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Resumo

A anemia grave € sem duavida uma das complicacbes mais comuns
durante a infec¢cdo malarica e € uma das principais responsaveis pela elevada
taxa de mortalidade de criancas e mulheres gravidas em regibes
hiperendémicas africanas. Embora os mecanismos que desencadeiam a
anemia grave da malaria ainda ndo tenham sido completamente elucidados,
sabe-se que o0 aumento da destruicdo dos eritrcitos ndo parasitados tem
importante contribuicdo na génese dessa manifestacdo clinica. Frente a esse
fato e tendo em vista a j& descrita susceptibilidade dos eritrocitos ao processo
de apoptose, que inclusive parece estar relacionado com a anemia de diversas
patologias e pode ser induzida por diferentes tipos de drogas, decidimos
estudar a apoptose eritrocitaria e sua participagdo na anemia no decurso da
infeccdo malarica. Primeiramente, avaliamos in vitro a capacidade da
cloroquina, mefloquina, artemisinina e quinina em induzir apoptose em
eritrécitos  humanos. Nesta primeira investigacdo, observamos que 0s
antimalaricos ndo tiveram efeito proapoptético nestas células e, portanto,
parecem nao participar da anemia da malaria através da indugéo de apoptose
eritrocitaria. Em seguida, estudando a infeccdo experimental de camundongos
Balb/c pelo Plasmodium yoelii 17XL, constatamos um aumento nos niveis
basais de apoptose de eritrocitos ndo parasitadas e sugerimos que este
aumento poderia estar contribuindo com a anemia neste modelo experimental
de maléaria. Porém, quando posteriormente examinamos em paralelo os niveis
de apoptose e o grau de anemia, ndo foi possivel observar relagdo entre estes
dois eventos, mas sim entre a carga parasitaria e 0s niveis de apoptose
detectados na fase tardia da infec¢ao. A possivel influéncia da parasitemia nos
niveis de apoptose eritrocitaria parece ter encontrado suporte quando
estudamos pacientes infectados pelo P. vivax. De fato, nessa infeccdo, que
cursa com baixa parasitemia, ndo detectamos alteracéo nos niveis de apoptose
eritrocitaria. Como a apoptose além de ter propriedades patogénicas, também
estd envolvida com a limitacdo da propagacdo de parasitas intracelulares,
avaliamos entdo in vitro a capacidade do P. falciparum de infectar eritrocitos
apoptoticos. Neste ultimo estudo, verificamos que estas células apoptéticas sdo
refratarias a infeccéo plasmodial e, portanto, poderiam participar no controle da
parasitemia na malaria.
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Abstract

Severe anaemia is a common complication associated to malaria and
plays an important role on mortality, particularly in children and pregnant
woman living in malaria hyperendemic African regions. It is well known that
together to other mechanisms leading to severe malaria anaemia, premature
elimination of non-parasitized red blood cells (nRBC) contributes to the genesis
of this malarial complication. Thus, considering the susceptibility of RBC to
apoptosis — process that has been related to the anaemia of several
pathologies and that can be induced by different drugs — we decided to study
erythrocytic apoptosis and its involvement in malaria-associated anaemia.
Firstly, we evaluated the in vitro capacity of chloroquine, quinine, artemisinin
and mefloquine to induce apoptosis in human RBC. In this first study, it was
observed that antimalarial drugs were not able to induce apoptosis in RBC and,
therefore, it seems that these drugs do not participate in malaria anameia
through induction of erythrocytic apoptosis. Next, studying the experimental
infection of P. yoelii 17XL in Balb/c mice, we noted increased levels of nRBC
apoptosis that could be related to anaemia in this malaria model. However,
when we analyzed, in parallel, apoptotic levels and anaemia degree, no
relationship between these two parameters was observed, although an
association between parasite load and apoptosis at the later stages of infection
had been observed. The putative influence of parasitaemia on apoptotic levels
seems to be supported by our studies with P. vivax malaria patients, since the
low parasitaemia observed in this infection was not followed by an increase of
erytrocytic apoptosis. Considering that besides to pathogenic proprieties,
apoptosis also participates in the innate defense trough restriction of
intracellular pathogens propagation, we also investigated if P. falciparum
parasites were able to infect apoptotic RBC. In this last study, it was possible to
observe that apoptotic RBC were refractory to in vitro plasmodial infection and,
therefore, it could act protectively by controlling malaria parasite propagation.
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1. Introducao

1.1. Situacao atual da malaria

Apesar de ser uma enfermidade cujos primeiros relatos datam de 2700
a.C. e da descoberta de um de seus agentes etiologicos ter ocorrido ha mais
de 130 anos, a maléaria continua sendo, atualmente, a doenca parasitaria de
maior prevaléncia em todo mundo (Figura 1.1) (Neghina et al., 2010; Garcia,
2010). Segundo os ultimos dados da Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2010a), somente no ano de 2009 ocorreram cerca de 225 milhdes de casos de
malaria e 780 mil mortes, dos quais, neste ultimo caso, 85% foram de criancas
com idade inferior a cinco anos de idade. Assim, estima-se que uma em cada
cinco criancas (20%) que vive em areas endémicas africanas morra devido a

malaria (WHO, 2011).

B Areas ou paises onde a malaria ocorre
Areas ou paises com risco limitado de transmiss3o

Figura 1.1. Distribuicdo dos casos de malaria no mundo segundo a
Organizagao Mundial de Saude. Fonte: http://gamapserver.
who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Malaria_2010.png.


http://gamapserver/

Embora uma reducdao significativa no numero global de casos de malaria
tenha ocorrido nos ultimos dez anos, esta doenca ainda esta presente em 106
paises/territorios das regides tropicais e subtropicais do mundo, pondo em risco
de infeccdo aproximadamente 3,3 bilhdes de pessoas, 0 que equivale a cerca
da metade da populacdo mundial (Figura 1.1) (WHO, 2010a). Dentre as areas
endémicas distribuidas nas regides definidas de acordo com a Organizacéo
Mundial de Saude (Figura 1.2), somente aquelas da regido subsaariana detém
78% dos casos de malaria e 91% dos numeros de morte, enquanto que o
restante dos casos esta distribuido nas areas das demais regifes, sendo o
sudeste asiatico a segunda maior regido em nuamero de casos e de morte, com
o percentual respectivo de 15% e 6%, acompanhado pelo leste do

Mediterraneo, Pacifico oriental, Américas e Europa (Figura 1.1) (WHO, 2010a).

[] Repiso africana B Repiso do sudeste asiatico Repido leste do Mediterrdneo
B RepizodasAméricas [l Repido europeia I Reiso do Pacifico Ocidental

Figura 1.2. Regides da Organizacdo Mundial de Saude. Fonte:

http://www.who.int/about/regions/en/index.html.

O continente americano, onde 21 paises das Américas do Sul e Central
possuem areas endémicas de malaria, contribui com menos de 1% do total de

casos de malaria do mundo (WHO, 2010a). Dentre estes paises, somente o



Brasil concentra cerca de 60% dos casos das Ameéricas (Ferreira & Silva-
Nunes, 2010; WHO, 2010a). Embora grande parte do territério brasileiro
apresente condicfes de transmissdo da maléaria, a grande maioria dos casos
(99,8%) esta concentrada na Amazoénia Legal, que compreende a regido norte
mais os estados do Mato Grosso e Maranhéo (Figura 1.3) (Oliveira-Ferreira et
al., 2010; Secretaria de Vigilancia em Saude/SVS, 2011a). Nos demais estados
brasileiros os casos registrados sdo quase que na sua totalidade importados da
regido amazbdnica ou de outros paises. Segundo a SVS (2011b), foram
registrados na Amazébnia legal 334 mil casos no ano de 2010, sendo os
estados do Para, Amazonas e Ronddnia os principais em numeros de casos

com, respectivamente, 135.348, 74.573 e 43.589 registros.

IPA (casos/1.000 hab)
"°: NE [CJsem transmissao
N
(o] L

[eaixorisco: <10
SM gss EMédio risco: 210 e <50

.Alto risco: 250

Figura 1.3. Areas malarigenas brasileiras de acordo com a Incidéncia

Parasitaria Anual (IPA) do ano de 2010. Fonte: SVS, dados néo publicados.



1.2. Agentes etiolégicos da malaria

Os agentes etioldgicos da malaria sdo protozoarios pertencentes ao
género Plasmodium — taxon que integra o Filo Apicomplexa, no qual estdo
exclusivamente incluidos parasitas intracelulares obrigatérios caracterizados
pela presenca, em pelo menos um dos estagios do seu ciclo biolégico, de um
singular complexo apical que tem importante funcdo na invasdo a célula
hospedeira (Rich & Ayala, 2003). Atualmente, estdo descritas mais de 200
espécies de plasmddios que parasitam, especificamente, grupos ou espécies
de répteis, aves ou mamiferos, podendo ou ndo causar doenca nestes
hospedeiros (Rich & Ayala, 2003).

Classicamente, quatro espécies sdo os parasitas da malaria humana: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Contudo, baseado em casos
humanos de maléaria no Sudeste Asiatico causadas por um parasita tipicamente
simiano, o P. knowlesi foi mais recentemente reconhecido como a quinta
espécie plasmodial responséavel pela infeccdo no homem (Singh et al., 2004;
(Cox-Singh et al., 2008; Sabbatani et al., 2010). Entre as espécies plasmodiais,
P. falciparum e P. vivax sdo os principais agentes da malaria humana no
mundo, com 95% dos casos dessa doenca atribuidos a estes dois plasmédios
(Garcia, 2010).

P. falciparum é o mais prevalente, sobre tudo na Africa, onde se
concentra a grande maioria dos casos de malaria do mundo. Nao obstante a
sua maior prevaléncia, esta espécie é a principal responsavel pelas infec¢cdes
graves e letais em individuos ndo imunes quando a doenca nao €
imediatamente diagnosticada e o paciente ndo € submetido ao tratamento

apropriado. J& o P. vivax, que € o plasmddio mais amplamente distribuido no



mundo, responde por 25-40% dos casos de malaria e contribui
consideravelmente para os casos de malaria fora do continente Africano
(Arévalo-Herrera et al., 2010; Quintero et al., 2011). As infec¢cdes causadas
pelo P. vivax geralmente ndo s&o letais embora possam causar significativa
morbidade, particularmente nos casos dos individuos primoinfectados ou
guando associada a outra patologia.

No Brasil, sdo endémicos o P. vivax, P. falciparum e P. malariae, dos
quais o P. vivax € o mais prevalente, tendo sido responséavel por 83,7% dos
casos registrados de malaria em 2010, seguido do P. falciparum com 16,3%
(SVS, 2011). Ja as infec¢Bes pelo P. malariae sdo de ocorréncia mais rara
(<1% dos casos notificados) e acredita-se que devido ao uso exclusivo do
exame de gota espessa para o diagndéstico, parte das infeccbes tem sido
erroneamente atribuida ao P. vivax. De fato, utilizando-se a técnica de PCR
(Polymerase chain reaction) para o diagnéstico molecular do P. malariae em
algumas areas endémicas brasileiras, ja se péde constatar uma subestimacéo
da prevaléncia desse plasmédio quando o diagnéstico foi realizado pela gota

espessa (Cavasini et al., 2000; Scopel et al., 2004).

1.3. Ciclo bioldgico do Plasmodium

A manutencado da transmissao dos parasitas da malaria ao homem em
areas endémicas é garantida primordialmente pela presenca de espécies de
mosquitos do género Anopheles (Figura 1.4). Isso se deve ao fato dos
plasmodios, parasitas heteroxenos, desenvolverem seu ciclo evolutivo

alternando uma fase de vida sexuada nos vetores invertebrados, os anofelinos,



com uma fase assexuada nos hospedeiros vertebrados, neste caso, 0 homem

(Figura 1.5) (Hafalla et al., 2011; Vaughan et al., 2008).

Figura 1.4. Anopheles darlingi: principal vetor da maléaria no Brasil. Fonte: Dr.
Marcelo de Campos Pereira, Universidade de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Departamento de Parasitologia. Disponivel em:

http://www.icb.usp.br/~marcelcp/Default.htm.

A infeccdo plasmodial no homem tem inicio quando fémeas de
anofelinos infectadas, ao fazerem seus repastos sanguineos, inoculam na
derme humana formas parasitarias infectantes denominadas esporozoitas, que
haviam se acumulado em suas glandulas salivares. Apos migrarem através do
tecido subcutaneo, varios esporozoitas ganham a corrente sanguinea e, por
essa via, alcancam o figado, quando invadem os hepatdcitos e iniciam o
estagio hepatico da infeccdo. Ao penetrar nos hepatocitos, 0s esporozoitas se
multiplicam por esquizogonia, sofrendo véarias mitoses e dando origem aos
esquizontes hepaticos repletos de merozoitas. Ao final desse processo, 0s
merozoitas sao liberados na luz dos sinusoides hepaticos dentro de estruturas
vesiculares denominadas merossomos, que sao oriundas da membrana celular

dos hepatdcitos infectados. Através da corrente sanguinea, estas estruturas



alcancam os pulmdes, rompendo-se e, entdo, liberando nos capilares desse
O0rgdo 0s merozoitas capazes de invadir os eritrocitos, originando assim o

estagio eritrocitico da infeccao.
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Figura 1.5. Ciclo evolutivo dos plasmdédios que infectam o homem. As formas
hipnozoitas séo tipicas das infeccbes pelo P. vivax ou pelo P. ovale. Fonte:
Mueller et al., 2009.

No ciclo biolégico do P. vivax e P. ovale, no entanto, nem todos os
esporozoitas que infectam os hepatdcitos entram inicialmente em processo de
esquizogonia. Ao invés disso, se desenvolvem em formas hepaticas latentes
chamadas hipnozoitas, capazes de permanecer por um longo periodo de
tempo no interior dos hepatécitos e ativar, ap0s este periodo, 0 processo

esquizogbnico que dard inicio a um novo estagio eritrocitico.




No interior dos eritrécitos, os merozoitas iniciam um novo processo de
esquizogonia, passando por trés estagios sanguineos sucessivos e
morfologicamente distintos: o trofozoita jovem, o trofozoita maduro e, por fim, o
esquizonte. Como consequéncia do amadurecimento dos esquizontes, ocorre a
lise dos eritrécitos e, entdo, os merozoitas sanguineos liberados invadem
novos eritrocitos, mantendo dessa forma o ciclo eritrocitico do parasita,
responsavel pelas manifestacées clinicas da infeccéo.

Em um dado momento e por mecanismos desconhecidos, alguns
merozoitas apds a invasdo dos eritrocitos ao invés de se desenvolverem em
esquizontes, se diferenciam em formas eritrociticas sexuadas — 0s gametocitos
femininos (macrogametodcitos) e masculinos (microgametécitos) — que
amadurecem sem sofrer divisdo celular. Essas formas sexuadas ao serem
ingeridas pelo mosquito vetor durante o repasto sanguineo daréo continuidade
ao ciclo evolutivo do parasita.

Ao chegarem a luz do estbmago do mosquito, e com o rompimento dos
eritrocitos, o0s gametocitos se diferenciam em gametas femininos
(macrogametas) e masculinos (microgametas). Diferentemente do gametdcito
feminino, o masculino sofre enorme transformacédo, processo denominado
exflagelacdo, na qual originam gametas masculinos flagelados. Em seguida,
com a fertilizagdo do gameta feminino pelo masculino, forma-se um zigoto
alongado e mével que constitui 0 unico momento de diploidia do parasita — o
oocineto. Esta forma migra através do epitélio do estbmago do mosquito,
alojando-se sobre a membrana basal e iniciando um novo processo de
diferenciacdo que resulta no oocisto. O oocisto multiplica-se por esporogonia,

sofrendo uma divisdo meidtica reducional, seguida de varias divisbes mitoticas



que geram milhares de esporozoitas haploides. Uma vez completada a
maturacdo, o oocisto se rompe liberando na hemocele do mosquito os
esporozoitas, que através da hemolinfa sdo difundidos por todo o organismo do
mosquito. Ao atingirem as glandulas salivares, 0os esporozoitas asseguram a
transmissao do parasita para o homem e, consequentemente, a manutencéo

do ciclo parasitario.

1.4. Manifestacgdes clinicas da maléaria

A duracdo do estagio hepatico no homem corresponde ao periodo de
incubacdo da malaria, no qual ndo se observa manifestacdes clinicas de
infeccdo. Esse periodo difere segundo a espécie plasmodial, durando em geral
de 8-11 dias para o P. falciparum, 8-17 dias para o P. vivax, 18-40 dias para o
P. malariae, 10-17 dias para o P. ovale e 9-12 dias para o P. knowlesi (Bruce-
Chwatt, 1985; Mutis et al., 2005, Cox-Singh et al., 2008; Gracia, 2010).

Os sintomas e sinais clinicos da infeccéo, portanto, ocorrem durante o
estagio eritrocitico, sendo notavelmente influenciados pelo rompimento dos
eritrocitos parasitados que, por liberarem toxinas autdlogas e parasitarias na
corrente sanguinea, determinam o paroxismo febril da doenca, caracterizado
pela triade malérica: calafrio, febre e sudorese. Por estar relacionado a lise
eritrocitaria ao final do processo esquizogbnico do parasita, este paroxismo
pode se apresentar com periodicidade que varia de acordo com o
desenvolvimento intraeritrocitico de cada espécie plasmodial, ocorrendo,
aproximadamente, a cada 48 horas para o P. falciparum, P. vivax ou P. ovale,
72 horas para o P. malariae e 24 horas para P.knowlesi (Bruce-Chwatt, 1985;

Mutis et al., 2005, Cox-Singh et al., 2008; Gracia, 2010).



Entretanto, tal periodicidade tipica da infeccdo malarica pode estar
ausente nos estagios iniciais da doenca devido ao assincronismo na maturacao
de uma ou mais geracdes de parasitas. Nesta fase, aléem de febre baixa sem
periodicidade, os sintomas usualmente predominantes sdo cefaleia, mal estar,
fadiga, inquietacdo, sonoléncia, recusa alimentar, nauseas, diarreia e dores
musculares (Bruce-Chwatt, 1985; Mutis et al., 2005, Garcia, 2010).

Com o avancar da infeccdo e sem o diagndstico precoce e tratamento
adequado, a malaria pode evoluir para complicagcbes graves e letais,
principalmente em individuos ndo imunes infectados pelo P. falciparum, que é
sem duvida o principal responsavel pelas formas graves da malaria (Tripathy et
al., 2007; Tjitra et al., 2008, WHO, 2010b). Com a capacidade de invadir
eritrocitos de qualquer idade e produzir as maiores quantidades de merozoitas
dentre o0s plasmédios que acometem o homem, o P. falciparum
constantemente esta associado as infecgcdes com hiperparasitemia - um dos
fatores complicadores da doenca (Maguire & Baird, 2010; Garcia, 2010;
Sowunmi et al., 2011). Ademais, fenbmenos como o enrijecimento celular dos
eritrocitos parasitados e a citoaderéncia das formas eritrociticas maduras
(trofozoitas e esquizontes) na microvasculatura também estdo intimamente
ligados a alta patogenicidade do P. falciparum (Miller et al., 2002).

