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RESUMO

Introducdo: A maléria é uma doenca infecciosa, de evolugdo crénica, com manifestacoes
episddicas de carater agudo, causada por protozoario do género Plasmodium. A maioria dos
casos da doenca na Regido Amazénica € determinada pelo Plasmodium vivax (P. vivax).
Embora seja considerada benigna e autolimitada, pode agravar em criancas e gestantes, sendo
as principais complicagdes clinicas a anemia e trombocitopenia. O parasito tem preferéncia por
eritrocitos mais jovens e a parasitemia na malaria por P. vivax ndo parece ser a principal causa
da anemia, de modo que a modulagdo da resposta imune possa estar mais associada a essa
gravidade. Pouco se sabe sobre os mecanismos imunes envolvidos em individuos com malaria
por P. vivax, entretanto, alguns estudos em criangas com maldria, encontraram associacao entre
0 baixo nivel da quimiocina CCL5 com a gravidade da doenca. Objetivo: Assim, o estudo
correlacionou a expressdo de CCL5 nas subpopulagdes de linfocitos T CD8 e biomarcadores
clinicos em criancas e adolescentes diagnosticadas com malaria por P. vivax. Metodologia:
Foi realizado um estudo observacional prospectivo com criancgas e adolescentes de 1 a 16 anos
diagnosticados com malaria por P. vivax. As amostras de sangue foram coletadas em tubo de
heparina e EDTA antes do tratamento (DO0), fase aguda e na fase convalescenca (D60-90). Em
cada visita, foram isoladas células mononucleares do sangue periférico (PBMC), realizou-se
cultivo celular utilizando a proteina de superficie de merozoito -1 (PvMSP-119) e apds 24 horas
foram realizadas as marcagdes celulares. A expressdo de CCL5 e IFN-y foram avaliadas em
células T CD4*, CD8" e suas subpopulacGes por meio de citometria de fluxo. Resultados:
Foram coletados 13 casos na fase aguda com segmento na fase convalescenga. Observamos
uma correlagdo positiva dos niveis de hemoglobina e a porcentagem de linfécitos T CD8 de
memoria que expressam IFN-y na fase aguda da infeccdo (P=0,03). Em relacdo a CCL5, quanto
mais jovens eram os individuos com maléria por P. vivax menor foi a porcentagem de linfocitos
T CD8 de memdria expressores dessa quimiocina (P=0,04). Conclusdo: A comparagdo dessas
respostas na fase aguda e na convalescenca indicaram uma inversdo nas correlagcdes entre
frequéncia de linfécitos T CD8 de memoria produtoras de CCLS5 e a idade, sugerindo um papel
importante do estado inflamatdrio na modulagdo dessas células. Os resultados sdo relevantes,
indicando que as respostas encontradas no estudo foram provavelmente iniciadas no estagio
pré-eritrocitico e, que pesquisas futuras sdo importantes para entender a relacdo dessa
modulacdo na resposta imune a malaria por P. vivax.

Palavras - chave: Plasmodium vivax, criangas, CCL5, IFN-y, memdria.



ABSTRACT

Introduction: Malaria is an infectious disease of chronic evolution, with clinical episodics
manisfestations of acute profile, caused by the protozoan Plasmodium genus. The majority of
cases from Amazon Region is certain by Plasmodium vivax. Althought has been considered
benign and self-limit, can be worsen on children and pregnant women, having as main
complications anaemia and thrombocytopnenia. The parasite has preference for young red
blood cells and the parasitemia in the malaria vivax doesn’t seems to be the main cause of
anaemia. In a way that the immune response modulation could be associated to this severity.
The mechanisms involved in individuals with malaria are not well known. However, some
studies on children with malaria has shown an association of low level of CCL5 chemokines
with the increase of the disease. Objective: Our studies sought to avaliate the CCL5 expression
and IFN-y in T CD4 and T CD8 lymphocytes cells and their relation with clinical markers.
Methodology: A cohort study was realized with children and teenagers from 1 to 16 years with
malaria vivax at Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado. Were collected
whole blood with heparin on day 0 (before the treatment) being acute the second phase e after
that between 60 and 90 days (the convalescence phase). In each day of visit we isolated and
cultivated using the antigen merozoite surface protein-1 (MSP119) and after 24 hours were
realized the cells appointements. The CCL5 and IFN-y were evaluated in T CD4" e CD8"
CD45R0O" cells by flow cytometry. Results: We collected thirteen cases in acute phase and the
second one was collected was realized in convalescence phase (after 60 to 90 days of the
infection). We noted a positive correlation from de levels of hemoglobin and the percentage of
TCD8+ lymphocytes memory cells IFN-y producers on acute phase of the infection (P=0,03).
In relation to RATES, when more young the individuals with malaria vivax were, less was the
percentage of TCD8+ lymphocytes memory cells producers of these chemokines (P=0,04).
Conclusions: The comparison of of these responses on acute phase and convalescence
indicated on the correlation between the TCD8 lymphocytes memory cells rate of CCL5 and
the age, suggesting an important role of the inflammatory stage in the modulation of these cells.
The results are relevants indicanting that the responses founded in the studies were probably
initiated on the pre erythrocyte stage and future research are importants to understand the
relation of this modulation on anemia pathogenesis of malaria vivax.

