vetor Anopheles aquasalis.

3.2) Objetivos especificos

e Avaliar a formacdo de rosetas por gametdcitos em Plasmodium vivax em

diferentes isolados;

e Verificar se a taxa de formacgéo de rosetas de diferentes isolados de P. vivax
tem influéncia na taxa e na intensidade de infeccdo de Anopheles aquasalis;

e Inibir a formagcdo de rosetas de isolados de P. vivax com alta taxa de
roseteamento e avaliar sua influéncia na taxa e na intensidade de infec¢cdo no

Anopheles aquasalis;

e Avaliar a cinética de producédo e secrecao de enzimas digestivas no intestino
médio do intestino do anofelino e correlaciona-la a taxa de roseteamento de P.

vivax.
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4) METODOLOGIA

4.1) Local do estudo

Este é um estudo experimental realizado no laboratorio do Instituto de Pesquisa
Clinica Carlos Borborema e no Insetario Agostinho Cruz da Geréncia de Entomologia
da Fundagé&o de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

4.2) Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FMT-HVD
(CAAE: 54234216.1.0000.0005). Os voluntarios foram recrutados entre Junho de
2019 e Setembro de 2020. Todos os voluntarios foram devidamente orientados sobre
sua participacdo, objetivos do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

4.3) Delineamento do estudo

4.3.1) Coleta de Sangue

Pacientes maiores de 18 anos e diagndéstico microscopico de maldria vivax com
densidade parasitaria maior ou igual a duas cruzes atendidos na FMT-HVD, foram
convidados a participar deste estudo e 0os que aceitaram assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Posteriormente, 27mL de sangue periférico
foram coletadas por pungdo venosa com sistema a vacuo em tubo BD Vacutainer®
contendo heparina. Os pacientes receberam tratamento conforme as diretrizes

nacionais de tratamento da malaria preconizado pelo ministério da saude.

4.3.2) Processamento da amostra

O sangue periférico foi centrifugado a 1500 rpm a 37°C por 5 minutos para

separacao do plasma. As papas de células foram lavadas de 2 a 3 vezes com meio
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RPMI e transferidas para coluna de celulose, para remoc¢do dos leucdcitos e
plaguetas. Os eritrocitos, foram entdo lavados 2 vezes com meio RPMI e
posteriormente passaram por um processo de enriquecimento. Este processo é
realizado por meio de um gradiente de concentracdo de Percoll® a 45%, conforme
descrito por Vera et al. (2015). Os eritrécitos parasitados foram transferidos para tubo
de Falcon de 15mL e lavado trés vezes em meio RPMI. Laminas foram
confeccionadas usando a técnica de esfregaco, para determinar a parasitemia e

gametocitemia.

4.3.3) Ensaio de rosetas de P. vivax

Para os ensaios de formacéo de rosetas, as células parasitadas obtidas através
do processo de purificagcdo foram ajustadas para uma parasitemia de 10% usando
eritrocitos sadios do préprio paciente e hematdcrito ajustado a 4% em meio IMDM
contendo 20% de plasma autélogo. 50uL da solucéo foi adicionado em cada poc¢o de
uma placa de 96 pocos, incubadas a 37°C por cerca de 1 hora. Os ensaios foram
feitos em duplicata. Apés uma hora de cultivo, 200 yL da amostra foi submetido a
agitacao constante em vortex por cerca de 5 minutos e passagens sucessivas durante

2 minutos em seringa de 1ml, para ruptura mecanica das rosetas.

4.3.4) Avaliagcao de rosetas

Para avaliacdo das rosetas presentes no cultivo e na ruptura mecénica, uma
aliquota foi removida de cada condicdo (Plasma-cultura x Ruptura Mecéanica), para
confeccédo das laminas para analise por microscopia de fluorescéncia. As amostras
foram coradas com laranja de Acridina na concentracdo 1mM e analisadas em
microscopio de fluorescéncia invertido digital EVOS™ FL. A taxa de formacdo de
rosetas, foi entdo determinada pela raz&o entre a quantidade de heméacias parasitadas

em rosetas e a quantidade total de hemacias parasitadas.

4.3.5) Obtencéo de Anopheles aquasalis



26

Mosquitos da espécie Anopheles aquasalis foram obtidos em uma colénia bem
estabelecida na FMT-HVD. Os insetos na colonia sdo criados a temperatura de 26-
28°C, em unidade de 70-80% e ciclos de 12 horas claro-escuro. As larvas séo
mantidas em cubas plasticas com solugdo salina na concentracdo de 0.2% e
alimentadas diariamente com racéo de peixe (Tetramin®). As pupas séo coletas e
transferidas para gaiola de papel até o aparecimento dos adultos que sdo mantidos
por 3 dias com solucdo acgucarada. Para manutencdo da colénia fémeas realizam
repasto sanguineo em camundongos da espécie Mus musculus e sdo colocadas

posteriormente em postura forgada.

4.3.6) Infeccao experimental de Anopheles aquasalis com Plasmodium vivax

Para infeccdo experimental, as fémeas obtidas foram colocadas em jejum por
12 horas e posteriormente cerca de 150 fémeas foram distribuidas em potes
especificos para infecdo experimental. A infeccdo seguiu a metodologia proposta por
Pimenta et al. 2015.

Resumidamente, apds o cultivo (1 hora) as amostras foram reconstituidas a
hematocrito 40% com hemécias e soro do préprio paciente. Em seguida, para as
fémeas de Anopheles aquasalis foi oferecido 1ml de sangue em duas condi¢des
diferentes: (ii) parasitas cultivados por 1 hora em rosetas e (iii) solucdo com rosetas
rompidas por ruptura mecanica (sem rosetas). Apds uma hora do oferecimento das
solugdes em alimentadores artificiais, as fémeas totalmente ingurgitadas foram
separadas e colocadas em gaiolas de papel e mantidas com solucéo acucarada (10%)
por 7 dias a temperatura controlada (26- 28°C). No sétimo dia apds a infeccao, as
fémeas foram dissecadas e os intestinos obtidos. Os intestinos foram entdo corados
com solugao de mercurocromo a 2% e analisados por microscopia para determinacao

das taxas e intensidade de infecgdo nas distintas condigdes.