As complicacbes decorrentes da infeccdo pelo P. falciparum incluem,
alem de hiperparasitemia, malaria cerebral, hipertermia prolongada, anemia
grave, hipoglicemia, insuficiéncia renal, disfuncéo hepatica, acidose metabdlica,
edema pulmonar, choque e coagulopatias (Garcia, 2010; WHO, 2010b).

Similarmente as infec¢des pelo P. falciparum, aquelas causadas por P.

knowlesi também podem estar associadas com hiperparasitemias e com o
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desenvolvimento de formas graves e letais da maléaria (Cox-Singh et al., 2008;
Maguire & Baird, 2010; Cox-Singh et al., 2010). A falta de predilecdo por uma
ou outra populacédo de eritrdcitos e o ciclo esquizogbnico que se repete a cada
24 horas, provavelmente sdo os principais influenciadores para o agravamento
dos casos causados pelo P. knowlesi (Garcia, 2010), uma vez que o fenbmeno
de citoaderéncia de formas eritrociticas parece nao ocorrer com essa espécie
plasmodial (Daneshvar et al., 2009; Cox-Singh et al., 2010). Embora a
transmissdo do P. knowlesi ao homem esteja atualmente restrita a algumas
regides do sudeste asiatico onde habitam simianos hospedeiros reservatorios
(Macaca fascicularis, M. nemestrina, M. inus e Saimiri scirea), as infecgdes por
P. knowlesi emergem como uma zoonose relevante para saude publica
mundial (Kantele et al., 2008; Sabbatani et al., 2010).

Ja no caso das infeccbes causadas pelo P. vivax, P. malariae ou P.
ovale, é tradicionalmente conhecido que estas sdo benignas e ndo costumam
levar a complicacbes, em parte, devido a preferéncia dessas espécies de
infectar eritrocitos imaturos (P. vivax e P. ovale) ou senescentes (P. malariae),
que, por suas pequenas disponibilidades, limitam o aumento das densidades
parasitarias (Maguire & Baird, 2010). No entanto, casos de malaria complicada
associados a estas espécies tém sido identificados (Maguire & Baird, 2010),
sobretudo quando o P. vivax era o plasmaddio infectante (Tjitra et al., 2008;
Sharma & Khanduri, 2009; Parakh et al., 2009; Alexandre et al.,, 2010;
Srivastava et al., 2011; Tanwar et al., 2011). Nas infec¢bes por P. vivax, assim

como por P. ovale, recaidas da doenca ap06s um periodo assintomatico de

semanas, meses ou anos, também podem ocorrer como resultado da
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maturacdo dos hipinozoitas latentes no figado (Krotoski, 1989; Garcia, 2010;

Maguire & Baird, 2010).

1.5. Populacdes susceptiveis a malaria grave

Os casos graves e letais de malaria acometem, majoritariamente,
criancas menores de cinco anos de idade que residem em areas africanas de
alta transmissdo do P. falciparum (Figura 1.6) (Druilhe & Pérignon, 1999;
Greenwood 2005; WHO, 2010a). Em que se pesem os fatores genéticos e
ambientais (Lopez et al., 2010), a maior susceptibilidade dessas criancas se da
essencialmente pela auséncia de uma imunidade clinica capaz de inibir as

formas graves da doenca.
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Figura 1.6. Esquema classico da aquisicdo de imunidade clinica em regides
africanas hiperendémicas de malaria. Fonte: Marsh & Kinyanjui, 2006.

E classicamente conhecido que em areas de elevada transmissdo de
malaria a aquisicdo de uma imunidade protetora (premunicédo), capaz de

manter niveis baixos de parasitemia e evitar as manifestagbes clinicas da
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doenca, ocorre de maneira lenta e dependente da exposicdo continua e
interrupta ao parasita, sendo necessarias multiplas infec¢des e, portanto, seria
um fenbmeno intimamente relacionado a idade (Figura 1.6) (Druilhe &
Pérignon, 1999). Entretanto, alguns trabalhos ja evidenciaram que o
desenvolvimento de uma imunidade clinica em criancas e adultos pode ocorrer
apos algumas poucas infeccbes (Baird, 1995; Gupta et al., 1999).
Independente do numero de infeccdes prévias necessarias para se adquirir
uma imunidade protetora, as criancas mais jovens de areas hiperendémicas,
por ndo terem experienciado infec¢des prévias, continuam representando o
grupo mais vulneravel as complicacbes da malaria. Ademais, estudos
realizados por Baird (1995) com migrantes ndo imunes sugerem que a
maturidade do sistema imunolégico presente nos adultos leva ao
desenvolvimento mais rapido da imunidade antimalarica do que em criancas.

JA em areas de menor transmissdo, os quadros de malaria grave,
embora menos frequentes, ndo estdo estritamente associados a um
determinado grupo etério (Reyburn et al., 2005; Dondorp et al., 2008). Nestas
areas a exposicdo limitada a malaria determina uma reduzida imunidade
populacional que se traduz numa susceptibilidade a doenc¢a que independe da
idade do individuo infectado.

Dentre os grupos vulneraveis ao desenvolvimento de maléaria grave,
também se incluem: i) migrantes e viajantes ndo imunes, provenientes de areas
nao malarigenas ou de baixa endemicidade (Schwartz et al., 2001; Mascarello
et al., 2008; Seringe et al., 2011) e; ii) individuos imunossuprimidos, tais como
gravidas e pacientes HIV positivos, nos quais se observam uma reducdao na

imunidade antimalarica (Schantz-Dunn & Nour, 2009; Flateau et al., 2011).

13



1.6. Anemia da malaria

A anemia é uma das mais comuns desordens clinicas e é uma das
principais responsaveis pela morte de criancas e mulheres gravidas nos paises
em desenvolvimento (Noor, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2008), a anemia (definida por uma concentracdo de hemoglobina
inferior aos niveis esperados por idade, sexo e condi¢do de gravidez - Tabela
1.1) afeta globalmente 1,6 bilhBes de pessoas, cerca de 25% da populacéo
mundial, sendo as maiores prevaléncias observadas entre criancas menores de
cinco anos de idade (61,7-67,5%) e mulheres gravidas (51,9-59,6%) das

regides africanas (Figure 1.7).

Tabela 1.1. Taxas basais de hemoglobina de acordo com o sexo, a faixa

etaria e o estado de gravidez.

Idade e/ou género Hemoglobina basal (g/dL)
Criancas (0,5-4 anos) 11,0
Criancas (5-11 anos) 11,5
Criangas (12-14 anos) 12,0
Mulheres nao gravidas (2 15 anos) 12,0
Mulheres gréavidas 11,0
Homens (2 15 anos) 13,0

Fonte: WHO, 2008

Diversos fatores, que podem ocorrer isoladamente ou em conjunto, sao
responsaveis pelos quadros de anemia. Dentre estes fatores, que incluem
deficiéncia de ferro, doencas infecciosas e desordens genéticas da
hemoglobina, a malaria tem sem duvida significante contribuicdo para a anemia

nas areas malarigenas (WHO, 2008). De fato, em varios inquéritos
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epidemioldgicos envolvendo criancas africanas, o risco de ser acometido por
uma anemia estava significativamente relacionado com a presenca da infeccéo
plasmodial (Boele van Hensbroek et al., 2010; Green et al., 2011; Muoneke et
al., 2011; Magalhdes & Clementes, 2011). Inclusive, em um desses estudos
realizados por Muoneke e colaboradores (2011), observou-se que a malaria
estava implicada em até 64,3% dos casos de anemia grave (hemoglobina <

5g/dL) admitidos em um hospital de referéncia na Nigéria.

Prevaléncia da anemia

[] nNormal (<5.0%)
[] media(5.0-19,9%)
[ Moderada (20,0-39,9%)

Bl ~tta(>40.0%)
[] sem dados

Figura 1.7. Prevaléncia mundial da anemia em criangas menores de cinco
anos (A) e em mulheres gravidas (B) segundo a Organizacao Mundial de
Saude. Fonte: WHO, 2008.
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Devido a maior prevaléncia e alta patogenicidade, o P. falciparum é a
espécie plasmodial majoritariamente implicada nos casos de anemia grave.
Entretanto, as infec¢des pelo P. vivax também podem estar associadas com
esta complicacdo da infeccdo malérica (Tjitra et al., 2008; Poespoprodjo et al.,
2009; Alexandre et al., 2010; Srivastava et al., 2011). De fato, o envolvimento
do P. vivax em casos de anemia grave fica bastante evidente nos estudos
realizados na Indonésia por Tjitra e colaboradores (2008), no qual esta
complicacéo foi implicada em 87% dos casos de malaria grave causados pelo
P. vivax

Porém, convém salientar que diversos outros fatores indutores de
anemia, tais como a deficiéncia de ferro, as parasitoses intestinais e a
desnutricdo, também sdo bastante comuns nas areas malarigenas e, por
conseguinte, tornam a génese da anemia associada a malaria um processo
multifatorial (Menendez et al., 2000; Casals-Pascual & Roberts, 2006).
Ademais, ja foi evidenciado que algumas drogas antimaléaricas rotineiramente
utilizadas, tais como artesunato, artemeter e primaquina, também sao capazes
de alterar os parametros eritrocitarios normais em ratos, macacos cinomolgos e
humanos clinicamente sadios, podendo levar a uma anemia moderada
(hemoglobina entre 5 e 8g/dL) em criangas menores que 12 anos de idade (Xie
et al., 2005; Clark et al., 2008; Efferth & Kaina, 2010; Shekalaghe et al., 2010;
Clark, 2011).

Frente a estes fatos, os modelos experimentais animais tém sido de
grande utilidade na elucidacdo dos mecanismos fisiopatoldégicos da malaria
envolvidos no desenvolvimento da anemia (Tabela 1.2), uma vez que além de

possibilitarem analises na auséncia de fatores secundarios a infeccdo malaria,
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permitem abordagens que por questfes éticas e técnicas sdo limitadas nas
pesquisas envolvendo seres humanos (Lamb et al., 2006; Lamikanra et al.,
2007; Quintero et al., 2011).

Tabela 1.2. Modelos murinos de anemia da malaria.

Espécie plasmodial/ Linhagem do Caracteristicas da Caracteristicas da
cepa ou clone camundongo infecgcdo anemia

P. chabaudi chabaudi

AS, CB, AJ,ER C57BL/6 Na&o letal Anemia aguda com hemodlise
extravascular ~acompanhada de
Sequestro de formas maduras reticulocitose apos pico de
parasitemia
Ald Letal Anemia aguda de rapida progresséo

Sequestro de formas maduras

P. berghei
ANKA C57BL/6 e CBA/J Letal Anemia aguda
Sindrome cerebral Resposta inadequada de reticulécitos
Pouco sequestro de formas maduras
ANKA BALB/c e DBA/2 Letal, mas também infecgéo cronica Anemia crbnica em animais semi-
induzida por drogas imunes
Sem sindrome cerebral
P. berghei Ratos Letal Anemia em animais
esplenectomizados
P. yoelii
17X BALB/c N&o letal Invade somente reticul6citos
Sequestro de eritrocitos parasitados Eliminacéo prematura dos eritrcitos
nos vasos cerebrais - Lo
Aumento na rigidez dos eritrocitos
parasitados
17XL BALB/c Sindrome cerebral letal com sequestro Invade eritrécitos de todas as idades
de eritrécitos parasitados nos vasos .
cerebrais Anemia aguda
P. vinckei BALB/c Letal Inibicdo da eritropoiese

Fonte: Lamikanra et al., 2007

1.7. Participacao dos eritrécitos néo parasitados na anemia da malaria
Considerando que a malaria é causada por um parasita intracelular
obrigatério que infecta e destrdi eritrécitos, ndo deveria ser surpreendente que
uma das complicagfes mais comuns da maléaria seja uma anemia. No entanto,
a destruicdo mecéanica dos eritrocitos pelo parasita e o sequestro dos eritrocitos

parasitados nos capilares profundos nao explicam a gravidade e a extensao da

anemia na infeccéo (Zuckerman, 1964). E bem conhecido que pode ndo haver
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relacdo entre o grau de anemia e a intensidade da parasitemia — anemia grave
pode ser observada em pacientes com baixas parasitemias — e que mesmo
apos tratamento com drogas antimalaricas a anemia pode persistir (Abdalla et

al., 1980; Phillips et al., 1986; Carvalho et al., 2003).

Em vista desses fatos, tem sido proposto que em adicdo a destruicao
dos eritrocitos parasitados, tanto 0 aumento da eliminacédo de eritrocitos néo
parasitados quanto a diminuicdo da producdo dessas células devido a
disfuncéo na eritropoiese teriam importantes contribuicbes para a patogénese
da anemia na maléaria (Clark & Cowden, 2003; Chang & Stevenson, 2004,

Schofield & Grau, 2005).

O envolvimento dos eritrocitos ndo parasitados no desenvolvimento da
anemia ja foi constatado em individuos infectados por P. falciparum
manifestando malaria grave (Looareesuwan et al., 1991). De fato, eritrocitos
ndo parasitados autdlogas marcadas com Cr>* e administradas por via
intravenosa eram eliminadas de forma mais acelerada em pacientes com
malaria grave do que em individuos sadios ou com malaria ndo complicada.
Experimentos com camundongos BALB/c semi-imunes e ratos “Wistar’
infectados com P. berghei ANKA — modelos nos quais as infecc6es maléaricas
apresentam baixas parasitemias e grau de anemia similar ao observado em
humanos com anemia grave — também apontam para o comprometimento dos
eritrocitos nao parasitados (Evans et al., 2006). Nesses modelos murinos,
eritrocitos biotinilados in vivo eram eliminados em poucos dias da circulagdo
dos animais infectados, mesmo quando os eritrécitos eram provenientes de
animais controles ndo infectados. Somam-se a esses trabalhos, os de Jakeman

e colaboradores (1999), que através do uso de modelo matematico e dados
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obtidos de pacientes com neurosifilis submetidos a terapia com P. falciparum,
calcularam que para cada eritrocito parasitado cerca de nove eritrocitos néo

parasitados sdo destruidos.

Dois mecanismos centrais poderiam atuar na eliminacao dos eritrocitos
nao parasitados: a hemolise intravascular e a eritrofagocitose. A hipotese de
hemolise intravascular parece pouco provavel jA que sinais tipicos como a
secrecdo de hemoglobina na urina, ndo tém sido constatados tanto em modelo
experimental quanto na infeccdo humana (Phillips et al., 1986; Goka et al.,
2001; Schofield & Grau, 2005; Evans et al., 2006). Além disso, eritrocitos de
pacientes com anemia grave possuem uma maior expressao do receptor CD59
cuja expressao esta envolvida com a prevencdo de hemdlise provocada pela
ativacdo do sistema complemento (Waitumbi et al., 2000). Portanto, € pouco
provavel que o processo hemolitico tenha grande importancia na anemia da

malaria.

Em contraste, a hiperativacdo do sistema fagocitico parece ser o maior
responsavel pela eliminacdo dos eritrocitos ndo parasitados na infeccdo
malarica. Evidéncias para essa proposicdo ndo se baseiam apenas na
observacdo da fagocitose de eritrocitos ndo parasitados por macrofagos do
baco, figado e medula éssea durante a infeccdo de camundongo ou por
mondcitos e macrofagos na infec¢cdo humana (Weidanz & Long, 1988; Abdalla,
1988; La Raja, 2002). Em estudos realizados por Biemba e colaboradores
(2000) a anemia grave na malaria estava diretamente associada com o
aumento da concentracao plasmatica de neopterina — marcador da atividade de
macréfagos — e inversamente correlacionada com os niveis de IL-4. De fato,

em um trabalho anterior feito por esse mesmo grupo com criancas infectadas
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por P. falciparum com malaria cerebral, j& havia sido mostrado que a
persisténcia de anemia em determinadas criancas apds tratamento estava
associada com a permanéncia da resposta imune Thl, mensurada pelos niveis
de neopterina, e com o declinio dos niveis de IL-4 — citocina de perfil Th2
(Biemba et al., 1998). Considerando que a atividade macrofagica pode
permanecer apos tratamento, isso poderia explicar em parte a persisténcia da

anemia apos a completa eliminagcéo do parasita.

De fato, Evans e colaboradores (2006) mostraram a importancia dos
macrofagos na anemia da malaria através da administragdo in vivo de
lipossomos de clodronato — composto utilizado para deplecdo desse tipo
celular. Dessa maneira, a eliminacdo dos macréfagos em camundongos
BALB/c semi-imunes infectados com P. berguei ANKA foi capaz de diminuir a
gravidade da anemia nestes animais quando comparada com o decurso da

anemia nos animais controles infectados.

Apesar de ser evidente a importancia dos macréfagos e da fagocitose na
patogénese da anemia maléarica e, embora ja tenha sido observada uma maior
susceptibilidade a fagocitose de eritrécitos de criangas malaricas com anemia
grave quando comparadas com as de criancas com malaria ndo complicada ou
assintomatica (Waitumbi 2000), ainda ndo estdo bem esclarecidas as vias

pelas quais os eritrécitos ndo parasitadas sdo direcionados para a destruicao.

Uma das hipéteses levantadas é que os eritrocitos ndo parasitados
seriam conduzidos a fagocitose através da sensibilizacdo por anticorpos e
componentes do sistema complemento. Nesse caso a sensibilizacado ocorreria
por anticorpos dirigidos contra antigenos do parasita adsorvidos ativa ou
passivamente na superficie desses eritrocitos ndo parasitados (Layez et al.,
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2005; Bratting et al., 2008) ou por autoanticorpos dirigidos contra antigenos da
membrana dos eritrécitos expostos ou alterados fisico/quimicamente por
substancias derivadas ou induzidas pelo parasita (cripto/neo-antigenos)
(Daniel-Ribeiro & Zanini, 2000; Ekvall et al., 2001; Pantaleo et al., 2008). Além
disso, ja foi demonstrado que criangas com anemia grave por P. falciparum
expressam menores niveis dos receptores CR1 e CD55 — ambos localizados
na superficie dos eritrécitos e relacionados com a protecdo dessas células
contra a deposicdo de componentes do sistema complemento, tal como
fragmentos de C3 — do que aquelas com malaria ndo complicada ou com

malaria cerebral (Waitumbi et al., 2000; Stoute, 2005).