Keywords: Plasmodium vivax, malaria, CCL5, IFN-y, memory.
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INTRODUCAO

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda cujo agente etioldgico € um protozoério
do género Plasmodium. Sua transmisséo é através da picada da fémea do mosquito Anopheles
(1). Em humanos, é causada por seis espécies: P. falciparum, P. malariae, P. ovale curtisi, P.

ovale wallikeri, P. vivax e P. knowlesi (2).

No Brasil, o P. falciparum e o P. vivax sdo as duas espécies predominantes (3). A
malaria ¢ uma doenca hematoldgica e reflete o ciclo intra-eritrocitario de ruptura das hemécias
pelos estdgios trofozoito-esquizonte, invasdo de merozoitos e crescimento intra-eritrocitario
com uma nova diferenciacdo em trofozoito-esquizonte. Todos o0s sintomas clinicos sdo
consequéncias da infeccdo e os mais comuns sdo: calafrios, febre alta (no inicio continua e
depois com frequéncia a cada trés dias), dores de cabeca e musculares, taquicardia (aumento
dos batimentos cardiacos), aumento do baco e, por vezes, delirios. E mais conhecida por seu

padrdo ciclico de febres e calafrios, cuja periodicidade (4).

A maléria por P. vivax pode também evoluir para um amplo espectro de distdrbios
clinicos como anemia, trombocitopenia, linfopenia, monocitose e, raramente, a coagulacdo
intravascular disseminada (5). Essas alteracdes podem variar dependendo de alguns fatores:
idade, nivel de endemicidade da malaria, doencas hematoldgicas secundérias, estado

nutricional, fatores sociodemograficos e imunidade a essa infec¢do (5,6).

No outro extremo do espectro clinico estd a malaria crénica, a condicdo resulta de
parasitismo repetido ou cronico em individuos semi-imunes ou que adquiriram imunidade
clinica (7,8). Em vista disso, a maléria é uma doenca complexa e dependendo da resposta imune
durante a infeccdo, ela pode causar doenga grave devido a uma resposta insuficiente para sua
eliminacédo ou incapacidade do hospedeiro em controlar a inflamacéo (9-11). A resposta imune
adaptativa é desencadeada devido a ndo eliminacdo do parasita pela resposta imune inata.
Assim, a participacao das celulas T se faz necessaria para a producao de citocinas (10,12,13).
As citocinas e quimiocinas induzem a um resultado clinico durante a infeccdo por maléria e sua
caracterizagdo a nivel plasmatico é bem consolidada, porém ainda ndo existe consenso a

respeito da interacdo celular (14,15).
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A CCL5 também conhecida como RANTES (do inglés regulated on activation, normal
T cell expressed and secreted), € a quimiocina que consegue atrair células T, basdfilos,
eosinofilos e células dendriticas para o local de inflamagéo. Os linfécitos T CD8, plaquetas e
outras células sdo responsaveis pela producdo de CCL5 (14). Estudos sugerem que em criangas
os niveis de CCL5 podem diminuir com o aumento da gravidade da doenca. Além disso,
mostraram que existe correlacdo dos niveis da quimiocina com a quantidade de plaquetas,
levando a quadros de trombocitopenia, o que pode contribuir em parte para anemia malarica
(15,16).

Dessa forma, o entendimento sobre CCL5 e sua relagdo com células T de memdria
contribui para uma melhor compreensao da resposta imune e progressdo da infeccdo, assim, o
objetivo do estudo foi avaliar a expressdo de CCL5 em subpopulac6es de células T CD8 em
resposta a proteina 1 de superficie do merozoito (MSP-119) em crianc¢as e adolescentes com

mal&ria por P. vivax.