4.3.7) Atividade enziméatica
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Para andlise da atividade enzimatica das enzimas digestivas no intestino médio
do mosquito, como a tripsina e quimiotripsina, ao longo do bolo de sangue infectado
foram realizadas analises da cinética enzimatica até as 24 horas da alimentacéo
sanguinea nas condi¢cdes descritas acima no item 4.3.3 (Isolados formadores de
rosetas x Roseta rompida). As fémeas de Anopheles foram alimentadas com sangue
infeccioso e adormecidas no gelo e no alcool etilico 70° INPM e dissecadas em PBS
1x nos tempos 0, 1, 3, 6, 12 e 24 horas apdés a alimentacdo sanguinea.
Posteriormente, os intestinos médios isolados na disseccdo foram transferidos para
microtubo contendo 500 pL de &gua destilada, onde foram isolados e macerados (5
intestinos por grupo), e em seguida o0 homogeneizado foi levado para centrifugacao a
3000 rcf por 10 minutos a 4° C. Apos a centrifugacdo, os sobrenadantes contendo as
enzimas foram transferidos para o microtubo e entdo armazenados a -20°C.
Resumidamente, para a andlise da atividade enzimética da tripsina e quimiotripsina,
as amostras passaram por processo de descongelamento a temperatura ambiente.
Apos o descongelamento, foram transferidos 10 yL da amostra para placa de 96
pocos, em duplicata para cada tempo e isolado, adicionando em seguida 190 pL do
substrato cromogénico da tripsina e quimiotripsina ( Cloridrato N- Benzoil-L- Arginina
4 nitroanilida e N- Succinil-ALA-ALA-PRO-PHE p-nitroanilida da Sigma-Aldrich®,
respectivamente) na concentracdo de 50 uM em PBS contendo DMSO (0,05%), como
controle foi utilizado intestino isolado de anofelinos alimentados com solugéo
acucarada. Entdo a densidade 6tica foi monitorada continuamente a 405 nm e a 30°C
durante toda a reacao enziméatica por 1 hora em leitor de microplacas multimodal de
fluorescéncia GLOMAX®. A atividade da enzima foi calculada utilizando o coeficiente
de extincdo de 8800 mM/ cm e uma unidade de enzima foi definida como atividade

necessaria para hidrolisar 1mmol de substrato por minuto. (OKUDA, 2005)
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Figura 3: Reacdo de hidrolise do N-Benzoil-L-Arginina 4 nitroanilida (BAPNA). Reacéo
de consumo do substrato N-Benzoil- L-Arginina 4 nitroanilida pela enzima tripsina formando o

produto p-nitroanilida (cor amarela).

4.3.8.) Andlise dos dados

Os dados dos pacientes como numero de infec¢Bes prévias, hematécrito e
parasitemia periférica foram determinados através de questionario, hemograma e
leitura de lamina de gota espessa. O numero de episddios pregressos foram
apontados pelo préprio paciente. O hematdcrito foi obtido no equipamento Sysmex e
a parasitemia periférica apresentada como parasitas/ pL de sangue foi determinada
através da leitura da quantidade de parasitos em 200 leucécitos na gota espessa e
ajustados de acordo com os dados do hemograma correspondente. A parasitemia pos
Percoll foi avaliada em esfregaco sanguineo contando-se a razdo de células
parasitadas pelo numero de células totais em pelo menos 500 células. A
gametocitemia periférica ou pos Percoll foi determinada através da avaliagéo
morfolégica em esfregaco sanguineo da propor¢cdo de parasitos no estagio de
gametocitos sendo contados pelo menos 100 parasitos para esta analise.

A taxa de roseteamento foi determinada em microscopio de fluorescéncia para
0S grupos avaliados como a razéo de parasitas em formacéo de rosetas pelo numero

total de parasitas.

Fonte: https://pediaa.difference-between-trypsin-

and-chymotrypsin/.Acesso em 25 de Agosto de

2020



https://pediaa.difference-between-trypsin-and-chymotrypsin/.Acesso
https://pediaa.difference-between-trypsin-and-chymotrypsin/.Acesso
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Os dados da infeccdo experimental como nimero de mosquitos utilizados,
namero de mosquitos totalmente ingurgitados, nimero de mosquitos dissecados,
namero de oocistos encontrados em cada intestino nos dois grupos avaliados para
todos os isolados foram obtidos e plotados em planilhas de Excel onde foram
determinadas as taxas e intensidades de infecgéo e taxas de mortalidade.

A determinagao das concentragdes das enzimas tripsina e quimiotripsina no

intestino dos mosquitos foi realizada de acordo com a lei de Beer através da equacéo:

U

~ . AAbs
Concentra(,‘ao da enzima (Z) = (

dxe

Vtotal

)(10°) G——")

Vamostra

O delta da absorbéancia (AAbs) foi obtido através da média da diferenca das
absorbancias nos diferentes intervalos de leitura em até 30 minutos apds o inicio da
reagdo. O coeficiente de eliminacdo (¢) das duas enzimas utilizado foi de 8800
mM/min, O comprimento do caminho de passagem da luz (d) utilizado foi de 0,56 cm
de acordo com o poco (placa de 96 pocos) e volume (200 pL) utilizados.