Esses acontecimentos poderiam explicar os resultados relatados por
diferentes autores concernentes a positividade nos testes de Coombs direto
apresentada por pacientes com infeccdo por P. falciparum (Abdalla, 1986;
Merry et al., 1986; Goka et al., 2001). Entretanto, anticorpos e componentes do
complemento parecem ndo serem 0s Unicos componentes envolvidos com a
eliminacdo dos eritrécitos, visto que nesses relatos nem sempre a correlacao
entre a gravidade da anemia e os niveis de IgG/componentes-do-complemento
associados a superficie dos eritrcitos era constatada (Abdalla, 1986; Merry et
al., 1986). Consequentemente, vias fagociticas independentes de opsonizacgéo,
como a mediada pela fosfatidilserina na superficie dos eritrcitos parasitados
(Turrini et al.,, 1992), poderiam participar na eliminacdo dos eritrécitos néo

parasitados.

E bem estabelecido que durante o desenvolvimento intraeritrocitico do P.
falciparum os eritrocitos parasitados, com o decorrer da maturacéo parasitaria,

perdem progressivamente sua propriedade de deformacdo. Isto ocorre,
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provavelmente, devido a insercdo de antigenos plasmodiais na superficie e no
citoesqueleto dessas células e ao estresse oxidativo gerado pelo parasita que
seria capaz de diminuir a flexibilidade da membrana celular (Dondorp et al.,
2000). Por conseguinte, outra possibilidade para o desenvolvimento da anemia
na malaria seria a reducdo prematura da deformidade dos eritrécitos - que €
capaz de dificultar o seu fluxo pelos sinusdides do baco, levando-as a
fagocitose pelos macréfagos esplénicos (Dondorp et al., 1999; Dondorp et al.,
2000; Clark & Cowden, 2003).

Realmente, estudos realizados por Dondorp e colaboradores (1999),
mostraram que tanto eritrécitos parasitados quanto ndo parasitados de
pacientes infectados por P. falciparum apresentam menor capacidade de se
deformarem do que os eritrécitos de individuos ndo infectados. Estes autores
relataram ainda, que o aumento dessa rigidez celular observada no decurso da
infeccdo estava fortemente relacionado com a gravidade da anemia. Frente a
essas observacles, foi sugerido que a diminuicdo da deformidade dos
eritrocitos ndo parasitados poderia ser deflagrada pela liberacdo de fatores
sollveis produzidos pelo parasita ou por estresse oxidativo gerado por
substancias produzidas pelo hospedeiro em resposta a infeccdo, como as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio — compostos associados com a
anemia grave na maléaria e capazes de causar danos aos eritrocitos (Dondorp
et al., 2000; Griffiths et al., 2001; Clark & Cowden, 2003; Keller et al., 2004).

Mais recentemente, o efeito da malaria na deformidade dos eritrgcitos foi
reavaliado num estudo conduzido por Handayani e colaboradores (2009), que
investigaram esse fendmeno celular tanto na infeccdo pelo P. falciparum

guanto pelo P. vivax. Neste estudo foi possivel demonstrar que diferentemente
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dos eritrocitos na malaria falciparum, qgue mostram um perfil de rigidez celular,
aguelas provenientes da infeccdo pelo P. vivax, parasitadas ou nao, foram
caracterizadas por uma aumentada flexibilidade e fragilidade. Embora ndo se
saiba o motivo e as consequéncias dessa diferenca, esse achado suporta a
concepcao de que a distingdo bioldgica entre o P. falciparum e o P. vivax é
acompanhada de diferentes mecanismos patogénicos que levam a anemia
malarica (Anstey et al.,2009).

Em adicdo aos fatores parasitarios e do hospedeiro, os antimalaricos
também podem estar envolvidos na eliminacdo dos eritrécitos ndo parasitados
durante o tratamento da malaria. Essa premissa pode ser suportada pela ja
demonstrada capacidade da artemisinina e seus derivados (dihidroartemisinina,
artemeter e artesunato) de promoverem, in vitro, a lise e diminuicdo na
deformidade de eritrocitos humanos (Gu et al.,, 1986; Scott et al., 1989).
Ademais, também tem sido constatado em estudos realizados pelo grupo de
MacMillan em ratos que o tratamento in vitro de eritrcitos com compostos
oriundos do metabolismo da primaquina induz in vivo uma acelerada
eliminacao dessas células via fagocitose (Bolchoz et al., 2001; Bowman et al.,

2004 e 2005).

1.8. Apoptose

A apoptose € um processo fisiolégico de morte celular programada que
representa um dos principais mecanismos para a sobrevivéncia dos
organismos multicelulares. Esse processo celular tem participacdo crucial no
desenvolvimento embriogénico e na homeostasia tecidual, agindo no controle

das populacdes celulares como um mecanismo de delecdo celular com funcéo
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oposta a da mitose (Kerr et al., 1972; Duke et al., 1996). A apoptose também
atua como um dos mecanismos de defesa do organismo através da eliminacéo
de células envelhecidas, danificadas, cancerigenas ou infectadas (Duke et al.,
1996; Dockrell, 2001).

O processo apoptético em células de mamiferos tem sido bem
caracterizado e compreende varias mudancas morfologicas e eventos
bioquimicos que ocorrem desde o inicio de sua ativacdo até a completa
deflagracdo do processo e eliminacdo da célula apoptética. Dentre as
mudancas morfolégicas podemos destacar a diminui¢cdo do volume celular com
manutencdo da integridade das membranas celulares, formacdo de corpos
apoptoticos e a condensacao da cromatina. Os principais eventos bioquimicos
incluem fragmentacdo do DNA, exposicdo da fosfatidilserina na superficie
celular, perda do potencial transmembrana mitocondrial, clivagem de diversas
proteinas citoplasmaticas e nucleares e, sobretudo, a ativacdo de uma familia
especifica de proteases — as caspases, que sdo 0s componentes centrais das
vias bioquimicas que conduzem para a morte apoptotica (Chang & Yang, 2000;
Fadeel & Orrenius, 2005). A relacdo entre as caspases e a apoptose € tao
intima, que se a atividade dessas proteases € bloqueada, a morte celular e/ou
a deflagracdo dos eventos celulares associados a apoptose € inibida (Déas et
al., 1998; Chautan et al., 1999).

Duas principais vias levam a ativagdo das caspases e,
consequentemente, a apoptose: a via intrinseca mitocondrial e a via extrinseca
mediada por receptores. Na apoptose induzida por diferentes tipos de agentes
causadores de danos celulares, coletivamente denominados de “geradores de

estresse celular”, tais como radiagdes gama e ultravioleta, drogas citotéxicas,
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estresse oxidativo e auséncia de estimulo por fatores de crescimento ou
citocinas, a mitocondria tem funcao de acionar as vias bioquimicas que levam a
deflagracdo da apoptose através da liberacdo de moléculas capazes de ativar
caspases (Fumarola & Guidotti, 2004). Ja a via extrinseca requer o
envolvimento de receptores especificos presentes na superficie celular, sendo
a ativacdo das caspases decorrente da ligacdo desses receptores de morte
com seus ligantes (Chang & Yang, 2000; Wang et al., 2005).

Uma vez as caspases ativadas, um importante evento para o “sucesso”
do processo apoptotico - que € a eliminagéo da célula alvo sem que haja danos
para 0 organismo - é a externalizacdo da fosfatidilserina na superficie celular.
Inicialmente presente na face intracelular da membrana plasmatica e
exteriorizada durante os estagios iniciais da apoptose, a fosfatidilserina
promove 0 reconhecimento e a fagocitose das células apoptoéticas por
macrofagos e outras células em um processo mediado por receptores (Fadok &
Henson, 2003), prevenindo que as células apoptéticas cheguem a um estado
tardio com perda da integridade de membrana e liberacdo de componentes
intracelulares capazes de estimular uma resposta inflamatoria.

Além do seu efeito “opsonizador”, a fosfatidilserina também é capaz de
estimular resposta anti-inflamatéria em macréfagos apdés a fagocitose das
células apoptéticas, estimulando a liberacdo de IL-10, PGE2, TGF-B e outros

(Fadok & Henson, 2003).

1.9. Apoptose eritrocitaria

Embora a apoptose tenha sido extensamente estudada em células

nucleadas e seja caracterizada por marcantes eventos nucleares
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(fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina), tem sido mostrado que
células anucleadas também podem ser susceptiveis a esse processo de morte
celular.

A ideia de que o nucleo e as mudancas nucleares observadas durante a
apoptose ndo sdo necessarios para a deflagracdo desse processo de morte
celular foi inicialmente proposta em estudos utilizando células originalmente
nucleadas (Schulze-Osthoff et al., 1994; Castedo et al., 1996). Nestes estudos,
a retirada experimental da estrutura nuclear ndo foi capaz de inibir frente a
estimulos proapoptéticos o0s eventos citoplasmaticos morfolégicos e
bioquimicos tipicos da apoptose.

Porém, a observacédo de eventos apoptoticos em células anucleadas nao
se restringiu aos modelos celulares experimentais. Ja foi mostrado que as
plaguetas, células naturalmente anucleadas, frente a diferentes estimulos in
vitro ou in vivo, tais como TNF, anticorpos antiplaquetas e estradiol ou ainda no
decurso da infeccdo malarica, deflagram processos celulares marcados pela
perda do potencial mitocondrial, liberacdo de moléculas mitocondriais
proapoptoticas, ativacdo de caspases, externalizacdo de fosfatidilserina e
reducado do volume celular (Piguet et al., 2002; Leytin & Freedman, 2003).

Uma vez que os eritrocitos, além de anucleados, sdo desprovidos de
outras organelas citoplasmaticas, como as mitocondrias — organelas fortemente
envolvidas com a induc&o da apoptose — nao seria esperado que estas células
fossem susceptiveis a apoptose. Entretanto, ao contrario do que se poderia
supor, estas células parecem utilizar processos apoptoticos como mecanismo

fisiologico de delecéo celular (Bratosin et al., 2001; Lang et al., 2005).
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Durante seu tempo de vida no organismo humano, em torno de 120 dias,
0s eritrocitos sdo submetidos a um constante estresse oxidativo gerado, em
grande parte, pelos consecutivos ciclos de oxigenagcao-desoxigenacdo. Como
0s eritrécitos ndo sdo capazes de restaurar seus componentes celulares
(enzimas inativadas ou proteinas do citoesqueleto e da membrana celular)
devido a inabilidade da sintese de novas proteinas, estas células sao
equipadas com uma alta atividade de enzimas antioxidantes capazes de evitar,
por um limitado periodo de tempo, o estresse oxidativo (Bratosin et al., 1998;
Arese et al., 2005). Assim, com a diminuicdo e exaustdo das atividades dessas
enzimas, o efeito danoso do estresse oxidativo € acumulado, levando os
eritrocitos ao envelhecimento e, subsequentemente, a eliminacdo por
eritrofagocitose promovida por macréfagos. Segundo estimativas cerca de 360
bilhdes de eritrécitos sédo fagocitados por dia, o que equivale a cinco milhdes de
eritrocitos por segundo (Bratosin et al., 1998). Portanto, através desse
processo de fagocitose, é evitada a hemodlise intravascular que liberaria
componentes intracelulares (principalmente hemoglobina) capazes de levar a
complicac@es renais ou induzir resposta inflamatéria (Lang et al., 2005).

Interessantemente, nos eritrécitos senescentes eventos celulares tipicos
do processo apoptético, como diminuicdo do volume com aumento da
densidade celular, formacdo de vesiculas de membrana e exposi¢cdo da
fosfatidilserina na superficie celular podem ser observados (Bratosin et al.,
1998). Inclusive, a participacdo da fosfatidilserina na eritrofagocitose ja foi
relatada em estudos que mostraram uma maior susceptibilidade a fagocitose
de eritrécitos envelhecidos, caracterizados pelo aumento da exteriorizacéo

desse fosfolipidio, do que de eritrocitos jovens (Bratosin et al., 1998). Assim,
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com base nessas mudancas celulares foi proposto que os eritrocitos séo

susceptiveis a apoptose e que o fendmeno de envelhecimento dessas células é

decorrente da inducéo desse processo de morte celular (Bratosin et al., 2001).
A partir do conhecimento da susceptibilidade dos eritrocitos ao processo

apoptotico — ou eriptose (eryptosis), tem sido mostrado que diferentes

estimulos enddgenos ou exdgenos, incluindo anticorpos, estresse oxidativo,

antigenos microbianos e farmacos, sdo capazes de induzir apoptose em

eritrocitos jovens (Tabela 1.3) (Lang et al., 2008).

Tabela 1.3. Indutores da apoptose eritrocitaria (eriptose).

Acido retinéico Ciglitazona Metildopa

Aluminio Cisplatina Metilglioxal
Amantadina Clorpromazina Ouro

Amiodarona Cobre Paclitaxel
Anandamida Cordicepina Peptideos amildides
Anticorpos anti-A (IgG) Curcumina Peptidoglicanos

Arsénio Deplegao energética Poluentes do ar
Azatioprina Estanho Prostaglandina E,
Cadmio Estresse oxidativo Selénio

CD95/FasL Fator de ativagao plaquetaria Trombospondina 1
Ceramida Glicoforina C Valinomicina
Choque osmaético Hemolisina Vanadato

Chumbo Listeriolisina Vanadio
Ciclosporina Mercurio Zinco

Fonte: Lang et al., 2008.

Segundo varios trabalhos, esse efeito pro-apoptotico ocorre atraves de
um aumento intracelular de calcio devido a ativacdo de canais de cations
presentes na membrana celular dessas células, como ja foi estabelecido para

células nucleadas (Lang et al., 2004). Contudo, a similaridade com as vias
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bioquimicas da apoptose de células nucleadas ndo parece estar relacionada
apenas com o influxo de calcio. A observacdo de uma atividade aumentada de
caspases em eritrocitos apoptoticos tem implicado estas proteases com a
deflagracdo da apoptose eritrocitaria (Matarrese et al., 2005). Com efeito, tem
sido demonstrado que a apoptose eritrocitaria pode ser dependente da
ativacdo de caspases, visto que o tratamento com inibidores de capases inibe a
deflagracdo de eventos apoptoéticos neste tipo celular (Matarrese et al., 2005).
Ademais, as calpainas - outro grupo de proteases que participa das vias
apoptoéticas das células nucleadas (Storr et al., 2011) - também parecem
exercer funcao central na apoptose dos eritrécitos (Bratosin et al., 2001).
Enguanto certos estimulos tém efeitos proapoptéticos, em contra partida,
alguns outros como a eritropoetina e o 6xido nitrico ja foram identificados como
sendo inibidores da apoptose eritrocitaria (Lang et al.,, 2008). Apesar dessa
constatacdo, as vias pelas quais a apoptose eritrocitaria € inibida por estes
estimulos ainda ndo estdo estabelecidas, embora ja tenha sido evidenciado
que a eritropoetina e o oOxido nitrico atuem, respectivamente, através da
regulacdo da atividade dos canais de calcio na membrana celular e da
nitrosilacdo de proteinas, possivelmente, caspases e calpainas (Myssina et al.,

2003; Nicolay et al., 2008).

1.10. Apoptose eritrocitaria: patogénese e protecédo na maléaria

Em células nucleadas, tem sido claramente mostrado que a inducéo ou
a supressao inapropriada da apoptose tem relevantes implicacées na génese
de diferentes manifestacdes patoldgicas, tais como o cancer e doencas

autoimunes, neurodegenerativas e imunodeficientes (Duke et al., 1996;
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Dockrell, 2001). Realmente, trabalhos realizados por nosso grupo ja
demonstraram um aumento nos niveis de linfécitos T apoptéticos em individuos
com infecgcédo aguda por P. falciparum ou P. vivax que poderia contribuir para o
estado de leucopenia e de imunossupressdo documentados nestas infeccdes
(Riccio et al., 2003).

Assim, em analogia aos nossos estudos prévios em linfocitos (Riccio et
al.,, 2003) e aos realizados por Piquet e colaboradores (2002), no qual a
apoptose plaquetaria estava associada com a trombocitopenia, um aumento na
inducdo da apoptose em eritrocitos poderia contribuir para o desenvolvimento
de uma anemia.

Essa premissa tem sido suportada pela observacdo de um aumento nos
niveis de eritrocitos apoptoéticos em patologias de diversas etiologias que estéo
associadas com um quadro de anemia, como anemia falciforme, talassemia,
sepse, insuficiéncia renal e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase ou
ferro (Lang et al., 2008). Neste sentido, também ja foi relatado que a induc¢éo in
vivo de apoptose eritrocitaria pode estar relacionada com a anemia em
individuos contaminados por arsénio ou submetidos a terapia anticancerigena
com a droga paclitaxel (Lang et al., 2006; Biswas et al., 2008).

Na malaria, a apoptose eritrocitaria tem sido descrita em eritrocitos
parasitados in vitro por P. falciparum ou in vivo por P. berghei, sendo um
fendbmeno relacionado ao desenvolvimento intraeritrocitico do parasita (Maguire
et al., 1991; Eda & Sherman, 2002; Alesutan et al., 2010; Bobbala et al., 2010).
E fato que com o decorrer do processo esquizogdnico, os plasmodios causam
um estresse oxidativo no eritrécito hospedeiro que, consequentemente, ativa

canais de cations presentes na superficie dessas células. Uma vez ativados,
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estes canais sdo responsaveis por um influxo de sédio (Na*) e calcio (Ca™)
necessarios ao desenvolvimento do parasita. Porém, ao mesmo tempo em que
supre as necessidades metabdlicas do plasmaédio, o calcio no meio intracelular
induz a deflagracdo da apoptose no eritrocito que alberga o parasita (Lang et
al., 2004; Foller et al., 2009).

Tendo em vista que as células apoptéticas sédo eliminadas por
fagocitose, a apoptose dos eritrocitos parasitados poderia contribuir para o
controle da parasitemia durante a infeccdo malarica (Lang et al., 2004; Foller et
al., 2009). De fato, camundongos infectados pelo P. berghei ANKA e tratados
com drogas que induzem apoptose nos eritrocitos parasitados mostram
atenuacdo nos niveis de parasitemia e aumento na sobrevida, quando
comparados com aqueles nao tratados (Koka et al., 2008; Bobbala et al., 2010;
Alesutan et al., 2010). Similarmente, a aumentada susceptibilidade dos
eritrocitos parasitados a apoptose em individuos com traco falcémico também
parece conferir certo grau de protecdo a malaria (Lang et al., 2009).

Por outro lado, a apoptose dos eritrocitos parasitados também tem sido
implicada na patogénese da malaria. Segundo estudos realizados por Eda &
Sherman (2002), o sequestro das formas maduras do P. falciparum nos
capilares sanguineos — que é um evento associado a alta patogenicidade deste
plasmddio — pode ser mediado pela interacdo da fosfatidilserina exteriorizada
na superficie dos eritrocitos parasitados com o0s receptores CD36 e
trombospondina expressos nas células endoteliais. Neste contexto, a apoptose
eritrocitaria ndo sO evita a eliminacdo do parasita através da fagocitose

esplénica, como também contribui para as manifestacbes graves da malaria
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gue estdo associadas ao fenémeno de citoaderéncia dos eritrécitos parasitados
(Lang et al., 2004; Foller et al., 2009).