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Aspectos Epidemioldgicos da maléria

A maléria continua sendo um sério problema de saude publica em regifes tropicais e
subtropicais do mundo. Atualmente, estima-se que 241 milhdes de casos foram detectados em
2020, com quase um milhdo de mortes registradas no mundo (17). Outro dado relevante é que
as estimativas de morte por malaria sdo mais altas em criangcas menores de cinco anos, no
periodo de 2000 a 2019 a porcentagem dessas mortes estava em reducao, de 87% para 76%,

mas houve aumento em 2020 para 77% (18).

Entre 2000 a 2020, na regido das Américas, foi registrado reducdo de 58% da incidéncia
de casos por malaria (de 1,5 milhGes para 0,65 milhGes). Nesse mesmo periodo, ocorreu a
reducdo da taxa de mortalidade, o que em parte pode ser devido a alguns fatores, tais como, as
restricfes estabelecidas em virtude da pandemia da COVID-19, onde a exposi¢do a areas

endémicas foi afetada, bem como a notificagcdo dos casos nas unidades de saude (18).

No continente americano, 77% dos casos de malaria ocorrem nos paises: Brasil,

Colémbia e Venezuela (18). Em 2020, o Brasil notificou 145.205 casos de malaria, em 2021



19

houve reducéo de 4,1% em relacdo ao ano anterior, tendo sido registrado 139.211 casos. Dos
casos notificados no pais, aproximadamente 99,0% sdo autdctones e ocorrem na Amazonia
Legal, composta pelo estado do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Par4,
Rond6nia, Roraima e Tocantins. A regido extra-amazonica é responsavel por apenas 1% dos
casos notificados no pais. Esses casos ocorrem em sua maioria na area de Mata Atlantica e
possuem maior indice de letalidade, principalmente por atraso no diagnostico e tratamento da
doenca (19,20).

No Brasil, a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) é utilizada como um indicador de risco
para infeccGes por maléria, atraves dos valores dessa incidéncia € possivel verificar a correta
interpretacdo e classificacdo dos diferentes graus de risco da doenca. Em 2021, na regido
amazonica, observou-se o seguinte cendrio: 29 (3,6%) municipios foram classificados como de
alto risco (IPA > 50 casos/1.000 habitantes), 38 (4,7%) de médio risco (IPA entre 10 e 50
casos/1.000 habitantes), 61 (7,5%) de baixo risco (IPA entre 1 e 10 casos/1.000 habitantes) e
outros 163 (20,2%) municipios foram classificados como de muito baixo (IPA < 1 caso/1.000
habitantes) risco de transmissdo da doenca. Os demais 517 (64,0%) municipios amaz6nicos nao

registraram transmissao autoctone da doenca (19) (Figura 1).

IPA 2021*
Sem transmissao
Muito baixo risco
Baixo risco

B Médio risco
B Alto risco

Classificacao da IPA:

Sem transmissdo - 0 casos autoctones;
Muito baixo risco - IPA <1 caso0/1.000 hab.;
Baixo risco — IPA <10 casos/1.000 hab.;
Médio risco - IPA <50 casos/1.000 hab.;
Alto risco - IPA >50 casos/1.000 hab.

500 1.000 km

Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS. Excluidas ldminas de verificagao de cura. Dados do Sivep-Maldria atualizados em: 14/3/2022. Dados do Sinan atualizados em: 10/3/2022.
*Dados de 2021 sao preliminares, sujeitos a alteracoes.

Figura 1-Mapa de risco de malaria por municipio de infeccéo. Brasil, 2022 (15).
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Aproximadamente 80% da malaria concentrou-se em 41 municipios, 39,0% no
Amazonas, 19,5% no Pard, 17,1% em Roraima, 9,8% no Amap4, 7,3% no Acre, 4,9% em
Rondonia e 2,4% no Mato Grosso. No Estado do Amazonas, em 2021 ocorreram 60.380 casos
autoctones. A doenca acomete criancgas, adolescentes e adultos, sendo o P. vivax responsavel
por cerca de 80% casos. Na regido Amazoénica, as condigdes sdo propicias para a sobrevivéncia
do vetor. Além disso, as condi¢Bes socioeconémicas e ambientais favorecem a transmissao da
doenca (19,20) (Figura 2).