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism vs 8. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Correlacbes de
Spearman entre taxa de roseteamento e diferentes parametros foram realizadas para
verificar os fatores que podiam interferir com este fenétipo. Diferencas nas taxas de
roseteamento, taxas e intensidade de infec¢do e taxa de mortalidade entre os grupos
rosetas versus ruptura foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon pareado. Diferenca na
cinética enzimética entre os grupos foi comparada através do teste t com multipla

comparacao e correcdo por Bonferroni.
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5) RESULTADOS

5.1) Populacéo de estudo

23 pacientes voluntérios diagnosticados com malaria vivax doaram amostras
de sangue para este estudo. A parasitemia periférica média encontrada foi de 7.340
+ 4.896 parasitas/pL. A gametocitemia periférica variou de 0% a 85%. A maioria dos
pacientes (14) relataram episodios prévios de malaria (61%). Dos 23 pacientes 10

apresentaram anemia moderada segundo os critérios da OMS.

Um total de 8.050 mosquitos foram utilizados nos ensaios de infeccao
experimental, destes 2.282 ficaram totalmente ingurgitados apds a alimentacao
sanguinea e 994 foram dissecados para obter os dados de taxa e intensidade de

infeccéo.

5.2) Ensaio de Rosetas

O enriquecimento das amostras com Percoll® 45%, foi bem sucedido e
obtivemos parasitemia que variou entre 30 e 97%, a gametocitemia pos Percoll variou
entre 4 a 76% (30,08 + 22,62). Todos os isolados foram capazes de formar rosetas,

com taxa de roseteamento variando entre 5,8% a 27% (media 13%) (Tabela 1).
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Tabela 1: Descricdo dos dados obtidos nos ensaios de formacao de rosetas na populacao de
estudo (n=23)

NE Parasitas Par.®ds- HemBE GamB Rosetas? Taxa@lednfecc¢aol Intensidadeiednfeccao®
/ULE | Percolld | (%)E (%) (%)2 | noEmosquitod%)Z  (MédiaEDesvioPadrio)d
(%) ROSE RUPE ROSE RUPH
18  2.000 950 42,2F 50,08 14,00 43,70 21,4R 1,973,060 0,430,960
28 2.075@ 34 43,20 6,00 10,28 40,00 23,1  0,47EHD,64R  0,46[7,13E
3@ 6.950m 97 36,28 1,0@ 8,20 72,28 | 46,18 | 7,83@A 4,23 16,38&R25,92R
4R 11.2000 81F 44,27 4,08 15,06 50,00 37,58  1,40&A,710R 0,751,160
5@ 8.650@ 30m 46,1 0,0E 27,03 40,00 30,08  0,73@F,03@ 0,403,708
62 4.050m 75 33,8” 2,0 15,60 45,40 30,0@  1,36@H7,86E  0,40@®D,708
761 17.8000 956! 43,18 1,0F 16,90 35,00 15,47 0,50=[,890 0,15@[,380
82 4.375R 690 40,13 19,0@ 11,80 20,0 10,72 = 0,53@[,26E  0,14F[D,45E
9@ 3.550m 650 32,3 4,0@ 8,6l 23,0 12,508 | 0,31@M,63@ = 0,25E[,740
102 4.600C 950 33,78 6,00 13,20 44,10 21,08 1,79HB,68F 1,213,320
11 8.600¢ 970 43,87 13,08 6,40 41,60 28,50 2,423,320 2,433,240
12 7.500F 970 32,7@  2,0F 5,80 66,60 66,60 12,33@F5,192 7,33&[FL1,850
132 1.8250 60 39,8@ 15,08  22,2@ 19,08 9,50 1,246H#,787 = 0,10@®D,308
142 9.800F 970 44,1 27,080 14,10 53,30 53,30 11,330,762 9,479,480
15¢ 8.225( 650 43,76 27,03 6,90 68,41 62,50  32,42@#1,18F 15,63EF 7,580
162 8.000[ 956! 40,5B 85,0 6,50 10,50 7,16 0,322,000 0,113[,420
176 1.825F 40m 35,48 2,0m 9,0m 13,80 12,58 0,14&[,350 0,19&Mm,590
182 3.775@ 670 35,58 39,0 3,98 37,03 7,70 1,26(H®B,15R  0,08D,280
19¢ 16.200F 630! 40,4R 14,0R 18,20 34,80 13,0 = 3,93@FE7,70@ 3,507,150
208 4.450@ 370 *a 8,0r 17,13 16,10 20,0  0,45(EA,520 0,402,970
217 16.1500F 956! * 5,006 14,00 65,706 45,87  19,60@E29,23k 7,21RFF6,590E
227 8.300@ 87 *B | 30,0B 17,50 28,5( 12,5R  0,67@F,32R | 0,25@@d,76
232 8.925@ 970 *a 5,0m 21,70 18,50 16,18 | 0,30EHD, 720 0,21M,560

N&o houve correlacdo entre a taxa de formacao de rosetas e hematocrito ou
namero de episodios prévios de malaria (p= 0,2011 e p= 0,8743 respectivamente).
Também ndo encontramos correlacdo entre a taxa de formacdo de rosetas e a
parasitemia periférica, a gametocitemia periférica ou a gametocitemia pos-percoll (p=
0,1927, p= 0,4404 e p= 0,0703, respectivamente) (figura 4).
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Figura 4: Taxa de roseteamento e fatores envolvidos. Correlagcéo entre taxa de
roseteamento e (A) Hematdcrito, (B) nimero de episodios de malaria, (C) parasitemia

periférica, (D) gametocitemia periférica e (E) gametocitemia pos-percoll. Correlagéao
de Spearman.

O processo de ruptura de rosetas mecanicamente mostrou-se eficaz e nestes

a taxa de roseteamento variou entre 0 a 5%. Houve reducéo significativa na taxa de
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roseteamento apdés processo conforme mostrado na Figura 5 (Teste pareado
Wilcoxon, p=0,0001).
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Figura 5: Ruptura mecéanica de rosetas formadas por isolados de Plasmodium vivax
(A)Eritrocitos infectados com trofozoitos e gametécitos apds a etapa de enriquecimento da
amostra com solucéo Percoll® 45%. (B) Gametdcito em formacédo de roseta. (C) Auséncia de
roseta apos as amostras serem submetidas a ruptura mecénica de rosetas. (D) Comparacao
entre taxa de roseteamento em amostras com rosetas (ndo submetidas a ruptura mecéanica)
e amostras sem rosetas (submetidas a ruptura mecéanica).