No que diz respeito aos eritrocitos ndo parasitados ja foi demonstrado
que estas células séo induzidas a apoptose frente ao crescimento in vitro do P.
falciparum (Koka et al., 2007; 2008), sugerindo fortemente que antigenos e
produtos metabodlicos do parasita poderiam ser responsaveis pela inducao
desse processo. Porém, diferentemente dos eritrocitos parasitados, a
eliminacdo dos eritrocitos apoptéticos ndo parasitados contribuiria para a
anemia observada na infeccdo humana. Ademais, como observado em estudos
com anemia falciforme e insuficiéncia renal (Bonomini et al., 2002; Setty et al.,
2002), a apoptose dos eritrocitos ndo parasitados também poderia ser um dos
fatores envolvidos nas complicagcbes vasculares da malaria. Contudo, a
participacdo da apoptose dos eritrocitos ndo parasitados na patogénese da

malaria ainda necessita ser avaliada.
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2. Racional e objetivos

E sabido que a anemia da malaria € uma complicacdo multifatorial e que
diferentes mecanismos celulares e imunoldgicos do hospedeiro estédo
implicados na génese dessa manifestacédo clinica. Contudo, ainda nao existe
um consenso sobre a efetiva participacdo de cada um dos mecanismos
envolvidos e, por conseguinte, outros processos fisioldgicos ou fisiopatologicos
poderiam participar em sinergismo aos ja evidenciados. Assim, no sentido de
elucidar tais mecanismos que participam no desenvolvimento da anemia na
malaria, em adicdo aos estudos na infeccdo humana, tém sido rotineiramente
utiizado como modelo experimental a infeccdo de camundongos por
plasmaédios que infectam naturalmente roedores, tal como o P. yoelii.

Portanto, tendo em vista que a eliminacdo dos eritrocitos nao
parasitados pode ter significativa contribuicdo na patogénese da anemia da
malaria e com base no conhecimento da susceptibilidade dos eritrécitos a
apoptose induzida por diferentes estimulos enddgenos e exdgenos, 0S
objetivos principais do nosso trabalho se constituiram em:

- Verificar in vitro a capacidade de antimalaricos de induzir apoptose em
eritrécitos sadios (artigo 1) e;

- Analisar os percentuais de eritrécito ndo parasitados em apoptose
durante a infeccdo malérica experimental (P. yoelii 17XL) e humana (P. vivax) e
sua relacdo com o grau de anemia, a carga parasitaria e os niveis plasméaticos
de o6xido nitrico, anticorpos antieritrocitos e citocinas (artigo 2, artigo 3 e

resultados complementares).

33



Considerando ainda que a apoptose além de ter propriedades
patogénicas, também constitui um processo de protecado inata capaz de limitar
a propagacao de parasitas intracelulares, objetivamos também avaliar in vitro a
capacidade do P. falciparum de infectar e se desenvolver em eritrocitos

apoptaticos (artigo 4).
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3. Resultados

3.1. Artigo 1: Pro-apoptotic effects of antimalarial drugs do not affect

mature human erythrocytes.

Publicado na revista Acta Tropica 2009, volume 112: 236-238

No artigo a seguir descrevemos os resultados da avaliagdo in vitro do
efeito proapoptético dos antimalaricos cloroquina (difosfato de cloroquina),
mefloquina (cloridrato de mefloquina), quinina (dicloridrato de quinina) e
artemisinina em eritrécitos humanos obtidas de individuos sadios. A inducédo
desse processo pelos antimaléricos poderia ajudar a elucidar os mecanismos
envolvidos na eliminacdo dos eritrécitos ndo parasitados durante, ou mesmo

apos, o tratamento com estas drogas.
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yet, early diagnosis and prompt treatment are the main strategy to control malaria transmission. Many
of the drugs used for malaria treatment have the ability to induce apoptosis in different cell types. In
addition, apoptosis has also been identified in enucleated cells. The present work is aimed, therefore,
to evaluate the pro-apoptotic aptness of chloroguine, quinine, artemisinin and mefloquine on mature

:ﬁ:::r?::;ﬁal drug erythrocytes by flow cytometry through the detection of cell shrinkage and phosphatidylserine exposure
Erythrocytes at the cell surface—hallmarks of apoptosis. Although we observed that known apoptosis inducer, such as
Apoptosis ionomycin, had led to erythrocyte apoptosis, we were not able to detect any pro-apoptotic effect of the
P, falciparum studied antimalarial drugs on these cells. We conclude that chloroguine, quinine, artemisinin and meflo-

quine may not be able to induce apoptosis in erythrocytes and, therefore, do not seem to contribute to
malaria associated erythrocyte destruction and anemia.

@ 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

Malaria remains the parasitologic disease of major prevalence
in the world, representing a great problem of public health with
approximately 250 million cases and 900 thousand deaths annu-
ally (WHO, 2008a). Since no effective vaccine has been reached
(Carvalho et al., 2002; Genton, 2008), the main strategies to control
malaria transmission are still based on the vector control and on the
early diagnosis and prompt treatment (WHO, 2008b). Several drugs
used for malaria treatment have the ability of provoking apoptosis
in vitro and in vivo in different cell types (Meng et al., 1997; Wu et
al., 2004; Zhou and Feng, 2005; Nilkaeo et al., 2006; Li et al., 2007;
Zhao et al., 2007 ; Park et al., 2008).

Apoptosis is a physiological process of programmed cell death
that represents an essential mechanism for multicellular devel-
opment and survival through regulation of cell populations and
elimination of damaged, infected and mutated cells (Kerr et al.,
1972; Elmore, 2007). Initially, it was a scientific consensus that
apoptosis could only occur in nucleated cells, but it has been shown
thateven enucleated cells are susceptible to apoptotic death (Leytin
and Freedman, 2003; Foller et al., 2008a). In fact, cell shrinkage,
phosphatdylserine (PS) exposure and activation of caspases —apop-
tosis hallmarks - were observed in erythrocytes under different
treatments here including drug pressure (Foller et al., 2008a). It

* Corresponding author, Tel.; +55 21 3365 8135; fax; +55 21 3865 8145,
E-mail address; mffcruz@ioc fiocruz br (M.d.F. Ferreira-da-Cruz).

001-706X /(S - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved,
doi: 10,1016(j actatropica, 200008002

was, therefore, suggested that cisplatin and amantadine drugs used,
respectively, in cancer and Parkinson’s disease therapies could con-
tribute to anemia by inducing erythrocytes apoptosis { Mahmud et
al., 2008; Foller et al., 2008b).

Considering that antimalarial drugs are able to induce apoptosis
in different cell types together to the erythrocyte susceptibility to
drug-induced apoptosis, this work aimed to evaluate if the most
used antimalarial drugs are able to induce apoptosis in mature
erythrocytes. This apoptotic event could contribute to anemia in
malaria patients, since increased elimination of non-parasitized
erythrocytes plays an important role in this malaria complication
(Lamikanra et al., 2007).

For this purpose, we evaluated the capacity of chloroguine, qui-
nine, artemisinin and mefloguine to induce apoptosis in normal
mature erythrocytes. Venus blood was obtained from a clinical
healthy individual in EDTA tube and erythrocytes were isolated
by centrifugation at 350g for 10min. Cells were washed twice
in Ringer solution containing (in mM) 125 NaCl, 5 KCl, 1 Mg504,
32 N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES),
5 glucose, and 1 CaCly (pH 7.4), resuspended in the same solu-
tion and, then, incubated in 0.5% hematocrit at 37°C for 24h
in presence of the higher antimalarial drug concentrations used
in our laboratory to evaluate P. falciparum in vitro drug resis-
tance: 2400ng/ml for chloroquine (Sigma) and quinine (Sigma)
and 150 ng/ml for artemisinin (Sigma) and mefloquine (Sigma). In
addition, we tested concentrations higher than those detected in
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Fig. 1. Flow cytometry analysis of mature human erythrocytes treated with antimalarial drugs. Erythrocytes were cultured in presence of chloroguing, quinine, artemisinin
or mefloquine by 24 hand, then, morphology (forward scatter vs, side scatter) and phosphatidylserine exposure (annexin V-FITC staining) were evaluated. lonomycin-treated
as well as non-treated erythrocytes were used as positive and negative apoptosis controls, respectively,

plasma from antimalarial drug-treated patients (Karbwang et al.,
1987; Hassan Alin et al., 1996; Ashton et al., 1998; Dua et al., 2000;
Bustos et al., 2002; Pukrittayakamee et al., 2003; Vieira et al., 2008;
Gutman et al., 2009) such as 5000ng/ml for chloroquine, meflo-
quine and artemisinin and 20,000 ng/ml for quinine. As positive
apoptosis control, erythrocytes were incubated for 4 h with 1 M
ionomycin (Sigma)—a known erythrocyte apoptosis inducer (Féller
et al., 2008a).

After incubation, PS exposure on erythrocytes surface was
detected using annexin V staining. Briefly, cells were washed twice
in phosphate-buffered saline (PBS), resuspended at a density of
1 = 107 cells/100 ] in annexin-binding buffer (BD Pharmingen),
incubated with annexin V-FITC (5 .l - BD Pharmingen) for 15 min
at room temperature and five times diluted with annexin-binding
buffer. Cells were analyzed by flow cytometry (FACScalibur, Bec-
ton Dickinson) and forward scatter (FSC), sideward scatter (SSC)
and annexin fluorescence were measured.

The results of flow cytometry presented in Fig. 1 demonstrate
that, differently from ionomycin { positive control) that provoked PS
exposure in up to 90% of erythrocytes, no antimalarial drug showed
apoptotic effect on this cell type, independently of the concen-
tration used in the experiments. The percentages of erythrocytes
exposing PS in non-treated (negative control) and antimalarial-
treated cultures were similar, presenting an average of 1.5+ 0.2%
apoptotic cells. Furthermore, cell shrinkage observed in ionomycin-
treated erythrocytes was not observed when these cells were
treated with chloroguine, quinine, artemisinin or mefloquine, sup-
porting the lack of a pro-apoptotic effect of these antimalarial drugs
on human erythrocytes.

Our finding apparently contrasts with previous investigations
that have shown a pro-apoptotic effect of antimalarial drugs on
different nucleated cell types (Meng et al., 1997; Wu et al., 2004;
Zhou and Feng, 2005; Li et al., 2007; Zhao et al., 2007; Park et al.,
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2008), including those that reinforced the risk of pro-apoptotic haz-
ardous effects during malaria treatment with chloroquine, guinine,
artemisinin or pyrimethamin (Nilkaeo et al., 2006). However, one
should keep in mind that our experiments have been performed
with red (enucleated) blood cells—a system different from the one
studied so far.

The target and mechanisms of antimalarial drugs are not com-
pletely elucidated. It is known that the quinoline antimalarial drugs,
such as chloroquine, quinine and mefloquine, are lysosomotrophic
agents acting on the endolysosomal system of the malaria parasite
(Fitch, 2004) and are able to disturb endocytic pathway of both
parasite and mammalian cells (Hoppe et al., 2004). It is, there-
fore, possible that non-parasitized erythrocytes, as cells lacking
organelles, would not be targeted to quinolines and, consequently,
would not be vulnerable to their pro-apoptotic effects. The same
is probably true for artemisinin, whose mechanism of antipara-
site and neurotoxic action is also related to intracellular organelles
besides oxidative stress (Schmuck et al., 2002; Golenser et al.,
2006).

In this light and also considering the susceptibility of mature
erythrocytes to oxidative stress-induced apoptosis {(Mandal et
al,, 2005; Foller et al, 2008a) but not to apoptosis induced by
artemisinin, we can hypothesize that artemisinin would act more
as an organelle specific drug than by directly inducing oxidative
stress. In fact, the increased accumulation of artemisinin as well
as chloroquine in parasitized erythrocytes, as compared to non-
parasitized cells, has indeed been already reported (Fitch, 2004;
Golenser et al., 2006).

Finally, we conclude that chloroguine, quinine, artemisinin and
mefloguine may not be able to induce apoptosis in erythrocytes
and, therefore, do not seem to be a relevant mediator of mature
erythrocyte destruction, worsening the malaria associated anemia.
On the other hand, it has been reported that apoptosis induced
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in nucleated erythroid precursor cells could contribute to defec-
tive erythropoiesis and, then, to anemia pathogenesis (Chang &
Stevenson, 2004 ). In this light, we could not exclude the partici-
pation of antimalarial drugs in malaria anemia since these drugs
are able to induce apoptosis in nucleated cells. Further analysis
of erythroid precursors susceptibility to antimalarial drug-induced
apoptosis will help to clarify this point.
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Resultado 3.2. Artigo 2: Apoptosis of non-parasitized red blood cells in

malaria: a putative mechanism involved in the pathogenesis of anaemia.

Publicado na revista Malaria Journal 2010, volume 9: 350

Como o0s ensaios in vitro ndo mostraram uma influéncia dos
antimalaricos na anemia da malaria através da inducdo de apoptose
eritrocitaria, seguimos o nosso estudo avaliando agora a ocorréncia desse
processo de morte celular durante a infecgdo experimental do P. yoelii 17XL

em camundongos Balb/c, cujos resultados séo apresentados no artigo a seguir.
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Abstract

measurement.

significant alteration was observed in the early phase.

Background: Severe anaemia is a common complication of Plasmodium falciparum malaria in hyperendemic
regions. Premature elimination of non-parasitized red blood cells (nRBC) has been considered as one mechanism
involved in the genesis of severe malaria anaemia. It has been reported that apoptosis can occur in RBC and,
consequently, this cell death process could contribute to anaemia. This study was performed to evaluate the
susceptibility of nRBC to apoptosis in a malaria anaemia murine model.

Methods: Balb/c mice were intraperitonially inoculated with 13 10% P. yoelii 17XL parasitized RBC (pRBC) and,

then, parasitaemia and anaemia were monitored. Apoptosis in both pRBC and nRBC was assessed during early and
late phases of infection by flow cytometry using Syto 16 and annexin V-PE double staining and forward scatter

Results: As expected, experimental infection of Balb/c mice with Plasmodium yoelii 17XL parasites was
characterized by progressive increase of parasitaemia and acute anaemia, leading to death. Flow cytometry analysis
showed that a number of pREC was in the apoptotic process. It was noteworthy that the increase of nRBC
apoptosis levels occumed in the late phase of infection, when anaemia degree was notably accentuated, while no

Conclusion: The increased levels of nRBC apoptosis herein firstly reported, in malaria infection could represent a
putative mechanism worsening the severity of malarial anaemia.

Background
Malaria remains the tropical disease of major prevalence
in the world, representing great problem of public
health with approximately 250 million cases and 900
thousand deaths annually [1]. From all malaria human
parasites, Plasmodium falciparum is the most prevalent
and the most frequent parasite species responsible for
the severe and lethal forms of the disease. Complications
associated to P. falciparum infection include severe
anaemia, which affects mainly children and pregnant
women living in malaria hyperendemic regions [2,3].
The immunological processes involved in malaria anae-
mia cannot be implicated as the sole cause of
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Laboratory of Malara Research, Instituto Oswaldo Cruz, Flooruz, svenida
Brasll, 4365, Manguinhos, 21045-900, Rio de Janelro, R, Brasil
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erythrophagocytosis during malaria [4]. It is well known
that, together to mechanical rupture of parasitized red
blood cells {(pRBC) by the parasite and suppression
of erythropoiesis, the premature phagocytosis of non-
parasitized RBCs (nRBC) is also a mechanism implicated
in the development of severe malaria anaemia [5,6].
Apoptosis - a physiological process of programmed
cell death related to nucleated cells - can also occur in
RBC as a result of intracellular influx of Ca®*, which
leads to cell shrinkage, membrane blebbing, phosphati-
dylserine exposure and protease activation [7]. Although
apoptosis is an essential phenomenon for cell popula-
tions regulation it was also engaged in elimination of
damaged, infected and mutated cells as well as in the
genesis of many disorders [8,9]. Enhanced levels of RBC
apoptosis have been observed in clinical disorders in

© 2010 Totina et al; licenwe BoMed Central Ltd This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commans
Attribution License fhitpoffaeativecommons ongflicenses/w2.0) which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the ariginal wark is properly dited.
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which anaemia is a common feature, such as iron and
G6PD deficiency, renal insufficiency, thalassaemia,
sickle-cell disease and sepsis [7] and in malaria infection
apoptosis has been associated to cerebral malaria,
thrombocytopenia and lymphocytopaenia [10-12]. The
apoptosis of parasitized RBC does exists and it is also
possible that the same phenomenon could concern nor-
mal RBC and RBC apoptosis could, therefore, contribute
to the genesis of malaria anaemia. In this light, the pre-
sent study was carried out to evaluate the susceptibility
of nRBC to apoptosis in a murine model of malaria
anaemia.

Methods

Experimental infection

The lethal experimental infection of Balb/c mice with
Plasmodiwm yoelii 17XL parasites was used as a malaria
anaemia model. Where indicated, non-infected, age-
matched mice were used as control. All animal experi-
mentation was approved by the Ethics Committee on
the Use of Animals of the Oswaldo Cruz Foundation
(Fiocruz), Rio de Janeiro, R], Brazil.

For infection, female Balb/c mice aged 6-8 weeks, pro-
vided by the Centre for Laboratory Animals Breeding of
the Fioeruz, were intraperitoneally inoculated with 1 =
10° P. yoelii 17XL-pRBC in 0.2 mL phosphate buffered
saline (PBS). During infection, parasitaemia and anaemia
degree were routinely monitored through mice tail
blood samples. Parasitaemia was determined by count-
ing the number of pRBC in a total count of 1000 RBC
in thin blood smears stained by the Romanowski's
method (Pandtico Ripido, Laborclin®, Pinhais, PR,
Brazil). Anaemia was evaluated by counting the number
of RBC/mm” of blood. Briefly, 2 uL of blood were sus-
pended in 0.5 mL heparinized PBS, diluted 1:10 in the
same buffer and, then, the number of RBC determined
in a haemocytometer.