Legenda

®  Municipios com apoiador em 2021

Municipios prioritérios 2021
0 500 1.000 km

Fonte: Programa Nacional de Prevencao e Controle da Malaria. Sivep-Malaria. Dados do Sivep-Malaria atualizados em: 14/3/2022

Figura 2-Mapa de municipios prioritarios para malaria no Brasil em 2021. Brasil, 2021
(15).

1.2 Ciclo bioldgico do Plasmodium ssp.

A malaria é transmitida através da picada de mosquitos fémeas do género Anopheles.
Existem mais de 400 espécies de mosquitos anofelinos, porém apenas 30 delas sdo vetores

importantes da maléria, sendo o Anopheles darlingi o principal vetor no Brasil (21,22).

O ciclo do parasita da malaria envolve humanos e mosquitos anofelinos. Nos humanos
ocorre a fase assexuada, onde os parasitas crescem e se multiplicam primeiramente nas células
do figado (fase exoeritrocitica) em seguida nos eritrocitos (fase eritrocitica). No mosquito
ocorre a reproducdo sexuada do parasito, chamado ciclo esporogonico (23).
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A fase exoeritrocitica inicia durante o repasto sanguineo da fémea do inseto Anopheles
e ocorre a inoculagdo dos esporozoitos na derme do hospedeiro vertebrado, em seguida, esses
esporozoitos gque estavam na saliva do mosquito entram na corrente sanguinea e em sua maioria
migram para o figado, onde invadem os hepatocitos e se multiplicam, durante um periodo de
até 4 semanas (21,24). Os hepatocitos infectados amadurecem e passam a ser esquizontes que
se rompem e liberam milhares de merozoitos que sdo 0s responsaveis por infectar os eritrocitos
(20).

Em infecgbes causadas por P. vivax e P. ovale alguns parasitos se desenvolvem e
continuam o ciclo e outros podem ser encontrados em estagios de laténcia no figado, os
hipnozoitos, estes podem permanecer no organismo por meses ou até mesmo anos antes de
iniciarem um novo ciclo de reproducdo assexuada e causarem recaidas clinicas. O mecanismo

por tras do desenvolvimento da laténcia e ativagdo ainda é desconhecido (25).

Nos eritrdcitos, o estdgio em anel dos parasitas, trofozoitos, amadurecem e formam
esquizontes que se rompem e liberam novos merozoitos, 0s quais irdo invadir novos eritrocitos
dando continuidade ao ciclo (21). O ciclo eritrocitico inicia quando os merozoitos invadem o0s
eritrocitos e repetem-se a cada 48 horas nas infec¢Ges por P. vivax e P. falciparum (26).

Depois de sucessivas geracOes de merozoitos, alguns diferenciam-se em formas
sexuadas ndao multiplicadoras, o feminino (macrogametas) e masculino (microgametas). Esses
gametas no interior dos eritrocitos sdo chamados de gametdcitos e ndo se dividem, quando

ingeridos pelo mosquito, irdo fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasito (20,26).

Os merozoitos do P. falciparum invadem eritrécitos de todas as idades, ja os do P. vivax
invadem preferencialmente, sendo exclusivamente, os reticuldcitos. Essa interacdo dos
merozoitos com o0s eritrocitos ou reticulocitos envolve o reconhecimento de receptores

especificos que podem permitir a entrada do parasito na célula hospedeira (23,27).

Os merozoitos serdo diferenciados em gametdcidos (machos e fémeas) estes estardo
presentes no sangue do hospedeiro infectado, e serdo ingeridos pelo mosquito, ao chegar ao
estdmago, 0s microgametas penetram nos macrogametas gerando zigotos (21,26). Os zigotos
irdo desenvolver-se no lumen do intestino médio do mosquito em oocinetos mdveis e

alongados, o processo pode levar até 16-24 horas, dependendo da espécie de Plasmodium, os
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oocinetos invadem a parede do intestino médio do mosquito, onde se transformam em oocistos.
Estes crescem, rompem-se e liberam esporozoitos, que migram e invadem as glandulas salivares
do mosquito. A inoculacdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano mantém o ciclo

de vida da malaria (22,28) (Figura 3).