5.3) Infecc&o Experimental
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Foi avaliada a infectividade de fémeas de An. aquasalis de 23 isolados em dois
grupos pareados (rosetas versus ruptura). Todos os 23 isolados foram capazes de
infectar os anofelinos e a taxa de infeccdo média foi de 37,6% variando de 7,14 a
72,2%. A intensidade de infeccéo variou de 0,30 a 32,42 (média de 28,67 + 33,26)
(Tabela 1). A taxa de infec¢ao foi maior no grupo de rosetas (37,95 + 19,20) que no
grupo ruptura (26,23 + 17,73) (p < 0,0001, Wilcoxon) (Figura 6C). De acordo, a
intensidade de infeccdo também foi maior no grupo de rosetas (4,49 + 7,83) que no
grupo ruptura (2,93 +4,91) (p=0,0002, Wilcoxon) (Figura 6D). Nao houve correlacao
positivas entre a taxa de roseteamento e a taxa ou intensidade de infeccéo (p=0,1455
e p=0,3490, respectivamente) (Figura 6E e F). Nao houve diferenca na sobrevida dos
mosquitos apds alimentacdo infectiva com amostras com rosetas e sem rosetas
(Teste de Wilcoxon, p=0,7370) (Figura 6G).
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Figura 6: Papel das rosetas na infeccdo de Anopheles aquasalis por P. vivax. Foi
avaliada a taxa e intensidade de infec¢do de An. aquasalis utilizando 23 isolados de P. vivax
em duas condicdes experimentais (rosetas versus ruptura). (A e B) Fotomicrografias
representativas de oocistos de P. vivax em intestino médio de An. aquasalis analisado em
microscopio Optico na objetiva de 40x. (C) Taxa de infeccdo de An. aquasalis por P. vivax nos
dois grupos avaliados. No gréfico valor minimo, média e maximo representados. P
apresentado é referente ao teste pareado de Wilcoxon. (D) Intensidade de infec¢éo (média de
oocistos) de An. aquasalis por P. vivax nos dois grupos avaliados. Cada circulo representa a
média de oocistos para cada um dos 23 isolados avaliados. A linha preta corresponde a média
dos 23 isolados. p apresentado é referente ao teste pareado de Wilcoxon. (E) Correlacdo da
taxa de infeccdo e a taxa de roseteamento. (Spearman) (F) Correlagéo da intensidade de
infeccdo e a taxa de roseteamento. (Spearman) (G) Taxa de mortalidade dos anofelinos apo6s
a refeicdo sanguinea infecciosa e transcorridos os setes dias de infecgdo, comparando a taxa
de mortalidade nas duas condi¢cbes avaliadas. No grafico valor minimo, média e maximo

representados. P apresentado é referente ao teste pareado de Wilcoxon.

5.4) Cinética enzimética

A cinética das enzimas tripsina e quimiotripsina apés a alimentacéo sanguinea
foi avaliada e comparada em 6 amostras de P. vivax nos dois grupos rosetas versus
ruptura nos tempos 0, 1, 3, 6, 12 e 24h. H4 uma clara variagdo na producéo de enzima
a depender do isolado utilizado (Figura 7A, B, C e D). No entanto podemos destacar
um perfil de aumento de producéo de tripsina até 6h da alimentacdo sanguinea
seguido de uma leve queda em 12h e posterior subida em 24 horas no grupo rosetas
(Figura 7E). Este perfil € um pouco diferente no grupo ruptura, no qual o aumento &
constante até 24h apos a infeccao, no entanto ndo encontramos diferenca estatistica.
Para a quimiotripsina, ambos 0s grupos se comportaram similar com aumento até 6h
pos-infeccdo seguido de leve queda em 12h e posterior aumento em 24h pés-infecgéo
(Figura 7F).
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Figura 7. Cinética das enzimas tripsina e quimiotripsina nos mosquitos infectados com
Plasmodium vivax em formacdo de rosetas ou apOs sua reversdo. (A) Cinética da
producao de tripsina nos intestinos de poll de cinco mosquitos de Anopheles aquasalis de 0 a
24h apos infeccdo com 6 isolados de P. vivax em formacdo de rosetas. (B) Cinética da
producao de tripsina nos intestinos de poll de cinco de mosquitos Anopheles aquasalis de 0 a
24h ap6s infeccdo com 6 isolados de P. vivax que sofreram reversdo de rosetas por ruptura
mecéanica. (C) Cinética da producdo de quimiotripsina nos intestinos de poll de cinco de
mosquitos Anopheles aquasalis de 0 a 24h apds infecgdo com 6 isolados de P. vivax em
formacdo de rosetas. (D) Cinética da producdo de quimiotripsina nos intestinos de poll de
cinco de mosquitos Anopheles aquasalis de 0 a 24h apds infecgdo com 6 isolados de P. vivax
gue sofreram reversdo de rosetas por ruptura mecanica. (E) Comparacdo da cinética da
producdo média de tripsina nos intestinos de 6 isolados de P. vivax em formacao de rosetas
e apods sofrerem reversao de rosetas por ruptura mecanica. (F) Comparacédo da cinética da
producdo meédia de quimiotripsina nos intestinos de 6 isolados de P. vivax em formacéo de

rosetas e apo6s sofrerem reversao de rosetas por ruptura mecanica.
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6) DISCUSSAO

Embora a patogénese do Plasmodium vivax seja pouco compreendida, sabe-
se que os reticulocitos infectados aderem a normdcitos nao infectados, formando as
chamadas rosetas, que podem contribuir significativamente para a patogénese e/ou
biologia do parasito da malaria. Nosso estudo observou a capacidade de gametécitos
de P. vivax em formar rosetas, corroborando com estudos anteriores de
Udomsanpetch et al.(1995), Chotivanich et al. (1998), Lee et al. (2014) e Salazar &
Lopes (2017).