Apoptosis assay

Apoptosis was identified in the early (day 4) and late
(days 6-7) phases of P. yoelii infection through the
detection of phosphatidylserine exposure (PS) at the cell
surface and cell shrinkage [7]. For this propose, it was
used Syto 16 and annexin V-PE double staining that
identify pRBC and PS exposure, respectively. Briefly,
RBC were isolated from mice tail heparinized blood by
centrifugation at 350 x g for 10 min at room tempera-
ture, washed twice with PBS and, then, incubated at
37°C for 40 min at a density of 1 x 10% cells/400 pL in
PBS containing 100 nM Syto 16 (Invitrogen). After incu-
bation, staining buffer was discarded and the RBC were
stained with 5 pL annexin V (BD Pharmingen) for
15 min at room temperature in 100 pL annexin-binding
buffer (BD Pharmingen) containing 100 nM Syto 16.
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Finally, cells were five times diluted in annexin-binding
buffer containing Syto 16 and both forward scatter and
fluorescence emission were assessed using a flow cyt-
ometer (FACScalibur, Becton Dickinson)

In addition to ex-vive analysis, apoptosis was also
measured after incubation of RBC for 24 h at 37°C at a
haematocrit of 0.5% in Ringer solution containing
(in mM) 125 NaCl, 5 KCl, 1 MgS0Q,, 32 N-2-hydro-
xyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES),
5 glucose, and 1 CaCl, (pH 7.4).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using t student test
in GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, CA, USA);
a p-value < 0.05 was considered significant

Results and discussion

Data from experimental rodent malaria infection, widely
used as malaria models, have reinforced premature
destruction of nRBC as a relevant process of malaria
anaemia [13,14]. Thus, to investigate the involvement of
nRBC apoptosis in malaria anaemia a P. yoelii 17XL
malaria murine model was used in the present report

As expected, P. yoelii 17XL infection was marked by
an accentuated anaemia degree and it was lethal to
Balb/c mice [15,16]. Infected mice started to die on day
7 post-infection with parasitaemia rates of 60,7 + 13,3%
on the day preceding the death (Figure 1A). The pro-
gression of infection was accompanied by a decline in
the number of peripheral RBC, leading to acute anae-
mia, characterized by a drop of around 73% in the num-
ber of RBC, when compared to non-infected control
mice (Figure 1B).

Since pathogens have the capacity to induce apoptosis
in both infected and non-infected host cells, influencing
the pathogenesis of disease [8,17], it was firstly exam-
ined if the late phase of P. yoelii 17XL infection, when
anaemia degree was accentuated, was marked by RBC
apoptosis. As expected, a percentage of P. yoelii-pRBC
exposing PS5 and, therefore, undergoing apoptosis
(Figure 2A) was observed, as reported in P. falciparum-
and Plasmodium berghei-pRBC [18,19]. However, it is
noteworthy that malaria infection also significantly
increased the levels of nRBC exposing PS both ex-vivo
and after 24 h in vitro culture, when compared with
non-infected control mice (p < 0.05) (Figures 2B and
2C). Pro-apoptotic potential of malaria was further rein-
forced by forward scatter analysis, which showed that P.
yoelii 17XL also induced significant cell shrinkage of
nRBC (p < 0.05) (Figure 3). Conversely, when both PS
exposure and cell shrinkage were assessed during early
phase of infection, it was not possible to identify signifi-
cant alteration in the rates of apoptotic nRBC (p > 0.05)
(Figure 4).
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Figure 2 Phosphatidylserine (PS) exposure in pRBC and nRBC
— 1 l during P. yoelii 17XL infection. Balb/c mice (n = 5) were infected
g l — % with 10 P. yoelii 17XL-pRBC and, than, F5 exposure was evaluated
i G “'“'“x-.,_x_‘ in the late smge of infection by flow cytometry using Syto 16 (FL-1)
E . X and annexin V-PE (FL-2) dual staining. In parllel, non-infected, age-
% l S matched mice were used as control {n = 4). (A) Representative flow
3 10 e cytometry analysis of pRBC exposing PS in infected mice (B)
0 \ Representative flow cytometry analysis of nRBC exposing PS in
- infected and norinfected mice. (C) Means + 5EM of levels of nRBC
exposing PS5 in infected and non-nfected mice detected ex-vivo and
" 5 g . after 24 h culture. Data are representative of three separate
Days post-unfection . experiments.
Figure 1 Course of parasitaemia and progression of anaemia
in P. yoelii 17XL infected Balb/c mice. Mice (n = 7) were deficiency of P5 receptor operating in phagocytosis (Le.,
'”GC”la_mjd;;"rh 10° F. yoeli ];EL'IDHE'L a"”‘f pa'a?:fﬁaer;‘; and CD36) can confer protection against malaria anaemia in
anaemia degree were measured. In pamllel nondnfected, age- . . . .
matched mice were used as control (n = 5). (&) Individual Chll_dren infected with I‘J.fai.r:i:p‘dmm (26]. .
pamsimemia in infected mice on days 3 and 5-8 postinfection. (B) Since nRBC apoptosis was increased durmg Onl}" the
Means + S0 of the number of RBC/uL of blood in infected fopen late phase of malaria infection, one may wonder which
circles) and norrinfected (closed squares) mice on days 3, 5and 7 factors could be implicated to its induction? Notably,
post-infection. Data are representative of two separate experiments,

The apoptotic process in pRBC has been described as a
result of intraerythrocytic plasmodia development. Dur-
ing schizogony, malaria parasites activate non-selective
cation channel in host RBC membrane, allowing entry of
Ca®* and Na* necessary for its intracellular growth [20].
Sequentially, intracellular Ca®* influx leads to activation
of phospholipid scramblase and Ca”-sensitive K* chan-
nels responsibles to PS exposure at outer membrane leaf-
let and cell shrinkage, respectively [21]. If one take in
mind that apoptotic cells are quickly recognized and
removed by phagocytes [22], apoptosis could act control-
ling parasite proliferation and even confer partial protec-
tion in sickle-cell trait carriers through accelerated
clearance of ring-stage pRBC apoptosis [23].

However, if the augmented elimination of nRBC (for
each pRBC, nine nRBC were removed) in both human
and experimental malaria [13,24,25] could be due, at
least in part, by erythrocytic apoptosis, PS exposure
could also adversely promote elimination of nRBC, con-
tributing also to malaria anaemia pathogenesis. This
hypothesis could be supported by the report that
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Figure 4 Phosphatidylserine (PS) exposure and cell shrinkage
in nRBC during early stage of P. yoeli 17XL infection. Balb/c
mice (n = 5-7) were infected with 10° £ yoelii 17XL-pREC and, than,
PS exposure and forward scatter was evaluated in the early stages
af infection by flow cytometry. Data show means + SEM of exivo
levels of nRBC exposing PS5 (A) and of the nRBC forward scatter (B)
in infected and nonrinfected mice. Data are representative of two
separate experiments.

different types of RBC apoptosis-inducer, such as anti-
RBC antibodies, oxidative stress and parasite antigens,
are associated to malaria infection [7]. Indeed, anti-
erythrocyte auto-antibodies and nitric oxide production
are increased during plasmodia infection and they can
be associated to anaemia severity [14,27,28]. Soluble fac-
tors from P. falciparum-pRBC are also capable of indu-
cing apoptosis in endothelial and neuroglia cells [29]
and bystander nRBC in P. falciparum in vitro culture
undergo apoptotic process [30]. Moreover, defective
production of erythropoietin - a RBC apoptosis inhibitor
[31] - has been also associated with acute anaemia in
malaria [32]. Thus, both host immune and parasite-
derived factors, could be implicated to nRBC apoptosis
during severe malaria anaemia state.

Finally, since ex vivo pRBC and nRBC are capable of
exposuring PS5 and these cells were not significantly
sequestrated at the present study, it is presumable that
the simple presence of PS is not enough for in vive
endothelium adhesion, as previously suggested in
in vitro-measured adhesiveness studies with both
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pRBC and nRBC [18,33,34]. Further studies on in vivo
adherence capacity of apoptotic RBC on endothelium
are necessary to clarify the role of PS§, besides P. falci-
parum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1), in
cerebral and placental malaria pathogenesis. Intra-vital
microscopy studies could help for clarifying these
questions.

Conclusion

The present report showed for the first time that
malaria infection increase the levels of nRBC apoptosis,
a process that could represent a putative mechanism
worsening the severity of malaria anaemia. Attempts to
decipher immune and parasitic factors related to RBC
apoptosis during the course of malaria infection are cur-
rently underway on rodent and human malaria.
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3.3. Artigo 3: Apoptosis of non-parasitized red blood cells in malaria:

relationship with anaemia, parasitaemia and immune response.

Considerando 0 aumento nos niveis de eritrocitos ndo parasitados em
processo de apoptose durante a infeccdo experimental, realizamos ensaios
adicionais para avaliar se a apoptose dessas células poderia estar relacionada
com a anemia observada no modelo estudado e se componentes endogenos
do hospedeiro (6xido nitrico, anticorpos antieritrocitos e citocinas) ou a carga
parasitaria poderiam estar envolvidos na inducéo desse processo celular.

Como apresentado a seguir, os resultados obtidos foram utilizados para
producdo de um manuscrito que serd submetido para publicacdo a revista

Parasite Immunology.
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Abstract

Recently, through the study of erythrocytic apoptosis during P. yoeli
17XL infection, we observed a rise in the levels of parasitized red blood cells
(nRBC) apoptosis that could be associated with the development of severe
malaria anaemia, as premature elimination of nRBC is a relevant mechanism
leading to this malaria complication. Thus, in the present study, we attempt to
investigate the participation of nRBC apoptosis in malaria anaemia as well as
the influence of parasite load, cytokines, nitric oxide and anti-RBC antibodies on
this erythrocytic process. Apoptosis of NRBC in Balb/c mice was increased only
at the late stage of P. yoelii 17XL infection and it was related to parasite load,
but not with immune response. In spite of increased percents of nRBC
apoptosis occurred when anaemia degree was accentuated, it was not
associated to the reduction of peripheral RBC counts. We suggested that nRBC
apoptosis in malaria can be induced in response to high parasite load and that
this apoptotic process does not significantly contribute to acute anaemia
observed in the malaria model studied herein. Further studies on malaria
models in which acute anaemia develop under low parasite burden could help

to better define the pathogenic role of nRBC apoptosis.
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Introduction

Severe anaemia is a common complication associated to Plasmodium
falciparum infection and represents an important contributor to malaria mortality,
particularly of children and pregnant woman living in malaria hyperendemic
regions of sub-Sahara Africa (Schantz-Dunn and Nour, 2009; Muoneke et al.,
2011). The pathophysiology of severe anaemia in malaria is not yet completely
understood, but it is known that, together to decreased production of red blood
cells (RBC) and mechanical destruction of parasitized RBC (pRBC), premature
elimination of non-parasitized RBC (nRBC) plays a central role in the genesis of
this malarial complication (Chang & Stevenson, 2004; Lamikanra et al., 2007).

Recently, studying the susceptibility of RBC to apoptosis in P. yoelii 17XL
infection, we reported increased levels of nRBC apoptosis that could be
associated with anaemia development (Totino et al., 2010), since cells
undergoing apoptosis are driven to degradation by phagocytosis (Fadok and
Henson, 2003). Erythrophagocytosis is indeed considered a relevant process in
malaria anaemia and nRBC have been identified as target of phagocytic cells in
both human and experimental mice infections (Clark and Chaudhri, 1988;
Abdalla, 1988). Moreover, enhanced RBC apoptosis is not an exclusive
phenomenon of RBC genetic disorders (Lang et al., 2008), occurring also in
anaemia-associated infections as sepsis and visceral leishmaniasis, that
similarly to malaria, microbial factors and host immune response are closely
linked to the pathogenesis of diseases (Kempe et al., 2007; Chowdhury et al.,
2010).

A variety of inducers and inhibitors of erythrocytic apoptosis has been

identified in in vitro studies (Lang et al., 2008). Some of those include

48



endogenous stimuli present in parasite infections, such as anti-RBC antibodies,
oxidative stress, nitric oxide and microbial antigens, which could contribute to
anaemia by modulating RBC apoptosis (Mandal et al., 2005; Attanasio et al.,
2007; Nicolay et al., 2008; Kasinathan and Greenberg, 2010). Thus, to evaluate
the participation of NRBC apoptosis in malaria anaemia as well as the influence
of parasite load, cytokines, nitric oxide and anti-RBC antibodies in nRBC
apoptosis, we studied the experimental infection of P. yoelii 17XL in Balb/c mice

- a murine model of malaria anaemia.

Materials and methods
Experimental infection

For infection, female Balb/c mice aged 6-8 weeks, provided by the
Centre for Laboratory Animals Breeding of the Oswaldo Cruz Foundation
(Fiocruz - Rio de Janeiro, RJ, Brazil), were intraperitoneally inoculated with 1 x
10° P. yoelii 17XL-pRBC in 0.2 mL phosphate buffered saline (PBS). At days
four (early stage) and seven (late stage) post infection (p.i.), blood from each
animal was collected in heparinized tubes and, than, RBC and plasma were
separated by centrifugation (350 x g, 10 min) for evaluation of apoptosis and
plasmatic levels of cytokines, nitric oxide and anti-RBC antibodies.
Parasitaemia and anaemia were determined using non-heparinized whole blood
samples. Blood from non-infected, age-matched mice were parallely obtained
and used as control.

All animal experimentation was approved by the Ethics Committee on the

Use of Animals of the Fiocruz.
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Determination of Parasitaemia
Parasitaemia was determined by counting the number of pRBC in a total
count of 1000 RBC in thin blood smears stained by the Romanowski’s method

(Panotico Rapido, Laborclin®, Pinhais, PR, Brazil).

Determination of anaemia degree

Anaemia was evaluated by counting the number of RBC/ul of blood. Two
microliters of whole blood were suspended in 0.5 mL heparinized PBS, diluted
1:10 in the same buffer and, then, the number of RBC estimated in a

haemocytometer.

Apoptosis assay

Apoptotic nRBC were identified ex-vivo through the detection of
phosphatidylserine exposure (PS) at the cell surface by using Syto 16 and
annexin V-PE double staining, as previously described (Totino et al., 2010).
Briefly, RBC isolated from heparinized blood were washed twice with PBS and,
then, incubated at 37°C for 40 min at a density of 1 x 10° cells/400 pL in PBS
containing 100 nM Syto 16 (Invitrogen). After incubation, staining buffer was
discarded and the RBC were stained with 5 pL annexin V (BD Pharmingen) for
15 min at room temperature in 100 yL annexin-binding buffer (BD Pharmingen)
containing 100 nM Syto 16. Finally, cells were five times diluted in annexin-
binding buffer containing Syto 16 and analyzed on a FACSCalibur flow

cytometer (Becton Dickinson).
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Measurement of nitric oxide

Nitric oxide production was evaluated by measuring total nitrite in plasma
using the Griess method. Briefly, 40 pyL of plasma samples were incubated
overnight at 37° C in a 96-well plate with equal volumes of a cocktail containing
500 pL of NADPH (Sigma, 5mg/mL), 1000 uL of potassium phosphate buffer
(0.5 M KH2PO4, pH 7.5), 50 uL of nitrate reductase (Sigma, 20U/mL in
potassium phosphate buffer) and 950 uL of deionized Milli-Q water. After
incubation, samples were spun down for 5 min and transferred to a new plate
and, then, 80 pL of Griess reagent (1:1 mixture of 0.1% N-(1-
naphthyl)ethylenediamine in deionized water and 1% sulfanilamide in 5%
phosphoric acid) were added. Absorbance was measured using a
spectrophotometer (Spectra Max, Molecular Devices) at 540 nm and the results

were expressed as uM concentration of sodium nitrate.

Measurement of cytokines

The plasmatic levels of TNF, IFN-y, IL-5, IL-4 and IL-2 were determined
by the BD Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Bioscience),
according to the manufacturer's instructions. Briefly, 25 pyL of plasma sample
were incubated for 2 h at room temperature with 25 yL of cytokine capture
beads and 25 pL of PE detection reagent. After incubation, samples were
washed once by centrifugation (200 x g, 5 min) with washer buffer, the
supernatants were discarded and, then, the pelleted beads were ressuspended
in 300 uL of wash buffer for analysis on a FACSCalibur flow cytometer (Becton

Dickinson). The plasmatic concentration in pg/mL of each cytokine was
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determined based on a standard curve of recombinant cytokines provided in the

kit.

Detection of anti-RBC antibodies

The presence of anti-RBC antibodies in the plasma was detected by flow
cytometry using normal RBC obtained from a non-infected control mouse.
Briefly, plasma samples were diluted five times in PBS containing 1% BSA and
0.125% RBC and incubated for 1 h at room temperature. After washing thrice
with PBS-1% BSA, RBC were incubated for 1 hour at room temperature with
anti-mouse polyvalent immunoglobulins (G, A, M) conjugated to FITC (Sigma)
diluted 1:100 in PBS-1% BSA. Finally, RBC were washed thrice with PBS and
ressuspended in the same buffer and, than, bound antibodies were detected on
a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Results are expressed as

mean fluorescence intensity (MFI) of RBC.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software
(San Diego, CA, USA). Variables were checked for normal distribution by
Kolmogorov-Smirnov test and, then, analyses were performed by parametric or
non-parametric tests. Differences between groups were determined by
parametric Student’t test or one-way analysis of variance with Tukey’s post test
or by non-parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s post test. For correlation
between apoptosis and the others variables, either parametric Pearson
correlation test or non-parametric Spearman's rank correlation test were

applied. Statistical tests were considered significant at p-value < 0.05.
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Results

To study de involvement of RBC apoptosis in malaria anaemia, we
experimentally infected Balb/c mice with a lethal strain of rodent malaria
parasites (P. yoelii 17XL) and, than, the levels of apoptotic NRBC and anaemia
degree were parallely evaluated during the early (4 days p.i.) and late (7 days
p.i.) stages of infection; using non-infected mice as control. As previously
reported by our group (Totino et al., 2010), P. yoelii 17XL infection led to a
significant increase in the levels of nNRBC apoptosis that was restricted to late
stage, as in the early stage no increased levels was observed when compared
to control mice (Figure 1A). Accomplishing the increase of apoptosis, there was
a significant decline in the number of peripheral RBC (Figure 1B). However, it
was not possible to observe a significant correlation between apoptosis and
anaemia degree during the late stage of infection (Figure 2).

To get some insight into the participation of parasite and immune
response in NRBC apoptosis, we also evaluated, parallely to apoptosis assay,
parasitaemia and plasmatic levels of cytokines (TNF, IFN-y, IL-5, IL-4 and IL-2),
nitric oxide and anti-RBC antibodies during early and late stages of infection. As
expected, parasitaemia was significantly increased at late stage when
compared with early stage (Figure 1C), confirming the typical progressive
replication of P. yoelii 17XL parasites. The proinflammatory cytokines IFN-y and
TNF were also raised during infection (Figure 1D and E), while IL-5, IL-4 and IL-
2 were not significantly detected in plasma of both control and infected mice
(data not shown). IFN-y was raised in both early and late stages, showing no
statistical difference between these two phases of infection (Figure 1D).

Inversely, TNF concentrations, as well as the levels of anti-RBC antibodies,
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were significantly increased only during the late stage (Figure 1E and F).
Contrasting with the rise in the levels of parasitaemia, proinflammatory
cytokines and anti-RBC antibodies, no significant statistical change was
observed in concentrations of nitric oxide during infection (Figure 1G).
Considering that parasitaemia, TNF and anti-RBC antibodies were
increased during the late stage of infection, we attempt to correlate these
factors with nRBC apoptosis (Figure 3). While antibodies were not correlated
with apoptosis (Figure 3A), parasitaemia were positively correlated (Figure 3B),
suggesting a direct participation of parasite in apoptosis induction. Interesting, it
was also possible to observe that the levels of TNF had a trend for a negative
correlation with apoptosis (Figure 3C), contrasting with the claimed pathogenic

proprieties of this cytokine in malaria.