Esporozoitos inoculades
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/ Glandula saliva

Esporozoitos
Epit euC

" / int estlral
N %\ / oll
A Gametogditos GaMELES e
ingeridos pe!o

mosquito

T o @ @o
- OO """""""""""" / Tr‘cf.ozo:'t - -T
, -:.o. .':.'
3 Ruptura do @Lnel Esquizonte ... J :‘.0 ‘
kh ‘

mercssomo o~
W Merozoitos na t Ruptura do Gametdcitos imaturos
= - o, Eorrente SanguUINe3 paticulécitos e'ﬂwzor‘tg
' ),
. .
. »n >

Figura 3 - Ciclo biol6gico da Malaria. Uma vez que os esporozoitos sdo inoculados na pele
pelas fémeas do mosquito anapholes, entram na corrente sanguinea e invadem os hepatdcitos. No
figado, o parasito pode se diferenciar em esquizonte e ap6s milhares de replicacdes liberam os
merozoitos na corrente sanguinea, ou passam a ser hipnozoitos (forma latente). Os merozoitos
invadem os reticuldcitos, no caso de P.vivax e diferenciam-se em trofozoitos, em seguida, 0s
esquizontes se rompem e liberam mais merozoitos e o ciclo continua. Porém, alguns podem se
diferenciar em gametdcitos masculinos e femininos e ao serem ingeridos por mosquitos acabam
sendo infectados. Assim, o ciclo continua no inseto vetor. Adaptado de Mueller et al., 2009 (23).

1.3 Manifestacgdes clinicas da malaria

Na malaria, as manifestacdes clinicas podem iniciar com a ruptura dos esquizontes e
com a liberacdo de merozoitos na circulagéo periférica. Conforme o desenvolvimento do ciclo
de vida do parasito (reinvasdo de merozoitos, desenvolvimento de trofozoito e ruptura de

esquizontes) em 24 a 48 horas, o nivel de parasitemia torna-se paralelo ao nivel de resposta do
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hospedeiro até que o individuo “sinta-se doente” (29). A gravidade dos sintomas varia de
assintomatico, sintomas leves e graves, podendo levar a morte. Geralmente, a manifestacao
clinica da doenca é caracterizada por episodios de calafrios, febre, mialgia, cefaleia, nauseas e
vomitos (20). Seguido dos primeiros paroxismos, a febre pode ser intermitente e somada a
calafrios sdo reflexos da ruptura dos esquizontes, sendo mais comum em malaria por P. vivax
(30,31).

Os primeiros sintomas da malaria séo inespecificos e possuem semelhanga com outras
doengas infecciosas, como hepatite viral, leptospirose, dengue ou sepse bacteriana. O quadro
clinico pode ser leve, moderado ou grave, dependendo da espécie do parasito, parasitemia,
tempo da doenca, idade do paciente, da imunidade adquirida do hospedeiro e condicdo
nutricional (20,32).

A maléria por P. vivax que antigamente era descrita como benigna, atualmente casos
graves sdo relados em todo o mundo (3,33). Quando a malaria é tratada precocemente, as
manifestacdes clinicas ndo evoluem para complicacfes graves. No entanto, alguns individuos

podem apresentar quadros graves com a necessidade de tratamento intensivo (34,35).

1.3.1 Indicadores Clinicos e laboratoriais de gravidade na malaria

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as complicacgdes clinicas na malaria sdo: dor
intensa no abddmen podendo ocorrer raramente em razdo da ruptura do bago, mucosas
hipocoradas, ictericia, reducéo do volume de urina a menos em 24 horas, vomitos persistentes
gue comprometam a tomada da medicacdo por via oral, qualquer tipo de sangramento, falta de
ar, aumento da frequéncia cardiaca, convulsdo ou desorientacdo e prostracdo (especificamente

em criangas) sendo essas complicagdes mais observadas em maléria por P. falciparum (17,20).

A infeccéo grave leva a manifestactes laboratoriais como: anemia grave, hipoglicemia,
acidose metabdlica, insuficiéncia renal, hiperlactatemia e hiperparasitemia sendo caracterizada
pela quantidade maior que 100.000 parasitas/mms3. O comprometimento dos o0rgédos e
consequentemente, alteracdo na consciéncia, edema pulmonar, sindrome respiratéria, sindrome
neuroldgica, falha renal, lesdo renal grave, complicagdes metabdlicas, coma e morte séo
complicagdes que podem surgir na maléria (34,46). A anemia e a trombocitopenia, sdo

complicacdes frequentes e quando ndo tratadas podem levar a Obito principalmente em
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individuos mais vulneraveis como criancas e gravidas (47,48). Em maléria por P.vivax, a
trombocitopenia e anemia séo as complicagfes mais frequentes onde o paciente ndo apresenta

sangramento, diferente das infec¢Ges por dengue (49-51).