Um estudo realizado por nosso grupo, evidenciou que 85,4% dos isolados de
amostras de individuos com malaria vivax tinham capacidade de formar rosetas. A
taxa de rosetas variou entre 0 a 50%. No presente estudo, observamos que 100% das
amostras analisadas foram capazes de formar rosetas, apresentando uma taxa de
roseteamento entre 58 a 27%. Estes resultados mostram que fendmeno de
roseteamento em P. vivax € frequente, sendo mais comum que na infecdo por P.
falciparum. Apesar da alta prevaléncia de rosetas, o papel bioldgico desse fenébmeno
na malaria vivax ainda é desconhecido. (CHOTIVANICH, 1998; LEE, 2014; SALAZAR
&LOPES, 2017)

O processo de reversao da formacao de rosetas de P. vivax através da ruptura
mecanica em agitacao por vortex e passagem repetida por seringa de insulina foi bem
sucedido nestes isolados e pudemos comparar a infectividade de anofelinos do
mesmo isolado em formacéao de roseta e apds reversao deste fenétipo. Anteriormente,
nosso grupo havia demonstrado que isolados de P. vivax com alta taxa de
roseteamento eram mais efetivos na infeccdo de An. aquasalis, inclusive com maior
guantidade de oocistos nos intestinos, no entanto ndo estava claro o quanto este
fendbmeno devia-se a caracteristicas inerentes ao isolado ou a formacéo de rosetas.
Nossos achados demonstram que a formacao de rosetas parece estar envolvida neste
aumento da capacidade infectiva, no entanto mais estudos sdo necessarios para
compreender como a formacao de rosetas propicia esse aumento na infectividade.
(ALBRECHT, 2020; CHOTIVANICH, 1998; SALAZAR & LOPES, 2017)

Neste estudo, os isolados com altas taxas de roseteamento podem ser
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justificados pelo uso de plasma aut6logo para reconstituicdo da amostra e adequacgéo
do hematdcrito para os ensaios. Ha evidéncias de que plasma autélogo favorece a
formacdo de rosetas. Albrecht e colaboradores (2020) observaram a formacao de
poucas rosetas em ensaios em que plasma heterélogo de individuo nédo imune foi
utilizado. Esses achados estdo de acordo com os dados de Chotivanich e
colaboradores (1998). Desta forma moléculas no plasma de individuos infectados
parecem ter um papel crucial na formacdo de rosetas. Albrecht et al (2020)
demonstraram que a taxa de roseteamento dos isolados esta positivamente
relacionada a quantidade de IgM no plasma dos individuos. Ainda ha evidéncia de
que individuos com infec¢Bes prévias carreguem isolados com maior capacidade de
formar rosetas uma vez que individuos com presenca de IgGl contra AMA-1
apresentaram maiores taxas de roseteamento. Anticorpos contra AMA-1 normalmente
sdo adquiridos apdés multiplas infeccdes e costumam denotar infecgdes prévias.
(ALBRECHT, 2020; CHOTIVANICH, 1998)

Adicionalmente, dados realizados anteriormente pelo nosso grupo também
sugerem que pacientes com historia clinica pregressa de infeccdo por P. vivax
apresentaram uma maior taxa de roseteamento, sugerindo portanto que ha um
componente especifico mediado por anticorpos para essa atividade. No entanto, neste
estudo ndo observamos uma relacéo positiva entre o numero de episodios malaricos
e a taxa de formacao de rosetas por gametécitos de P. vivax. Estudo realizado por
Moll e colaboradores (2015) com P. falciparum, revelou que quando P. falciparum esta
em formacéo de rosetas da ao parasita a vantagem de bloquear a ligacédo do eritrocito
infectado ao anticorpo e subsequentemente sua depuracado por células fagociticas. A
vantagem de sobrevivéncia para o parasita nas células dos glébulos vermelhos pode,
portanto, levar a uma maior parasitemia .(ALBRECHT, 2020; MOLL, 2015; SALAZAR
& LOPES, 2017)

Recentemente, foi sugerido que a formagéo de rosetas na maléaria vivax € um
mecanismo de evasao do parasita ao sistema imunolégico do hospedeiro humano,
pois em conjunto os dados de Albrecht e colaboradores (2020), evidenciaram que 0s
parasitas que estavam em formacédo de rosetas sdo menos fagocitados, quando
comparados com aqueles que nao formavam rosetas (isolados que tiveram roseta
rompida mecanicamente). A explicacdo para este achado é que os eritrocitos ndo
infectados presentes na roseta protejam os eritrécitos infectados, fornecendo uma
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barreira fisica a estes, impedindo assim que os mesmos sejam reconhecidos pelos
fagdcitos e sejam ent&o endocitados. E compreensivel que roseta seja uma adaptacéo
importante, no entanto, seu papel especifico e 0s mecanismos por tras da formacao
de rosetas devem ser melhor explorados, para melhor compreenséo biolégica do
fendmeno. (ALBRECHT, 2020)

Fortes evidéncias sugerem que as rosetas fornecam protecdo ao parasita no
hospedeiro humano, nés hipotetizamos que as rosetas possam oferecer protecdo ao
parasita no vetor, propiciando assim a sobrevivéncia e o0 subsequente
desenvolvimento do parasita no mosquito. Entretanto, os mecanismos pelo qual o
parasita se utiliza desse fendmeno a fim de garantir seu completo desenvolvimento
no vetor ainda € motivo de especulacdo. Por essa razdo, compreender melhor a
interacdo do parasita e hospedeiro € essencial para entender o comportamento do
parasita no interior do mosquito e de que forma isso impacta na transmissdo da
infec¢do. (ALBRECHT, 2020)