Discussion

Augmented levels of erythrocytic apoptosis have been reported in
different clinical disorders which anaemia is a common syndrome, suggesting a
participation of this phenomenon in the pathogenesis of anaemia (Lang et al.,
2008). Nevertheless, the contribution of this process to anaemia development
has not been archived. Herein, we extended our previous studies (Totino et al.,
2010) to investigate the involvement of nRBC apoptosis in malaria anaemia as
well as the influence of parasitaemia, nitric oxide, cytokines and anti-RBC
antibodies in the apoptotic levels. Our data confirm our previous results
concerning increase in the levels of apoptotic nNRBC during the late stage of P.
yoelii 17XL infection in Balb/c mice and show that anaemia degree was not

linked to the extension of apoptosis. It was also observed that nRBC apoptosis
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was associated to parasite load, but did not to immune response compounds
studies here.

It is known that parasite-derived factors participate in the
physiopathology of many parasite infections, in part, by inducing host cell
apoptosis (Bienvenu et al., 2010). In malaria, some studies have demonstrated
that parasite antigens can directly stimulate apoptosis in vitro in brain
endothelial and neuroglia cells, cardiomyocytes and erythroblast (Wennicke et
al., 2008; Wilson et al., 2008; Lamikanra et al., 2009). In this sense, our results
showing increased levels of nRBC apoptosis associated with high parasite
loads, but not with immune response, suggest that malaria parasite antigens
could also have direct apoptogenic effects on nRBC. In fact, nRBC in P.
falciparum in vitro culture undergo erythrocytic apoptosis that, similarly, can be
induced by in vitro treatment of RBC with bacterial toxins and Schistosoma
mansoni antigens (Lang et al., 2004; Foller et al., 2007; Kasinathan and
Greenberg, 2010). The already described identification of nRBC as target cells
to incorporation of plasmodial molecules reinforce the role of parasite antigens
in induction of erythrocytic apoptosis in malaria (Omodeo-Sale et al., 2005;
Layez et al., 2005; Bratting et al., 2008).

Interestingly, the pro-apoptotic effect of malaria parasite observed at late
stage of infection was not detected at the early stage, which showed low to
moderate parasite load, indicating that a major impact of parasite in the
induction of nRBC apoptosis occurs during hyperparasitaemia. In general,
malaria infection in mice lead to high parasitaemia that, besides yours own
pathogenic effect through lysis and cytoadherence of pRBC (Lamikanra et al.,

2007), could contribute to malaria pathology inducing apoptosis in nRBC. In
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human malaria, therefore, parasitaemia is usually lower than in mice (Garcia,
2010) and the induction of nRBC apoptosis by parasite itself possibly do not
reach significant magnitude. Our preliminary studies with P. vivax infected
patients agree with this possibility, since no alteration in the normal levels of
apoptotic nRBC was identified (unpublished data).

The low levels of nitric oxide observed herein in plasma of P. yoelii 17XL-
infected mice can additionally contribute to parasite-induced apoptosis. Nitric
oxide is a biological mediator endowed with several roles and its reduced
bioavailability in malaria has been associated to disease severity (Sobolewski et
al., 2005; Zanini et al., 2011). Study on visceral leishmaniasis has also
evidenced that depletion of nitric oxide is an important factor promoting RBC
apoptosis and that administration of nitric oxide donor in infected animals
prevents this erythrocytic event (Chowdhury et al., 2010). In the same way, it
was already demonstrated in vitro that nitric oxide is a potent regulator of RBC
survival and inhibitor of erythrocytic apoptosis (Nicolay et al., 2008). Thus, it is
possible that besides its pro-apoptotic aptness, malaria parasites could
potentiate the susceptibility of nRBC to apoptosis by limiting the availability of
nitric oxide during infection.

While parasites and nitric oxide can influence RBC apoptotic process, the
same seems not be true for cytokines. Proinflammatory cytokines have indeed
been implicated in apoptosis of nucleated cells (Roeske-Nielsen et al., 2010),
but their pro-apoptotic effects were not found when fresh or parasitized RBC
were maintained in presence of TNF and/or IL-1 (Pattanapanyasat et al., 2010).
Our results are also in accordance with the possible refractoriness of RBC to

cytokine-induced apoptosis (Neote et al., 1994; Daniels, 2007), since IFN-y was
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raised both at stage of infection related (late stage) and non-related (early
stage) to nRBC apoptosis and that the augmented levels of TNF at late stage
had a trend for a negative correlation with the percentage of apoptotic RBC.

Our results also seem to indicate that anti-RBC antibodies, whose levels
were increased at late stage of infection, do not participate in nRBC apoptosis
induced by P. yoelii 17XL parasites. The ability of antibodies to stimulate
erythrocytic apoptosis has been demonstrated by using antibodies against
some antigens expressed on RBC surface, probably by mimicking the receptor-
ligand interaction of apoptotic induction (Head et al., 2005a and 2005b;
Attanasio et al., 2007). Indeed, platelet-activating factor and thrombospondin-1
can induce RBC apoptosis through receptor pathway (Head et al., 2005b, Lang
et al., 2005). In this light, it is possible that the lack of association between anti-
RBC antibodies and apoptosis is due to the fact that these antibodies recognize
RBC surface antigens non-related to apoptosis.

Regarding the putative role of erythrocytic apoptosis in anaemia of
different clinical disorders, we already hypothesized that apoptosis of nRBC
could be involved in the pathogenesis of anaemia observed at the late stage of
P. yoelii 17XL infection (Totino et al., 2010). However, in the present study the
increased levels of apoptotic nRBC at this stage were not related to extension
of anaemia, suggesting that nRBC apoptosis could not be significantly
implicated in the anaemia of this malaria experimental model. In spite of this
fact, we cannot exclude a possible pathogenic effect of nRBC apoptosis in
malaria. Firstly, because erythrocytic apoptosis has been observed in
pathologies not related to erythrocyte infection as well as malarial anaemia

related to elimination of nRBC can occur at low parasite density (Evans et al.,
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2006; Helegbe et al., 2009). Secondly, because it was already demonstrated
that PS-exposing RBC have the capacity to adhere on endothelium and,
consequently, could lead to vascular injury associated to RBC sequester
(Bonomini et al., 2002; Setty et al., 2002; Wautier et al., 2011). Therefore,
further studies on this issue will help to better define the relevance of nRBC

apoptosis in malaria pathogenesis.
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Figure 1: Profile of nRBC apoptosis, anaemia, parasitaemia, proinflammatory
cytokines, anti-RBC antibodies and nitric oxide in P. yoelii 17XL infection. Balb/c
mice (n = 7-12) were infected with P. yoelii 17XL and, then, at days 4 (early)
and 7 (late) p.i. pertinent evaluations were parallely performed. Non-infected
mice were used as control (n = 13). (A) Levels of apoptotic nRBC. (B) Number
of peripheral RBC/mm? of blood. (C) Parasitaemia. (D) IFN-y, (E) TNF, (F) anti-
RBC antibodies and (G) nitric oxide plasmatic concentrations. Data are results
from three separate experiments and are presented as mean £ SEM. * p< 0.05;
** p< 0.01; *** p< 0.001.
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Figure 2: Relationship analysis between nRBC apoptosis and anemia degree in
P. yoelii 17XL infection. Balb/c mice (n = 12) were infected with P. yoelii 17XL
and, then, both the levels of apoptotic nRBC and the number of RBC/mm3 of
blood were measured during the late stage of infection (day 7 p.i.). Data are

results from two separate experiments.
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Figure 3: Relationship analysis of nNRBC apoptosis with parasitaemia, anti-RBC
antibodies and TNF in P. yoelii 17XL infection. Balb/c mice (n
infected with P. yoelii 17XL and, then, at late stage of infection (day 7 p.i.) the
levels of apoptotic nRBC were correlated with the levels of anti-RBC antibodies

(A), parasitaemia (B) and TNF (C). Data are results from two separate

experiments.
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3.4. Resultados complementares: avaliacdo da susceptibilidade de
eritrocitos ndo parasitados a apoptose durante a infeccdo malarica

humana por P. vivax

Motivados pelos resultados observados na infecgcéo experimental pelo P.
yoelii 17XL, que evidenciaram um aumento nos percentuais de eritrocitos ndo
parasitados em apoptose durante a infec¢cdo, fomos entdo investigar se o
mesmo fendmeno ocorria na malaria humana. Como em nosso pais 0s quadros
de anemia grave s&o raros e as infeccdes pelo P. falciparum tem
significativamente baixas prevaléncias, nos detemos nesta parte do nosso
trabalho no estudo da malaria vivax, que em geral cursa como uma infeccao

nao complicada.
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Pacientes:

O estudo da susceptibilidade dos eritrocitos ndo parasitados a apoptose
durante a infeccdo malarica humana foi conduzido na cidade de Manaus-AM,
em agosto de 2010, onde foram recrutados 20 pacientes com malaria vivax
atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) e 10 individuos clinicamente sadios, sem historia pregressa da doenca,

dos quais incluiam acompanhantes dos pacientes e profissionais da Fundacéao.

Os pacientes malaricos e os individuos sadios convidados a participar do
nosso trabalho, foram informados sobre os objetivos do estudo e formalizaram
a participacdo através da assinatura de Termo de Consentimento POs-
Informado, conforme preconizado pela resolucdo para pesquisa clinica em
seres humanos (resolucdo namero 196, de 10 de outubro de 1996) e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas da Fundacio Oswaldo Cruz (Protocolo
CEP: 543/09).

ApoOs o consentimento da participacado e da obtencdo de dados pessoais
e epidemiolégicos, um volume de 5 ml de sangue de cada participante foi
obtido por venipunctura em tubos vacutainer contendo EDTA para realizacéo
das andlises laboratoriais. Durante o procedimento de coleta de sangue, todos
os cuidados apropriados foram tomados, como 0 uso de seringas, agulhas,
gazes e luvas descartaveis assim como alcool para assepsia local.

Foram excluidos de nosso estudo grupos especiais, tais como
populacdes indigenas, grupos religiosos, militares, presidiarios, doentes

mentais, parturientes, gestantes e menores de 18 anos de idade.
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Metodologias:

Exame parasitologico: O diagnostico de malaria e a carga parasitaria
foram determinados através do exame parasitologico em laminas de gota
espessa coradas pelo método de Walker, conforme preconizado pela SVS
(2009).

Para confeccdo da gota espessa, uma gota de sangue obtida da ponta
do dedo médio dos pacientes, através de uma lanceta estéril, foi espalhada sob
lamina de vidro em uma area de aproximadamente 1 cm?®. Depois de seco, o
sangue foi desemoglobinizado com solucdo hipoténica de azul de metileno e,
entdo, corado por 10 minutos com uma solucdo de Giemsa. Apds coloracéo, a
lamina foi examinada com objetiva de imersdo (100x) para identificacdo da
espécie plasmodial e avaliacdo da parasitemia (parasitas/mm?).

Como reflexo da prevaléncia majoritaria dos casos de P. vivax e da
escassez de casos de malaria graves no nosso pais, durante o periodo do
estudo s6 foram inclusos pacientes com malaria vivax sem complicacdes da

doenca.

Investigacbes  hematologicas: A analise dos parametros
hematologicos foi realizada nas amostras de sangue total através de um
contador de células automatizado (Sysmex KX-21N). Os parametros avaliados
foram: numero de eritrocitos, leucacitos, linfécitos, neutrofilos, mondocitos e
plaquetas (mm?®), concentracdo de hemoglobina (g/dL), hematécrito (%),
volume globular médio (VGM - mm?), hemoglobina corpuscular média (HCM —
pg), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM - %) e volume

plaquetario médio (VPM - mm?®).
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Deteccédo das células em apoptose: Os percentuais de eritrécitos nao
parasitados em apoptose foram avaliados tanto ex-vivo quanto ap0s 24 horas
de incubacdo, sendo quantificados por citometria de fluxo através da dupla
marcacdo com Sytol6 e anexina V-PE, como descrito anteriormente (Totino et
al.,, 2010). Assim, 200ul de eritrocitos, separados do sangue total por
centrifugacédo (300 X g - 10 min), foram lavados duas vezes em solucdo de
Ringer (contendo em mM: 125 de NaCl, 1 de MgSO,, 32 de HEPES, 5 de glicose
e 1 CaCl, - pH 7,4), ajustados nesta mesma solu¢do para um hematdcrito de
0,5% e, entdo, submetidos diretamente a marcagéo celular ou incubados por 24
horas a 37° C em placas de 96 pocos de fundo chato.

Para a marcacao das células apoptoticas ex vivo ou apos incubacao, 0s
eritrécitos foram ressuspensos em uma densidade de 10° células/400ul de PBS
contendo 100nM de Syto 16 (Invitrogen) e, entdo, incubados por 40 minutos a
37° C em banho-maria. Apos incubacédo, o PBS foi substituido por 100ul de
tampéao de calcio (BD Pharmingen) contendo 100nM de Syto 16 e, a suspensao
celular, foram adicionados 5ul de anexina V-PE (BD Pharmingen). Seguiu-se
nova incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente e, ap0s adicdo de
400ul de tampéo célcio contendo Syto 16, as amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson). Para determinacdo da
positividade das marcagfes com Syto 16 e anexina V-PE, foram utilizados,
respectivamente, eritrécitos parasitados de individuos infectados ou induzidos a

apoptose pelo tratamento com 1uM de ionomicina (Sigma).

Teste de inducado de apoptose in vitro na presenca de plasma: Além

de examinar o0s percentuais de eritrocitos apoptoticos ex vivo e apos
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incubacdo, também realizamos experimentos para avaliar o efeito
proapoptotico dos plasmas obtidos dos pacientes malaricos e armazenados em
nitrogénio liquido. Para esse fim, eritrocitos do tipo O, Rh+, obtidos de um
individuo clinicamente sadio, foram lavadas duas vezes em solucéo de Ringer,
ressuspensos em um hematdcrito de 0,5% e incubados por 24 horas, a 37° C,
em placas de 96 pocos de fundo chato na presenca ou auséncia de 50% de
plasma de individuos sadios ou maléaricos. Apés este periodo de incubacao, as
células foram marcadas com anexina V-PE, e, entdo, analisadas por citometria
de fluxo.

A marcacdo procedeu da seguinte maneira: apdés incubacdo, os
eritrocitos foram lavados duas vezes em solucao de Ringer, ressuspensos para
uma densidade de 10° células/100ul de tamp&o de célcio e, entdo, incubados
por 15 minutos a temperatura ambiente na presenca de 5ul de anexina V-PE.
Ao final da incubacdo, 400ul de tampdo de calcio foram acrescentados a
suspensao celular para analise por citometria. Como controle positivo da
marcacdo, foram utilizados eritrocitos induzidos a apoptose (1ulM de

ionomicina) e marcados com anexina V-PE.

Analise estatistica: As analises estatisticas e a producédo dos graficos
foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0 (Sao Diego,
Califérnia). A diferenca entre os grupos estudados foi analisada através do
teste t-student, sendo considerada significativa quando o valor de p foi menor

que 0.05 (p<0.05).
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Resultados

Para avaliacdo da susceptibilidade dos eritrocitos ndo parasitados a
apoptose na malaria humana, estudamos amostras de sangue de 20 pacientes
infectados por P. vivax e de 10 individuos controles clinicamente sadios.

A idade dos participantes do estudo variou entre 18 e 73 anos, nao
sendo observada diferenca significativa ha média desta variavel entre o grupo
dos pacientes (44,9 = 16,0 anos) e dos individuos controles (37,5 £ 17,1 anos).

Enquanto no grupo controle a maioria dos individuos era do sexo
feminino (70%), o dos pacientes foi formado por 50% de individuos de cada
sexo, dos quais 75% relataram ter tido pelo menos um episodio prévio de
malaria, seja por P. vivax ou P. falciparum.

A carga parasitaria detectada nos individuos infectados mostrou uma
variacdo de 10 a 5.000 parasitass/mm® de sangue, sendo a maioria dos
pacientes (55%) diagnosticados como tendo parasitemias entre 500 e 5.000
parasitas/ mm>.

Como mostra a Tabela 3.1, a andlise dos parametros hematolégicos néo
evidenciou nenhuma alteracdo significativa concernente a séria vermelha
guando comparadas as médias dos valores observados nos pacientes e nos
individuos controles. Em contrapartida, foi possivel observar que o nimero de
leucécitos, linfocitos e plaquetas estava significativamente diminuido nos
individuos malaricos. Uma reducédo nos valores referentes a soma dos numeros
de mondcitos, eosinofilos e basofilos também foi notada nos pacientes

malaricos, porém se mostrou pouco significativa.
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Tabela 3.1.: Valores dos parametros hematolégicos avaliados nos pacientes

maléricos por P. vivax e nos individuos controles clinicamente sadios.

o
=
©
=
L
o
=
@
"=
@
wm

Série branca

plaguetaria

Hematdcrito (%)

Hemoglobina (g/dL)

VCM (%)

HCM (pg)

CHCM (%)

Leucdcitos (103 mm?)

Linfocitos (10%/mm?)

Neutrofilos (103/mm?)

Mondcitos, eosindfilos e
basdfilos (10%mm?)

Plaguetas (10%/mm?)

VPM (u)

Parametros hematologicos Pacientes
(n=20)

Eritrécitos (108/mm?3)

484 +052
4221+ 507
12,80 + 1,66
88,01 + 504
2671+234
30,29 + 1,12
509178
1,02 +0,59
358 +1.91

0,54 + 0,31

062235

Controles
(n=10)

488 +057
4321+ 445
13,10+ 152

88,85 + 4,00

2601+145
30,20 + 0,66
7,56 1,04

2,40 + 0,61

437+120

079+028

109,60 +42,07 303,70 + 8351

9,80 + 0,96

Valorde p
ns

ns
ns

ns

ns
ns
.0004

.0001

ns

.0464
.0001

ns

Os dados apresentados representam as médias + desvios padrao dos valores hematologicos

observados em cada grupo (pacientes e controles). VCM, Volume Corpuscular Médio; HCM,

Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média e;

VPM, Volume Plaquetério Médio.

A analise dos percentuais de eritrocitos ndo parasitados em apoptose

ex-vivo ou apoés incubacdo de 24 horas ndo mostrou diferencas significativas

entre as meédias observadas nos individuos malaricos ou sadios (p=0,05)

(Figura 3.1). A falta de efeito proapoptético da infec¢do pelo P. vivax também

ficou evidente quando eritrocitos de um individuo clinicamente sadio foram

incubados por 24 horas na presenca do plasma dos pacientes maléaricos
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(Figura 3.2), uma vez que os resultados foram similares com aqueles

detectados nos individuos controles (p=0,05).
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Figura 3.1. Percentuais de eritrcitos apoptoticos ndo parasitados detectados
ex-vivo ou apés 24 horas de incubacdo em amostras de sangue de pacientes
com malaria vivax ou de individuos controles clinicamente sadios. Os dados

representam a meédia + desvio padrdo dos valores observados em cada grupo.
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Figura 3.2. Percentuais de apoptose em eritrocitos de um individuo
clinicamente sadio apds incubacdo por 24 horas na presenca do plasma de
pacientes infectados por P. vivax ou de individuos controles ndo maléricos. Os
dados representam a média + desvio padréo dos valores observados em cada
grupo.
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3.5. Artigo 4: Refractoriness of eryptotic red blood cells to Plasmodium
falciparum infection: a putative host defense mechanism limiting

parasitaemia.