1.4 Malaria por Plasmodium vivax

A malaria por P. vivax é responsavel por cerca de 14-80 milhGes de casos de malaria a
cada ano, a infeccdo ocorre com maior frequéncia em todo o Sudeste Asiatico e nas Américas
(36). Em 2021, no Brasil, os casos autdctones de P. vivax, P. malariae e P. ovale foram de 83%
e 17% dos casos por P. falciparum e maléria mista. Na regido Amazonica, aproximadamente

80% dos casos notificados foram por P. vivax (19,37).

Até 2025 e 2030, mais de 30 paises procuram eliminar os casos de malaria de suas
regides. Porém, o P.vivax é um obstaculo para a erradicacdo da doenca (38,39). Os desafios no
controle e eliminacdo de P. vivax provavelmente estdo relacionados a aspectos da biologia do
parasito: capacidade dos hipnozoitos causarem a recaida; o parasito possui alto potencial de
transmissao causado pela producdo precoce e continua de gametdcitos; alta infectividade para
mosquitos e ciclo de desenvolvimento mais curto no vetor em comparagdo com outros
Plasmodium sp. (39). Essas caracteristicas facilitam a transmissdo do P. vivax por mosquitos
vetores sazonais e em temperaturas ambientais mais baixas, estendendo assim a distribuicéo do

P. vivax em regifes de clima tropical e subtropical (40).

A infeccéo por P. vivax era considerada relativamente benigna, principalmente quando
comparada as infec¢des por P. falciparum (41-44). No entanto, evidéncias crescentes desafiam
a percepcao da malaria por P. vivax como benigna e mostram que os sintomas clinicos ndo sdo
apenas leves como se acreditava e que sao existentes formas mais graves e até letais da doenca
(30,41). Um estudo realizado na regido amazonica mostrou associagcdo a malaria grave por P.
vivax (45). Os sintomas mais comuns dessas complicagfes sdo anemia grave, dificuldade

respiratdria, lesdo pulmonar, coma, entre outras manifesta¢des (30,40,41,45).

O aumento da resisténcia aos medicamentos, como a cloroquina, que é o medicamento
de primeira linha utilizado para o tratamento de malaria por P. vivax e as complica¢Ges desta

doenca parasitaria, representam também um desafio para 0s programas de controle e prevencéo,
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exigindo esforgos conjuntos para um melhor entendimento do desenvolvimento da doenga
(40,41).

1.5 Resposta imune a malaria por P. vivax

A resposta imune a maléria pode ser desenvolvida de forma especifica contra cada
estagio do parasito (52). Tem sido observado que a sobrevivéncia a malaria € ligada a habilidade
de controlar a reproducéo dos estagios sanguineos do parasito nas primeiras semanas apos a

infeccdo (53).

A viruléncia do plasmddio, intensidade de transmissao, idade, fatores genéticos, sociais
e econdmicos interferem na suscetibilidade do hospedeiro e no prognéstico da infeccéo.
Individuos que desenvolvem sintomas mais graves apds serem expostos ao parasito geralmente
nunca foram infectados anteriormente (54-56). No decorrer das diferentes fases evolutivas, o
parasito pode ativar a resposta imune do hospedeiro, essa resposta tem o papel fundamental na
reducdo da carga parasitaria e eliminacdo do parasito. Através do reconhecimento dos

componentes parasitarios, ocorre a formacéo da imunidade adaptativa (56-58).

A resposta imune do hospedeiro ou a imunidade a malaria é fundamental para a
patogénese das manifestacGes clinicas, assim como a resisténcia e até mesmo a tolerancia ao
parasito. Tem sido estabelecido que a imunidade natural é (i) eficaz em adultos ap6s exposicao
intensa ininterrupta ao longo da vida, (ii) perdida ap6s a cessagdo da exposicao, (iii) especifica
da espécie, (iv) pouco especifica do estagio e (v) adquirida a uma taxa que dependia do grau de
exposicdo. As principais caracteristicas ou 0s mecanismos de base da imunidade a maléria
foram definidas pelo desenvolvimento de imunidade clinica e parasitoldgica a malaria, marcada
pela capacidade de controlar a doenga (sintomatologia) e densidade parasitaria (imunidade
parasitaria) (7).