Estudo anterior realizado por nosso grupo demonstrou que o fenbmeno de
roseteamento influencia na capacidade infectiva do parasita ao vetor. Entretanto, ndo
conseguiu se estabelecer a relacédo causal entre a formacéo de rosetas e 0 aumento
da taxa de infeccdo no anofelino. Neste estudo fomos capazes de evidenciar que as
rosetas propiciaram o aumento na taxa e intensidade de infec¢ao pois conseguimos
comparar o fenébmeno utilizando o mesmo isolado. Estudos reoldgicos de rosetas em
P.falciparum, realizado por Zhang e colaboradores (2016), evidenciaram que a ligacao
entre os eritrécitos infectados e nao infectados é tdo forte que mesmo sob grande
pressdo as rosetas sdo mantidas, o que nos permite especular que as rosetas sao
mantidas durante o repasto sanguineo e consequentemente nos permitiu comparar
as duas condi¢Oes de infeccao experimental no anofelino: na presenca de rosetas de
P.vivax e auséncia de rosetas. Um limitante a ser considerado € que ndao sabemos se
a ruptura mecanica teve influencia na viabilidade do parasita e portanto em sua
infectividade no anofelino, no entanto, devido aos achados anteriores com 0s
diferentes isolados, especulamos que a formacgé&o de rosetas possa ser a mediadora
desta maior taxa de infeccédo. Estudos da viabilidade do parasita como exflagelacéo
ou marcadores de viabilidade mitocondrial como rodamina devem ser realizados para
confirmar nossos achados. (SALAZAR &LOPES, 2017; ZHANG, 2016)
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Estudo realizado por Albrecht e colaboradores (2020) evidenciaram que 0
processo de rosetas relaciona-se com a parasitemia, pois pacientes com maior
parasitemia apresentaram maior frequéncia de rosetas. No entanto, em nosso estudo
nao encontramos correlacdo positiva com a parasitemia, nem gametocitemia
periférica e pos-percoll e a taxa de roseteamento de P. vivax. Um fato que pode ter
contribuido para esta diferenca € que os ensaios conduzidos por Albrecht et al. (2020)
incubaram o parasita por cerca de 24h para seu amadurecimento e investigou a
formacao de rosetas pelos estagios assexuais maduros do parasita que sabidamente
fazem mais rosetas; enquanto nosso estudo n&o cultivou o parasita para seu
amadurecimento e desta forma avaliamos a formacgé&o de rosetas pelos parasitas nos
estagios presentes na circulagdo no momento da tomada do sangue pois objetivamos
avaliar o papel das rosetas nos estagios infectantes ao vetor (gametécitos).
(ALBRACHT, 2020; LEE, 2014)

Esperavamos encontrar relacao entre a gametocitemia pos-Percoll e a taxa de
roseteamento, ou seja quanto mais gameticitos presentes na amostra maior
capacidade de formar rosetas, no entanto, um fato que pode ter contribuido para a
nao relacdo é o gradiente de Percoll 45% recuperar também parasitas em estagios
assexuais maduros e estes sabidamente apresentarem fenétipo de rosetas elevado.
Também ndo encontramos relacdo com a gametocitemia periférica, mas como o perfil
de parasitas € modificado apés o gradiente este achado ndo apresenta grande
importancia. Independente da relagdo entre roseteamento e a presenca de
gametdcitos, pudemos demonstrar que a formacdo de rosetas parece atuar para

proteger o parasita e auxiliar na manutencao do seu ciclo no vetor.

Estudo feito por Marin Menéndez et al. (2013), correlacionaram também
anemia com a formacdo de rosetas na malaria vivax. Eles observaram que a
frequéncia de rosetas era maior em individuos anémicos quando comparado com
individuos ndo anémicos. No entanto, no presente estudo observamos que as rosetas
foram independentes de hematocrito, similar aos achados de Albrecht et al (2020).
Marin Menendez et al (2013) avaliou isolados de mulheres gravidas e os achados
diversos podem se explicar por este cenario, ainda eles ndo utilizaram plasma
autdlogo nos ensaios 0 que pode ter levado a uma menor frequéncia e taxas de

roseteamento. Baia- da-Silva et al (2018) demonstraram que hematdécritos mais altos
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conferem maior taxa e intensidade de infeccdo nos anofelinos, ou seja, repasto
sanguineo de anofelinos em individuos anémicos podem levar a menor capacidade
infectiva do vetor. Uma possivel causa € o menor aporte de células do sangue, o que
configuraria uma menor ingesta de parasitos. Mas outros fatores como fluxo de
enzimas e localizacao no bolo alimentar podem ter contribuido para o fenébmeno. Em
nosso estudo, o hematdcrito foi artificialmente padronizado para 40% em todos o0s
grupos e isolados e nédo influenciou os achados. (ALBRECHT, 2020; MARIN-
MENENDEZ, 2013; BAIA-DA-SILVA, 2018)

Para garantir seu completo desenvolvimento no anofelino o parasita se utiliza
de algumas estratégias para driblar o sistema imunolégico do mosquito. Ha alguns
estudos que descrevem mecanismos possiveis que estejam envolvidos no sistema
imune do anofelino durante a evasao do Plasmodium spp. A exemplo é a Pfs47, uma
molécula expressa na superficie de gametdcito e gameta de Plasmodium spp., a qual
€ utilizada pelo parasita como artificie para driblar o sistema imune do vetor. H4
evidéncias de que a evasao do sistema imune mediada por Pfs47 é fundamental para
a eficiente transmissdo da maléaria por An. gambiae, além disso, verificaram que a
interrupcao de Pfs47 reduziu a sobrevivéncia do parasita no mosquito, e esse fenétipo
pode ser revertido por complementacdo genética do parasita ou por desregulacéo do
sistema complemento do mosquito, suprimindo a nitracdo do intestino médio, a qual
é fundamental para ativar o sistema complemento. Ramphul et al, analisou se Pfs47
afetavam as vias de transducédo de sinal que medeiam as respostas imunologicas do
mosquito, e portanto mostrou que o Pfs47 altera o caminho da morte celular das
células invasoras do intestino médio, interrompendo a sinalizagdo de JNK e impedindo
a ativacao de caspases, resultando assim em uma resposta de nitragdo ineficaz
fazendo com que o parasita fique indetectavel pelo sistema complemento. Com isso
a interrupcdo da agédo imunomoduladora do gene Pfs47 no mosquito vetor pode ser
uma possivel metodologia para diminuir a transmissédo da malaria (YUOUNG, 2005;
MOLINA-CRUZ, 2013; RAMPHUL, 2015).