Publicado na revista PLoS ONE 2011, volume 6: e26575

Considerando que a apoptose também esta envolvida com a limitacdo

da propagacéao de parasitas intracelulares, avaliamos entdo neste ultimo estudo

a capacidade do P. falciparum de infectar eritrécitos apoptéticos, uma vez que

este processo poderia atuar no controle da parasitemia na infeccdo malarica.
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Abstract

Recently, we have described that apoptosis-like process of red blood cells (RBC) — eryptosis — in malaria is not restricted to
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Introduction

Apoptosis s a physiological process of programmed cell death
(PCI) that plays an important role in tssue development and
homeostasis as well as in the pathogenesis of different diseases
[1-3]. Apoptosis has also been implicated in the innate defense
against many intracellular pathogens, since infected cells undergo
apoptotic process as an altruistic mechanism to prevent infection

of adjacent cells and propagation of the pathogen [4]. In spite of

this, pathogens have developed diverse strategies to modulate the
host cell death pathways assuring, in this way, their intracellular
survival and development [3].

In malaria, it has been described that intraeryvthrocytic

development of FPlasmodmwm parasites depends on the induction of

a suicidal death process in host red blood cell (RBC) similar to
apoptosis of nucleated cells, named eryptosis [6]. This process
could additionally operate avoiding splenic clearance of parasit-
ized-EBC (pRBC) due w the cytoadherence on microvascular
endothelium via phosphatidylserine (P5) [7].

Recently, we have reported that eryptosis in malaria i not
restricted to pRBC, as increased levels of non-parasinzed RBC
(nRBC) ervptosis were observed in /. yeeli-infected mice [8]. The
importance of this phenomenon to malaria pathogenesis has not
vet been assessed, but it is possible that nEBC eryvptosis participate
in anaemia pathogenesis as well as in complicarions associated o
endothelium cytoadherence as already observed in sickle cell

anaemia and sepsis |9,10]. However, this “pathogenic’ effect of

eryptosis could also act as a protective mechanism trough
restriction of parasite propagation. To address this question, we

PLoS ONE | www.plosone.org
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have mnvestigated the capacity of P folaparum parasites to infect
eryptotic RBC.

Materials and Methods

Parasite culture

P falcipansn parasites (knob™ W2 srrain) were maintained in
continuous @ vifre culure according to the method described by
Trager and Jensen |11]. Parasites were cultured using O human
RBC in RPMI-164) medium (Sigma) supplemented with 25 mM
Hepes (Sigma), (1.2% glucose (Sigma), 23 mM sodium bicarbonate
(Sigma), 40 pg/ml gentamyein (Gibeo Industries) and 10% heat-
inactivated AB® human serum [complete medium). Cultures were
maintained at 3% hematocrit at 37°C under an atmosphere of 5%
(5, 5% €Oy and 90% N, (White Marrins Praxair Inc).

Synchronzaton of culture was regularly performed by gelatin
flotation [12]. Culture was centrifuged at 300 g for 10 min,
resuspended in a mixture of 2.4 vol Voluven® (Fresenius) to 1.4 vol
of culture medium and, then, incubated at 37°C for 30 min. After
incubarion, the supernatant containing later stages was collected,
centrifuged and cultured with fresh RBC.

Concentration of parasitized RBC

Concentration of pRBC was performed by magnetic separation,
as previously described [13]. Synchronized culture containing
20% of parasitaemia and predominance of schizont was washed
by cenrrifugation at 350 g for 10 min and adjusted w 10%
hematocrit in complete medium. MACS® columns (25 LD
columns, Miltenyi Biotec) were placed in a suitable magnetic
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support, filled with wamed (37°C) complete medium and, then,
4 mL of culture were applied onto each column. After washing
with warmed culture medium, columns were removed from
support and, then, schizant pRBC were recovered by adding
culture medum and pushing the plunger into the columns.
Finally, eluent was centrifuged at 330 g for 10 min and schizont

pRBC were resuspended in complete medium. The purity of

pREC after magnetic enrichment was around 95%, as observed in
Griemsa-stained thin blood smears (data not shown).

Eryptosis induction

Eryptotic RBC were obtained by weatment with onomycin.
Fresh (0F RBC were washed twice in Ringer solution containing
(in mM) 125 NaCl, 5 KCI, 1 MgS0;, 32 N-2-hydroxyethylpiper-
azine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES), 5 glucose, and 1 CaCly
(pH 7.4, adjusted to 2% hemartocrit in the same solution and,
then, incubated for 4 h in presence or absence of 1 pM ionomyein
(Sigma). After ncubation, RBC were washed thrice and
resuspended in complete medium.

Eryptosis induction was evaluated through annexin V staining
and cell shrinkage measurement. RBC were resuspended at a
density of 1x107 cells/ 100 pl in annexin-binding buffer (BD
Pharmingen), incubated with annexin V-PE (5 ul — BD Pharmin-
gen) for 15 min at room temperature and five tmes diluted with
annexin-binding buffer. RBC were analyzed by flow cyrometry
(FACScalibur, Becton Dickinson) and forward scater (FSC),
sideward scarter (S85C) and annexin fluorescence (FL-2) were
measured.

Evaluation of parasite growth

Purified schizont pRH{] were cultured in fiveplicate in 96-well
flat-bottomed plate using ionomycin-treated (eryptotic) or non-
treated |non-eryptotic) RBC and complete medium. Cultures were
performed at 3% hematocrit and maintained at 37° C under an
atmosphere of 3% COs. Parasite invasion and development were
estimated by determining percentage of pRBC (parasitaemia) 0,
16, 36 and &0 hours after ininaton of culture. Parasitaemia was
calculated by light microscopy in Giemsa-stained thin blood
smears after counting a minimum of 1000 RBC.

To exdude the possible influence of lonomycn pre-treatment in
parasite growth, lonomycin-treated and non-treated RBC were
lysed at 3% hematocrit in complete medium by freeze-thawing
procedure, centrifuged at 14,000 g for 30 min at 4° C and, than,
these supernatants instead of standard culture medium were used
to perform asynchronous cultures, as described before. Cultures
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treated or not (control) with 1 uM ionomycin were performed and
parasite growth was evaluated after 18 hours of cultre.

Images were obtained using a 100x/ 1.3 oil-immersion objective
in an Axioplan 2 microscope equipped with an Axiophot 2 camera
(Carl Zeiss).

Results and Discussion

It s actually known that programmed cell death s not a
mechanism  exclusive of nudeated cells, occurring also in
enucleated cells as RBC. A variery of compounds and pathological
conditions inductors of eryptosis — process characterized by Ca =
influx, protease activation, membrane blebbing, cell shrinkage and
PS exposure — has been described |14]. In the present study, the
capacity of P. falaparum parasites to invade and develop into
eryptotic RBC was tested using a population of eryptotic RBC
obtained through treatment with ionomycin, which was able to
nduce eryptosis in nearly all weated RBC population (Figure 1).

As E‘Cpﬁ?tfd P, falciparin parasn:ﬂ mfected and developed
normally in control non-eryprotic RBC (Figure 2), showing after
16 and 60 h of culture (periods in \whn‘h parasite invasion was
evaluated] a significant increase of 2585% and 4936% in
parasitaemia, respectively, when compared with initial culture
(0 h). Conversely, cultures performed with eryptotic RBC had a
marked decrease of 82.3% in parasitaemia after 16 h, reaching
98.9% of reduction at 60 h (Figure 2). It was noteworthy a great
number of free merozoites adhered or not to ervptotic RBC after
16 h of culture (Figure 2B), indicating that these cells were not
susceptible to invasion. In additon, developing parasites in
cultures maintained with eryptotic RBC were only observed in
cells showing normal size (Figure 2B — 36 and 60 h), which should
correspond to the RBC non-susceptible to onomydn-induced
eryptosis (Figure 1) or these remained after the procedure of
pRBC concentration (see material and methods). The presence of
developing parasite in jonomycn-treated RBC should indicate
that ionomycin pre-treatment did not interfere with parasite
viability. Indeed, lysate of ionomyein-treated RBC or, even,
ionomycin alone were not able to inhibit parasite growth in culture
(Figure 3).

The ability of parasites to infect and develop into apoptotic cells
had not been studied so far, possibly, due @ the conception that
apoptotic cells are rapidly removed by phagocytes through
recognition of exposed P'S [13]. But, in fact, ervptotic RBC could
be target of malaria parasites because these cells have the capacity
to adhere on endothelial cells avoiding, therefore, splenic
phagocytosis [7,9]. In the same way, i wifro lysis of lonomydn-
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Figure 1. Induction of RBC eryptosis. REC (A, R1) were incubated at 37°C for 4 h at 2% hematocrit in presence (gray) or absence (black line) of
ionomycin (1 uM) and, then, induction of eryptosis was verified by forward scatter measurement (B) and annexin V-PE staining (C).

doi:10.1371/journal pone.0026575.g9001
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Figure 2. Resistance of eryptotic RBC to P. faldparum infection. Schizont pRBC concentrated by magnetic separation were cultured with control
non-eryptotic RBC (normal RBC) or eryptotic RBC and, then, parasites invasion (16 and 60 h) and development (36 h) were evaluated in Giemsa-stained thin
blood smears. (A) Mean=S.D. of parasitaemia and (B) representative photomicrographs (scale bar = 20 um) of the cultures performed in fiveplicate showing:
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i) eryptatic RBC are refractory to merozoite invasion (16 hj; i) eryptotic RBC are smaller than normal RBC (0-60 h) iii) parasite development in eryptotic REC
culture take place only into normal size RBC (36-60 h) and; iv) eryptotic RBC were still detected after 60 hours of culture. *** indicates significant difference
(p="0.001; ANOVA) from initial culture (0 h) in (&) and arrows indicate free merozoites in (B).

doi:10.1371/journal pone0026575.9002
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Figure 3. Effect of ionomycin in P. falaparum parasite growth.
Asynchronous cultures (0 h) were maintained for 18 h in presence of
ionomycin or lysates of non-treated (nL) or ionomycin-treated (iL) RBC
and, then, parasite growth was evaluated in Giemsa-stained thin blood
smears. Non-treated cultures were used as control Data represent
mean*5.0. of parasitaemia of the cultures performed in fiveplicate, *=*
indicates significant difference (p<0.001; ANOVA) from initial culture
(0 h).

doi:10.1371/journal pone0026575.9003

treated RBOC occurs after a period long enough to allow the
complete intraerythrocyviic development of parasite, as these cells
were stll detected after G0 hours of culture (Figure 2B). Thus,
despite ervptotic RBC could be focus of malaria parasites, in our
stuidy, P, faleipeum parasites were not able to infect ervptotic RBC.

Ervptosis could have opposite key roles in malaria. On one hand
eryptosis confributes to complications associated to pRBC

sequestration and t© anaemia related to splenic phagocytosis of

nRBC [6.8]. On the other hand, this process could reduce parasite
levels by splenic phagoevtosis of pRBC, controlling parasite
growth [16]. In additon, here we disclose another possible
protective mechanism of nRBC ervptosis, since these cells are not
able to be infected by P._falapanon merozoites. This finding could
also partially explain why sickle-cell anaemia patients that
usually maintain increased levels of eryptosis [17] — have low levels
of parasitaemia [18]. In the same way, the decreased i@ itro growth
of P faliparem n cultures treated with chlorpromazine [19] —a
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potent  eryprosis  inductor could be related to the herein
demonstrated inability of parasites to invade eryptotic RBC, since
the parasite viability is not influenced by chlorpromazine as well as
the protective effect associated to phagooytosis of ervprotic pRBC
cannot take place in @ v conditons.

The resistance of eryptotic nRBC to parasite invasion could be
attributed to cellular changes occurring during eryvptosis. In fact,
although the RBC components participating in parasite entry
remain poorly defined, it has been shown that two cytoskeletal
proteins, iLe. spectrin and actin, which are degraded in apoptosis

|20,21], are imvolved in host cell mfection [22,23]. Furthermore, a
recluction in surface expresion of glyveophorins the well-
identified receptors to P falopanen in RBC |24] was also

detected in ervptotic RBC from thalassaemia patients [25]. It is
possible, therefore, that cell surface and cytoskeleton changes
underwent in eryptosis account for the loss of parasite infectiveness
observed in our studies, which reinforce the idea that the invasion
process of Apicomplexa parasites requires, besides parasite actin-
myosin motor, the host cell components |23].

The refractoriness of ervptotic nRBC to P _faladpanom parasites
mvasion was firstlv herein reported making difficult w deeply
discuss the balance between pathogenic and protective effects. In
murine models ervprosis of nRBC was reported during anaemia-
associated P, yeeln 17X L infection [8] or during £ bergheas ANKA
infection when the use of ervptotic inducers was able to enhance
eryptosis only in pRBC [26,27].

In conclusion, we showed that eryptotic nRBC were not target
to P faleyparum parasites infection and, although ervptosis could be
involved in malaria pathogenesis, it could also acting protectively
by controlling parasite propagation. Further studies are required
to address the magnitude of this phenomenon during malaria
infection. In addition, the investigation of eryptosis can provide
usefil information concerning the host cell components implicated
In parasite NVAsin.
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4. Consideracoes Finais

Sabe-se que dentre os mecanismos envolvidos na anemia malérica, a
destruicdo precoce dos eritrocitos ndo parasitados exerce importante
contribuicdo (Chang & Stevenson, 2004; Lamikanra et al., 2007). Inclusive,
estudos apontam para a permanéncia dos processos que levam a eliminacéo
dessas células, mesmo apés a administracado de drogas antimalaricas (Price et
al., 2001; Carvalho et al., 2003; Obonyo et al., 2007). Esse dado, além de
sugerir o envolvimento da resposta imune do hospedeiro, também parece
indicar uma potencial participacdo dos antimalaricos no desenvolvimento da
anemia da malaria.

Frente a esses fatos e tendo em vista a ja descrita susceptibilidade dos
eritrocitos ao processo de morte celular por apoptose, que parece estar
relacionada com a anemia de diversas patologias (Lang et al., 2008), decidimos
estudar a apoptose eritrocitaria na maldria e sua participacdo na anemia

associada a esta infeccéo parasitaria.

No que concerne aos antimalaricos, alguns trabalhos tém mostrado que
estas drogas tém propriedades proapoptoéticas em diferentes tipos celulares e
gue isso poderia agir tanto de forma benéfica como nos tratamentos de cancer
e de doencas autoimunes (Li et al.,, 2007; Park et al., 2008), como maléfica
através da inducdo de apoptose em células sadias e levando ao dano celular
(Mohamed, 2005; Nilkaeo et al., 2006). Assim, em nosso primeiro artigo
apresentado, avaliamos in vitro a contribuicdo dos antimalaricos na anemia da

maléaria.
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Contrariamente aos achados em células nucleadas tratadas com
antimalaricos (Mohamed, 2005; Nilkaeo et al., 2006; Li et al., 2007; Park et al.,
2008) e aos trabalhos que demonstram a capacidade de diferentes farmacos
em induzir apoptose eritrocitaria (Lang et al., 2008), em nosso estudo o
tratamento de eritrécitos humanos com cloroquina, mefloquina, quinina ou
artemisinina nao foi capaz de induzir apoptose nestas células anucleadas,
sugerindo que estas drogas ndo exercem influéncia no desenvolvimento da
anemia através da inducao de apoptose eritrocitaria.

Provavelmente, o tropismo dos antimalaricos para organelas celulares
foi o fator responséavel pela auséncia do efeito proapoptotico destas drogas nos
eritrocitos, ja que essas células sdo desprovidas de organelas (Fitch, 2004;
Golenser et al., 2006). Drogas como a cloroquina, mefloquina e quinina
possuem afinidades para vacuolos acidos e tém sido utilizadas em estudos
sobre a apoptose induzida por alteracdes lisossomais em células neurais (Zaidi
et al., 2001; Geng et al., 2010). Realmente, é descrito que o efeito parasiticida
dessas drogas ocorre no vacuolo digestivo plasmodial, no qual elas se
acumulam e, provavelmente, interferem com as vias de detoxificacdo da ferro-
protoporfirina IX gerada durante o processo de digestdo da hemoglobina pelo
parasita (Zarchin et al., 1986; Ginsburg 1990; Roepe 2009). Ainda que nao haja
um consenso sobre a susceptibilidade dos plasmédios a apoptose, nossos
estudos prévios corroboram com a capacidade das quinolinas (cloroquina,
mefloquina e quinina) de induzir morte celular por vias lisossomais, uma vez
que as formas eritrociticas do P. falciparum frente ao tratamento com
cloroquina deflagraram processos autofagicos, que podem culminar ou ndo em

eventos apoptoéticos (Totino et al., 2008 — artigo em anexo).
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No caso da artemisinina, embora 0s mecanismos propostos para sua
acao antimalarica sejam bastante controversos, € fortemente sugerido que as
organelas celulares sejam alvos primarios dessa droga (Li & Zhou, 2010;
O’Neill et al., 2010). De fato, em estudos realizados por Stocks e colaboradores
(2007) com eritrocitos parasitados tratados com artemisinina conjugada a um
composto fluorescente (benzotiazol), observou-se que esta droga se acumula
no vacuolo digestivo plasmodial, no qual parece interagir com o ferro livre,
produzindo radicais livres e alterando as atividades desse vacuolo (Pilar
Crespo et al., 2008). Mais recentemente, foi documentado que a artemisinina
também pode associar-se com a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
e interferir com a funcdo da mitocondria através da producédo local de radicais
livres (Wang et al., 2010), fortalecendo os estudos que descrevem a
capacidade da artemisinina de ativar as vias apoptéticas mitocondrial em
células tumorais (Mercer et al., 2011). Considerando esses achados, a
auséncia de um efeito proapoptético da artemisinina em nosso trabalho com
eritrécitos humanos também aponta para uma relacéo entre o efeito citotoxico
dessa droga e as organelas celulares.