E estabelecido que a imunidade é teoricamente direcionada a qualquer ponto do ciclo
de vida a partir do momento da entrada do esporozoito. Nos estagios pré-eritrocitarios, estudos
longitudinais sugerem respostas imunes provavelmente com envolvimento limitado devido ao
periodo de pré-incubacéo, especialmente na maléria por P. falciparum que ndo ha o estagio de
hipnozoitos. Baseado em estudo de desafio com esporozoitos irradiados, ou modelos murinos,

ou vacinas baseadas em antigenos pré-eritrocitarios, de uma maneira geral, 0 mecanismo requer
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principalmente células efetoras CD8" produtoras de citocinas de resposta imune efetora como
o interferon-y (IFN-y), que matam parasitas em hepatocitos infectados (59). Para os estagios
eritrocitarios, alvos potenciais para uma resposta imune sdo merozoitos livres e 0s parasitas
intraeritrocitarios. As respostas humorais sdo fundamentais na imunidade do estagio sanguineo
(59).

A imunidade clinica observada em éareas endémicas oferece estimulo a ideia do
desenvolvimento de vacinas. As respostas imunes protetoras podem ser direcionadas ao parasita
pré-eritrocitario, ao merozoito livre do parasita do estgio sanguineo ou a novos antigenos
induzidos na superficie de eritrocitos infectados No entanto, a imunidade natural é
relativamente ineficiente, por questdes relacionadas ao polimorfismo antigénico, bem como a

auséncia de um consenso sobre o0s aspectos funcionais da resposta imune (8).

Individuos de areas com alta endemicidade podem desenvolver protecdo contra
sintomas graves e morte por malaria, adquirindo imunidade a doenca ou imunidade ao parasito
levando a diminuicdo na carga parasitaria (60,61). A infeccdo assintomatica ocorre geralmente
em individuos que acumularam vérios episodios de malaria durante sua vida em &rea endémica
e que foram continuamente expostos ao parasita, pois, ao longo dos anos de exposi¢do ao
plasmodio, uma imunidade protetora pode ser desenvolvida por acimulo de repertério de
anticorpos (62-65). Além disso, sugere-se que 0s mecanismos da imunidade inata se mantém
em alerta por um grande periodo ou a resposta imune adaptativa efetora é desenvolvida para
controlar o parasito. Entretanto, o controle da ativacdo do sistema imune pode formar um
mecanismo de escape do plasmddio, pois, ao permanecer no hospedeiro, tem seu ciclo evolutivo
favorecido (61,62).

O sistema imune inato € composto por células dendriticas (CDs), células natural killer
(NK), macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos e mastocitos, essas células séo
responsaveis pelo reconhecimento de patégenos, sendo a primeira linha de defesa e levam a
ativacdo da resposta imune. Os patdgenos sdo reconhecidos através dos receptores de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPS), sendo o receptor do tipo Toll-Like (TLRs) o de
maior importancia (66,67). A interagdo entre hospedeiro e o0 parasito leva o sistema imune inato
a organizar uma defesa imediata contra o patdgeno e auxilia no desenvolvimento da resposta
do sistema imune adaptativo, sendo este responsavel pela memoria imunolégica, perfis de

resposta imune celular e humoral. As células do sistema adaptativo (células B e T), reconhecem
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e ligam antigenos estranhos por meio de receptores de superficie. O elo entre receptor-ligante
forma interagdes que direcionam as células do sistema inato e adaptativo a transcrever genes na
forma de RNAm, que é traduzido em proteinas de membrana, intracelulares e secretadas que

juntas ampliam a resposta imune contra o patdgeno (66,67).

Durante os processos infecciosos, danos sdo consequéncias geradas em sua maioria por
exacerbacdo da resposta imunologica e inflamatdria, ocorrendo a ativacdo de cascata de
sinalizacdo intracelular, mediadores lipidicos e producdo de citocinas e quimiocinas. Na
malaria, assim como em outras doengas infecciosas, danos patoldgicos sdo formados por unido
dessas acOes. Além disso, a imunidade a maléria é caracterizada por depender da espécie do
parasito e estagio da infeccdo. Na malaria por P. vivax, a imunidade ou resposta imune efetora
contra os estagios pre-eritrocitarios tem uma grande relevancia devido a existéncia dos
hipnozoitos. Do ponto de vista parasitolégico, a existéncia de hipnozoito pode ser entendida
como uma infec¢do cronica, e talvez, hipoteticamente, haveria a manutencdo dos antigenos
desse estagio, uma vez que células T memdria foram correlacionadas com essa forma do
parasito (68-70).