Evidéncias sugerem que o sistema imune inato do mosquito tem um papel
importante na morte de parasita nos estagios de oocineto e oocistos. A exflagelacéo
e fecundacao dos gametas de Plasmodium spp. e o desenvolvimento do oocineto sao
0S primeiros passos cruciais que medeiam a transmissédo bem sucedida do parasita

da malaria no vetor Anopheles. Mas nossa compreensao sobre resposta imune anti-
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plasmodium que limitam esses estagios permanece incompleto. Em estudo recente,
realizado por Ukegbu e colaboradores, demonstrou uma proteina de superficie de
oocineto e esporozoito designada como PIMMS43 (Screen 43 de infeccdo por
Plasmodium no intestino do mosquito) a qual € requerida na resposta semelhante ao
complemento durante a evasdao do parasita em An. coluzzii. A transcricdo de
PIMMSA43 se inicia em gametocitos com pico em zigoto e oocineto, ndo aparecem em
oocistos (10 dias ap0s a alimentacao sanguinea) mas reaparecem na glandula salivar
sugerindo sua expressao em esporozoitos. Assim, o estudo concluiu que a proteina
PIMMS43 é importante para evasdo do sistema imune do mosquito vetor pelo
parasita, para isso, observaram que ao adicionar anticorpo contra PIMMS43 na
refeicdo sanguinea afetou diretamente a evaséo imunolégica do parasita reduzindo
significativamente a prevaléncia e a intensidade da infeccdo. Em adicdo, alguns
autores evidenciaram moléculas que sdo expressas na superficie do intestino do
mosquito como Agmuc 1, carboxipeptidase B, aminopeptidase N, o0
glicosaminoglicano sulfato de condroitina (CSGAGS), as quais estdo envolvidas no
desenvolvimento do Plasmodium spp. no vetor, e sdo capazes de reduzir o nimero
de parasita no hospedeiro invertebrado. (UKEGBU, 2020; KWON, 2017).

O efeito das proteases do mosquito no desenvolvimento do Plasmodium spp.
sugere que a digestdo do sangue e desenvolvimento do parasita no interior do
intestino médio do mosquito estdo intimamente conectados. Estudo realizado por
Almeida et al. (2003) identificaram quatro genes de serina proteases denominadas
como Anachy 1 e Anachy 2 em Anopheles aquasalis, e Andchy 1 e Andchy 2 em
Anopheles darlingi, os quais codificam quimiotripsinas no intestino médio do mosquito.
O padréo da expresséao de genes da quimiotripsina em An. aquasalis indicou que sao
induzidos por alimentacdo sanguinea e sdo detectaveis somente 24 horas apos a
alimentacdo. Em 44 horas apos alimentacdo observou que Anachy 1 e Anachy 2 nao
foram detectaveis indicando que a transcricdo dessas enzimas foram eliminadas ao
final da digestdo. Esse processo de identificacdo dos genes induziveis da
guimiotripsina € um passo essencial para a compreensao do processo de digestao de
sangue no intestino do anofelino, pois a secrecdo dessas enzimas digestivas podem
interferir diretamente no desenvolvimento do Plasmodium spp. no interior do
anofelino. Estudo realizado por Pimenta e colaboradores (1997), evidenciou que ao

passo que a matriz peritréfica pode servir como uma barreira para o desenvolvimento
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da infeccdo por Leishmania spp. em mosquitos, pode também promover a
sobrevivéncia parasitaria ao moderar a atividade das proteases no interior do intestino
médio. (ALMEIDA, 2003; PIMENTA, 1997)

Um estudo realizado por Baia- Da-Silva et al (2018) tratou anofelinos com um
inibidor de tripsina 0 que resultou em um aumento na intensidade da infecgéo,
evidenciando assim que a expressdo dessas enzimas podem modular o
desenvolvimento do parasita Plasmodium spp. no mosquito vetor. Por esta razao,
hipotetizamos que isolados em formagao de rosetas reduziam de alguma forma a
secrecdo de enzimas digestivas como a tripsina e quimiotripsina, aumentando
portanto a taxa e intensidade de infeccdo no mosquito. Entretanto ndo encontramos
diferenca na cinética de producdo destas enzimas nos grupos avaliados, sugerindo
que outros fatores além da presenca destas enzimas possam ter impactado na
diferenca encontrada na taxa e intensidade de infecgéo nos isolados formadores de
rosetas. Em estudo realizado por Okuda e colaboradores (2005), evidenciou que a
atividade da quimiotripsina e tripsina extraidas do intestino médio de Anopheles
darlingi atingiam seu pico de atividade as 24 horas ap0s a alimentacao sanguinea, e
eram mantidas até as 36 horas, posteriormente sua atividade diminuia
gradativamente. Um limitante de nosso estudo é que estudamos a cinética destas
enzimas até 24h apos a alimentagcdo, uma vez que especulamos que estas teriam
papel na formacéao do zigoto, oocineto e invasao do epitélio, mas ndo avaliamos apos
este periodo onde estas enzimas podem também ter relevancia na acdo anti-
parasitaria, (BAIA-DA-SILVA, 2018; OKUDA, 2005).
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7) CONCLUSOES

e Todos os isolados de Plasmodium vivax (n=23) foram capazes de formar

rosetas.

e Maior taxa e intensidade de infeccdo no Anopheles aquasalis em isolados
formadores de rosetas do que em isolados que tiveram rosetas rompidas.
Portanto este fenbmeno aumenta eficacia da infeccdo no mosquito vetor,
ampliando nosso conhecimento sobre a patogénese da maléria vivax e abrindo
novos caminhos para a pesquisa dos fendmenos de citoadesdao como
ferramentas para o controle da doenca mediante estratégia de bloqueio de

transmissao.