Como o0s precursores eritrocitarios sdo nucleados e apresentam
organelas, possivelmente sdo susceptiveis ao efeito proapoptético dos
antimalaricos e, por conseguinte, poderiam sofrer apoptose e, assim, participar
na inducdo da anemia nos pacientes malaricos durante o tratamento da
doenca. Neste sentido, a deficiéncia na eritropoiese ja foi identificada como o
principal mecanismo responsavel pela persisténcia da anemia em pacientes
tailandeses infectados pelo P. falciparum, nos quais essa manifestacao clinica

persistiu em mais de 80% dos pacientes sob tratamento (Camacho et al.,
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1998). Soma-se a esse estudo aqueles que evidenciaram uma reducdao nos
niveis periféricos de reticulécitos frente ao tratamento com antimalaricos,
ratificando a participacdo dessas drogas na inibicao da eritropoiese (Phuong et
al., 1997; Xie et al., 2005; Efferth & Kaina, 2010; Clark, 2012).

Outro ponto que devemos considerar € gque mesmo que hoSS0S
resultados ndo tenham mostrado um efeito proapoptotico dos antimalaricos
cloroquina, mefloquina, quinina e artemisinina em eritrocitos sadios, né&o
podemos descartar a participacdo dos metabolitos dessas drogas na inducdo
de apoptose porque nossas observacdes foram feitas a partir de estudos in
vitro. Exemplificando esta possibilidade, resultados diferentes foram obtidos
quando investigado o efeito hemolitico da primaquina: enquanto que in vitro
este antimalarico ndo apresenta efeito hemolitico, in vivo foi demonstrado que
seus metabdlitos foram capazes de induzir uma acelerada eliminacdo dos

eritrocitos (Bolchoz et al., 2001; Bowman et al., 2004 e 2005).

Seguindo a nossa linha de investigacdo mostramos que, embora a
apoptose nao tenha sido induzida in vitro pelos antimalaricos, este evento pode
ser deflagrado em eritrocitos na infeccdo malarica experimental (artigo 2).
Similarmente aos estudos de outras patologias que causam um quadro de
anemia, observamos um aumento nos niveis basais de eritrocitos em apoptose
no decurso da infeccdo do P. yoelii 17XL em camundongos Balb/c. Como
esperado, quando analisamos a populacdo de eritrocitos parasitados
observamos que um percentual de células estava em processo de apoptose,
como ja constatado com outras espécies plasmodiais (P. falciparum e P.

berghei) (Maguire et al., 1991; Eda & Sherman, 2002; Bobbala et al., 2010).

85



Embora em estudos com o P. berghei ANKA a inducdo de apoptose nos
eritrocitos parasitados através de drogas possa conferir reducdo da parasitemia
(Bobbala et al., 2010, Alesutan et al.,, 2010), a observacdo de uma rapida
progressdo da carga parasitaria nos camundongos Balb/c infectados pelo P.
yoelii 17XL ndo sugere um efeito protetor da apoptose neste modelo de malaria
por nés estudado. Ademais, a citoaderéncia dos eritrocitos parasitados em
apoptose via fosfatidilserina poderia ser mais um fator contribuidor para a
letalidade associada ao P. yoelii 17XL (Eda & Sherman, 2002).

Além da deteccdo da apoptose nos eritrécitos parasitados, também
notamos que a infeccéo pelo P. yoelii 17XL levou a um aumento significativo
nos percentuais de eritrocitos ndo parasitados em apoptose e sugerimos que
este aumento poderia estar relacionado com a reducdo acentuada no namero
de eritrécitos periféricos observada neste modelo. Assim, para avaliarmos se a
apoptose dos eritrécitos ndo parasitados estava de fato relacionada a anemia
gue acompanha a infeccéo pelo P. yoelii, realizamos novas experimentacdes
com este plasmédio para avaliar o envolvimento da carga parasitaria e de
componentes da resposta imune do hospedeiro (6xido nitrico, anticorpos
antieritrécitos e citocinas) na inducdo da apoptose nos eritrocitos nao
parasitados (artigo 3).

Os dados assim obtidos confirmaram nossos resultados prévios
referentes a indugcdo de apoptose na infecgdo experimental pelo P. yoelii 17XL
e mostraram que a anemia observada na fase tardia dessa infeccado parece
nao estar relacionada com a extensdo da apoptose dos eritrocitos nao
parasitados. Por outro lado, foi possivel observar que essa apoptose

associava-se com a carga parasitaria detectada no estagio final da infecgéo,
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embora tal associacdo ndo tenha sido evidenciada com os componentes da
resposta imune avaliados.

A observacdo de aumento nos niveis de apoptose eritrocitaria apenas
durante o estagio da infeccdo que foi marcado por uma alta parasitemia parece
indicar que a presenca do parasita em altas densidades possa ser o principal
fator de inducdo da apoptose nos eritrocitos ndo parasitados. E fato que na
infeccdo malarica antigenos parasitarios podem ser adsorvidos passiva ou
ativamente na superficie dos eritrécitos nédo parasitados e que isso ocorre de
maneira dependente da concentracdo e/ou da parasitemia (Layez et al., 2005;
Bratting et al., 2008). Assim, considerando a ja descrita capacidade de toxinas
microbianas e de antigenos do Schistosoma mansoni de induzir in vitro
apoptose em eritrécitos sadios (Foller et al., 2007; Kasinathan & Greenberg,
2010), é possivel que o processo apoptético observado ex-vivo nos eritrocitos
nao parasitados seja reflexo da elevada adsorcdo de antigenos plasmodiais na
superficie dessas células. Ainda que ndo tenhamos avaliado se os eritrocitos
sdo alvos de antigenos parasitarios na infeccao pelo P. yoelii 17XL ou mesmo
se antigenos dessa espécie plasmodial induzem apoptose eritrocitaria in vitro,
a deteccao de eritrécitos ndo parasitados em apoptose no cultivo in vitro de P.
falciparum (Koka et al., 2007 e 2008) reforca a hipétese da participacéo direta
dos antigenos plasmodiais na inducéo da apoptose eritrocitaria.

Nosso estudo com pacientes infectados por P. vivax (resultados
complementares), também parece sugerir um papel da parasitemia na inducéo
da apoptose eritrocitaria. Assim como em outros trabalhos, observamos nestes
pacientes uma significativa reducdo no numero de plaquetas, leucécitos e

linfécitos circulantes que, em parte, pode ser um evento relacionado com a
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inducdo de apoptose nestas células (Piguet et al., 2002; Riccio et al., 2003;
Kapoor et al.,, 2011). Entretanto, diferentemente dos resultados obtidos na
infeccdo experimental pelo P. yoelii 17XL, ndo notamos altera¢cdes nos niveis
basais de eritrécitos em apoptose nos pacientes malaricos, o que poderia ser
um reflexo das baixas parasitemias que acompanham as infec¢cdes causadas
pelo P. vivax. Realmente, os resultados observados na infec¢ao pelo P. vivax
assemelham-se aqueles observados no estagio inicial da infeccéo pelo P. yoelii
17XL, cuja moderada parasitemia ndo foi acompanhada da apoptose de
eritrocitos ndo parasitados.

Contudo, é importante termos em mente que oS mecanismos celulares
que participam da eliminacdo dos eritrocitos podem variar conforme a espécie
plasmodial infectante. Enquanto tém sido descrito que os eritrocitos nao
parasitados durante a infeccdo pelo P. falciparum deflagram um processo de
enrijecimento celular que pode facilitar sua eliminacdo por macréfagos
esplénicos (Dondorp et al., 1999; Dondorp et al., 2000), estudos realizados por
Handayani e colaboradores (2009) mostraram que estas células apresentam
uma maior fragilidade na infeccédo pelo P. vivax e, por conseguinte, SG0 mais
propensas a lise celular. Portanto, também é possivel qgue a ndo deteccao de
eritrocitos em apoptose nos pacientes com malaria vivax tenha ocorrido devido
a maior susceptibilidade dessas células a lise celular do que ao processo
apoptaotico.

Outro fator que pode ter contribuido para a apoptose eritrocitaria
deflagrada na infecc¢éo pelo P. yoelii 17XL foi a baixa bioavaliabilidade do 6xido
nitrico que ocorre na malaria (Sobolewski et al., 2005), evidenciada em nossos

estudos pelos niveis plasmaticos de nitrito. Estudos realizados por Nicolay e
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colaboradores (2008) mostraram que o Oxido nitrico € um potente inibidor da
apoptose eritrocitaria induzida in vitro por diferentes tratamentos e que a
deplecdo dessa molécula em camundongos deficientes de oxido nitrico
sintetase resulta em uma acelerada eliminacdo dos eritrécitos. A importancia
do 6xido nitrico na apoptose eritrocitaria in vivo também foi evidenciada durante
a leishmaniose visceral de hamsters (Chowdhury et al., 2010). Neste modelo
animal, a deplecdo de Oxido nitrico causada pela infeccao foi identificada como
um promotor da apoptose eritrocitaria, uma vez gque este processo de morte
celular foi atenuado através do tratamento com doadores dessa molécula.
Frente a estes achados, podemos supor que a baixa bioavaliabilidade do 6xido
nitrico durante a infeccdo malarica poderia potencializar a inducédo da apoptose
eritrocitaria mediada pelo parasita no modelo experimental por nés estudado.

Se por um lado nossos resultados implicam o aumento da carga
parasitaria na inducdo da apoptose eritrocitaria, por outro parecem afastar a
participacdo das citocinas e dos anticorpos antieritrécitos neste processo. A
falta de relagdo entre a apoptose eritrocitaria e os niveis de TNF e IFN-y em
nosso estudo nao foi surpreendente, visto que o tratamento in vitro de
eritrécitos sadios com TNF e IL-1 ndo foi capaz de estimular apoptose neste
tipo celular (Pattanapanyasat et a., 2010). Ademais, tem sido descrito que o0s
eritrécitos além de apresentar receptores de quimiocinas incapazes de traduzir
sinais intracelulares, sdo desprovidos de receptores para citocinas, fatos que
provavelmente os tornam refratarios ao estimulo por essas moléculas
imunoldgicas (Neote et al., 1994; Daniels, 2007).

Diferentemente, no caso dos anticorpos antieritrocitos a apoptose

eritrocitaria pode ser induzida in vitro utilizando-se anticorpos direcionados
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contra a glicoforina C, o aglutinogénio A ou o CD47 presentes na superficie dos
eritrocitos (Head et al., 2005a; Head et al., 2005b; Attanasio et al., 2007). Ainda
sim, em nosso trabalho ndo observamos relacdo entre os niveis de anticorpos
antimembrana de eritrécito e a apoptose dos eritrocitos ndo parasitados. Como
a especificidade dos anticorpos antieritrocitos que detectamos na infeccao pelo
P. yoelii 17XL ndo foi avaliada, € possivel que estes anticorpos fossem
direcionados contra antigenos eritrocitarios nao relacionados com a inducao de
apoptose.

Além dos nossos resultados apontarem para a ndo participacdo das
citocinas e dos anticorpos antieritrocitos na inducdo de apoptose nos eritrocitos
nao parasitados, também foi possivel notar que este processo de morte celular
nao estava implicado com a anemia do modelo experimental estudado. Com
base nos dados da literatura que sugerem um envolvimento da apoptose
eritrocitaria na patogénese da anemia, hipotetizamos inicialmente que a
apoptose dos eritrécitos ndo parasitados poderia participar da anemia
deflagrada no estagio tardio da infeccéo pelo P. yoelii (artigo 2). Entretanto, a
falta de relacdo entre os niveis de apoptose e o grau de anemia nao permitiu
confirmar nossa premissa inicial (artigo 3). Ademais, a inducdo da apoptose
nao ocorreu antes, mas durante a anemia aguda, quando a atividade fagocitica
provavelmente ja estava saturada como resultado das altas densidades
parasitaria (Schwarzer et al., 1992; Bellows et al., 2011).

A anemia da infeccdo malarica murina € de fato um evento que
normalmente esta relacionado com a ruptura dos altos percentuais de
eritrocitos parasitados (Lamikanra et al., 2007), o que pode ter representado

um fator limitante para a avaliagdo da participagcdo dos eritrocitos nao
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parasitados na anemia malarica. Portanto, ndo podemos descartar a
possibilidade da apoptose eritrocitaria estar envolvida na patogénese da
malaria humana, considerando que este processo é deflagrado em patologias
em que a anemia ocorre independente da infeccéo de eritrocitos (Lang et al.,
2008) e tendo em vista que a anemia pode ocorrer durante o episddio maléarico
acompanhado de baixas parasitemias (Carvalho et al., 2003; Evans et al.,
2006; Helegbe et al.,, 2009). Assim, partimos para estudar a apoptose
eritrocitaria na infeccdo maldrica por ocasido do diagndstico e ndo observamos
aumento nos percentuais de eritrocitos ndo parasitados apoptéticos nos
pacientes estudados. Como a nossa casuistica compreendeu exclusivamente
pacientes com malaria por P. vivax ndo complicada que inclusive nao
mostraram alteracdes significativas nos parametros eritrocitarios, néo foi
possivel uma conclusao definitiva sobre o papel da apoptose eritrocitaria na
anemia da malaria humana.

Por outro lado, € importante termos em mente que além de mediar a
eliminacdo dos eritrocitos por fagocitose, a apoptose eritrocitaria também
parece estar relacionada com a adesdo destas células nos capilares
sanguineos. Apesar deste fendbmeno nos eritrocitos ndo parasitados ainda néao
ter sido descrito na infeccdo malérica, a aderéncia de eritrécitos apoptoticos em
células endoteliais ocorre in vitro (Manodori et al., 2000; Koshkaryev et al.,
2010) e é considerada um dos fatores responsaveis pelas complicacbes
vasculares na anemia falciforme e nos quadros de insuficiéncia renal e de
oclusédo da veia da retina (Bonomini et al., 2002; Setty et al., 2002; Wautier et
al., 2011). Ademais, em estudos realizados por Franke-Fayard e colaboradores

(2005) foi demonstrado que os eritrécitos parasitados por P. berghei séo
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notavelmente sequestrados nos pulmdes e no tecido adiposo através do CD36,
um conhecido receptor da fosfatidilserina exposta nas células apoptoéticas
(Fadok & Henson, 2003; Greenberg et al., 2006). Assim, similarmente aos
eritrocitos parasitados na infeccdo pelo P. berghei, os ndo parasitados em
apoptose poderiam ser alvos do sequestro mediado pelo CD36 e, por
conseguinte, contribuiriam para as complicacdes da malaria associadas a esse

fendbmeno celular.

Outra aspecto da apoptose eritrocitaria que avaliamos foi sua possivel
propriedade protetora na malaria, visto que o processo apoptético em células
nucleadas também atua como um mecanismo inato de eliminacdo de parasitas
intracelulares  (Williams, 1994; Luder et al., 2001). Como discutido
anteriormente, o efeito protetor da apoptose eritrocitaria tem sido demonstrado
na infeccdo experimental pelo P. berghei, na qual a indugcédo in vivo de
apoptose em eritrécitos parasitados pelo tratamento com drogas foi associada
com a eliminacdo desses células por fagocitose e com a atenuacdo da
parasitemia (Bobbala et al., 2010, Alesutan et al., 2010). Em nosso ultimo
estudo (artigo 4), entretanto, fizemos uma abordagem diferente e avaliamos in
vitro a capacidade do P. falciparum de infectar e se desenvolver em eritrécitos
previamente induzidos a apoptose. Assim, foi possivel observar que os
eritrocitos apoptoticos sao refratarios a infeccao plasmodial, que provavelmente
ocorre devido as mudancas na membrana celular deflagradas durante o
processo apoptotico (Brown et al., 1997; Wang et al., 1998; Matarrese et al.,

2005).
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Apesar dessa observacao in vitro e considerando a rapida progressao
da carga parasitaria e a inducdo de apoptose nos eritrécitos ndo parasitados
apenas nos estagios finais da infeccdo pelo P. yoelii 17XL ¢é dificil
estabelecermos a real contribuicdo da apoptose dos eritrocitos ndo parasitados
no controle da parasitemia na malaria. No caso das hemoglobinopatias, que
normalmente conferem algum grau de resisténcia as altas parasitemias e que
também estdo associadas a niveis aumentados de apoptose eritrocitaria (Lang
et al., 2002; Basu et al., 2008), estudos que avaliem a relacdo entre estes dois
eventos ainda sdo necessarios para que conclusbes informativas sejam
obtidas.

Considerando os nossos experimentos in vitro, duas principais questdes
sobre o papel protetor da apoptose eritrocitaria na malaria emergem: se o
percentual de eritrocito ndo parasitados em apoptose induzido in vivo tem
significativa contribuicdo na atenuacéo da parasitemia e se ap0s uma investida
de invasdo em um eritrécito apoptético, os merozoitas ainda sao capazes de
invadir eritrécitos ndo apoptoticos, o que minimizaria o efeito antiparasitario da
apoptose eritrocitaria.

Frente a essas consideracdes 0s nossos dados nos levaram a concluir

que:
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5. Conclusodes

» Os antimalaricos ndo parecem contribuir para a anemia observada
durante o tratamento da maléaria através da inducdo de morte celular
eritrocitaria porque ndo foram capazes de induzir in vitro apoptose em

eritrécitos sadios;

» Os eritrocitos ndo parasitados sao susceptiveis ao processo de apoptose
eritrocitaria durante a maléaria experimental de camundongos Balb/c pelo
P. yoelii 17XL mas, aparentemente, ndo participam da génese da

anemia aguda deflagrada nesse modelo experimental;

» A parasitemia pode ser um fator importante de inducdo da apoptose
eritrocitaria dado que os niveis de eritrocitos ndo parasitados apoptéticos

estavam relacionados com as altas densidades parasitarias;

» A malaria vivax ndo complicada ndo parece cursar com a inducdo de
apoptose eritrocitaria, visto que ndo foram detectadas alteracdes nos

niveis basais de eritrocitos apoptoéticos e;

» Os eritrocitos em apoptose parecem exercer um papel protetor no
controle da parasitemia porque essas células se mostraram refratarias a

infeccéo in vitro pelo P. falciparum.
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6. Perspectivas

Frente aos resultados apresentados nesta tese, as futuras abordagens
que propomos para melhor esclarecer o papel da apoptose eritrocitaria na

patogénese da malaria incluem basicamente:

> Analisar a capacidade dos antimalaricos, incluindo a primaquina, em

induzir apoptose eritrocitaria in vivo;

> Investigar a participacdo da apoptose de eritrocitos nao parasitados no
desenvolvimento da anemia em modelo experimental de malaria murina no

qgual a carga parasitaria cursa com baixas parasitemias;

> Avaliar os percentuais de apoptose eritrocitaria na infeccdo pelo P.

falciparum e durante os quadros de malaria grave e sua relacdo com a anemig;
> Verificar a capacidade de eritrocitos apoptéticos em deflagrar fenbmenos
de citoaderéncia durante a infeccdo malarica murina e o envolvimento desse

processo nas complicacdes associadas ao sequestro eritrocitario e;

> Identificar antigenos plasmodiais e componentes da resposta imune do

hospedeiro que poderiam participar da indugcéo da apoptose eritrocitaria.
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8. Anexos

Apresentamos a seguir outros dois trabalhos publicados no decorrer da

realizacdo dessa tese.
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