¢ Nao houve diferenca significativa na cinética de producéo das enzimas tripsina
e quimiotripsina entre os grupos analisados (Rosetas x Ruptura), sugerindo que

outros fatores estejam impactando na capacidade infectiva do vetor.

e Necessidade de estudos a posteriori visando elucidar os mecanismos pelo qual
o parasita Plasmodium spp. se utiliza do fendmeno de formacéo de rosetas

para uma eficiente infeccdo no mosquito vetor.

e Nossa perspectiva futura neste estudo é realizar ensaios de RT- PCR de
oocineto de Plasmodium vivax para identificar se o sucesso da infec¢ao por P.
vivax em formacao de rosetas se sucede a invasao do oocineto no epitélio do
intestino médio, isto &, ainda nos estagios sexuados do parasita ou apds a
invasdo. Para entdo determinar a etapa critica para o desenvolvimento do

Plasmodium spp. em rosetas no mosquito vetor.
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9) ANEXOS

9.1) Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido

Az
i

Patogénese e Infectividade de Plasmodium vivax
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A FUNDACEO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO (FMT-HVD) esta
fazendo um estudo com o objetivo de estudar a biologia do Plasmodium vivax, ou seja, o
causador da doenga que vocé tem no momento. Para isso, é preciso que seja feita a retirada de
amostra de sangue do paciente para realizar alguns testes e ensaios funcionais com este sangue,
a fim de se estudar a patogénese da doencga.

Para nos ajudar a entender esse problema, precisamos realizar estes testes com sangue
de pacientes com maldria vivax (homem ou mulher, maiores de 18 anos). Por isso pedimos que
vocé participe deste estudo. Abaixo tem o ciclo da maldria, pra vocé entender melhor como
ocorre a doenga:

Mosquito s AL
da malaria Ser humano Mosquito pica 0 ser humano
saudavel e transmite a

doenca

)¢

Mosquito pica o individuo
que estd com malaria e
se contamina

Ciclo da Maldria

Este estudo sobre malaria serd feito com pacientes atendidos na Fundagdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (Hospital Tropical). Vocé n3o vai precisar fazer nada de
especial para participar do projeto. Como sempre acontece na rotina do hospital, vocé vai fazer
o0 exame para a maldria e se ele for positivo, vocé ira receber o tratamento gratuito de maldria,
seguindo o protocolo do Ministério da Saude. Se vocé tiver maldria vivax e aceitar participar
desse projeto, precisaremos apenas colher uma amostra de 20 mL de sangue da veia do brago,
como esta representado na imagem a seguir:

Coleta de Sangue

Todo o procedimento de coleta sera feito por uma pessoa da nossa equipe treinada para
isso e com experiéncia, utilizando material descartdvel e com total higiene.

Apds a coleta de sangue, poderd ocorrer dor, hematoma, ou outro desconforto no local
da coleta. Raramente poderd ocorrer desmaio ou infecgdes no local da pungdo. Todos os
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9.2) Questionario

cuidados serdo tomados para minimizar esses riscos. Mas, caso vocé se sinta mal durante a
coleta, os pesquisadores responsaveis pelo estudo irdo encaminhar vocé para um médico
especializado deste mesmo hospital para Ihe examinar e oferecer tratamento, se necessario.

Para evitar toda e qualquer situagdo de perda do sigilo e privacidade do sujeito da
pesquisa, todas as amostras serdo coletas e identificadas com cédigos e o nome do paciente
nunca sera divulgado.

E importante lembrar que a quantidade de sangue a ser coletada n3o representa
qualquer risco para a saude. A participacdo nesse estudo ndo oferece riscos futuros a sua saude
e vocé ndo recebera nenhum dinheiro por participar nele. A qualqguer momento vocé pode
desistir de participar, sem qualquer prejuizo para o seu tratamento contra a doenga.

Ndo ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de um estudo sobre
a biologia de Plasmodium vivax e sua patogenecidade. Somente no final do estudo poderemos
concluir a presenca de algum beneficio. Mas, os resultados obtidos com este estudo poderao
ajudar a futuramente desenhar novas drogas e vacinas para o tratamento dos pacientes e
prevencgdo de novos casos de malaria vivax.

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

Se vocé tiver alguma pergunta ou duvida sobre esse estudo, procure um de nossos
pesquisadores para que eles possam tirar sua duvida. Vocé poderd também fazer contato com
o Dr. Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda, responsavel pelo projeto, na Fundagdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 8 as 12 horas e das
14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 9114 7633
(qualquer dia e horario). O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Fundacdo de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado também podera tirar ddvidas ou receber qualquer
reclamacdo a respeito desta pesquisa, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas,
na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro, CEP: 69040-000) ou pelo telefone (92) 2127 3572
(de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas). Este TCLE foi elaborado em duas vias iguais, sendo
gue uma via assinada ficard guardada com o pesquisador responsavel e a outra com vocé.

EU, eeieettie ettt ettt e e e e e e e e e e e aba e e e e tb e e e eaaeeeeeba e e e ebreeeeeareeeearaees , entendi tudo sobre o

estudo “Patogénese e Infectividade de Plasmodium vivax”

Endereco:

Telefone: (....) coveveeeeieeieeens Polegar direito:

Assinatura do pesquisador que conversou com o voluntario:
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