1.6 Imunidade Inata

A imunidade inata influencia diretamente na resposta imune adaptativa do hospedeiro.
Possui a capacidade de reconhecer PAMPs e de responder de forma répida a receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) que séo essenciais para o entendimento da resposta imune no
inicio da malaria (58,71). Os receptores da resposta inata ativam mondcitos, macréfagos e CDs
gue desencadeiam a ativacdo da resposta imunoldgica através do reconhecimento de PAMPS
de Plasmodium, como as ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), hemozoina, proteinas
MSP1 e MSP2, DNA e RNA. Eles participam como indutores na produgédo de derivados da
resposta imune, tais como, citocinas pro-inflamatorias principalmente TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
12 gerando uma resposta rapida por intermédio de vias de sinalizagdo mediada por MyD88
(fator de diferenciacdo mieldide 88) (72-77).

A participagéo e contribuicdo dessa via de sinalizagdo na resposta inata a maléria sao
mais relatadas durante a infecgcdo na fase eritrocitica por uma simples razdo, acessibilidade.
Segundo os estudos, residuos toxicos chamados de heme ocorre a partir da digestdo da

hemoglobina pelo parasita. Para evitar o dano oxidativo, o parasito forma um polimero
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cristalino insolavel, a hemozoina (78). A hemozoina e o GPI podem estimular, via TLR4,
monaocitos e macrofagos a sintetizarem citocinas proinflamatorias da resposta inata. O DNA do
Plasmodium sp. associado a hemozoina é reconhecida pelo TLR9 também é responsavel pela
producdo dessas citocinas (74). Tais citocinas, em especial IL-1, IL-6, IL-12, e IFN-y, possuem
fungdes essenciais no controle do crescimento do parasito, porém como mediadores
inflamatorios pode prejudicar e ocasionar condigdes patologicas ao hospedeiro se forem
ativados com excesso, como malaria cerebral (75,76,79). Por outro lado, os mondcitos e
macrofagos produzem IL-12 e IL-18 com a finalidade de diminuir a carga parasitaria e ativar o
IFN-y que € necessario para promover a eliminagdo do parasito via nas células fagociticas
durante o ciclo pré-eritrocitico (80). Portanto, uma pesquisa voltada a compreensdo das
subpopulacdes linfocitaria T CD4 e T CD8 em algum modelo de estudo em malaria por P. vivax

pode ser relevante e contribuir para o entendimento da imunidade a malaria.

1.7 Imunidade Adaptativa

A resposta imune adaptativa é desencadeada pela incapacidade da resposta imune inata
em eliminar o parasito. No entanto, a participacdo de células T e a producédo de citocinas sao
necessarias para a modulacdo de uma resposta as formas seguintes do ciclo do parasito (10).

Foi relatado que a malaria por P. vivax e P. falciparum leva a reducdo de células
dendriticas e consequentemente o perfil de células T (81). Na fase aguda de uma infeccdo com
alta parasitemia, ha apoptose dessas células e/ou diminuicdo da maturacdo de células
dendriticas caracterizada pela baixa expressdo de CD80, CD86 e MHC 11 (82). Outro achado é
gue ha um aumento da proporcao de células T reguladoras com a funcdo de modular a resposta
imune (10,83).

O aumento na producéo de IL-10, é responsavel pela modulacdo da resposta imune a
infeccdo, uma vez que ela é a principal citocina reguladora dos efeitos causados por mediadores
como IFN-y, TNF, IL-6 e IL-12 (84,85). Ainda h& muito a descobrir, porém, alguns estudos
com modelos experimentais murinos indicaram gque dependendo da modulacao da resposta nas
células T CD8 ha uma persisténcia aumentada do parasita. No caso maléria por P. vivax, a busca
por respostas aos questionamentos referentes a modulacéo de células T CD8 e T CD4 pode
auxiliar a compreensdo sobre a persisténcia do estagio hipnozoita do P. vivax (10). Por outro

lado, a resposta imune de células T CD4 e CD8 sdo ativadas durante a fase sanguinea da
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infeccdo. Para o desenvolvimento da resposta imune, as células T possuem um papel
fundamental, sendo um dos principais, a ativacdo de células B que levara a producdo de
anticorpos (52,70,86).

Portanto, ambas situagdes tém consequéncias na ativacdo de células T e na geracao de
células de memoria especifica no estagio pré-eritrocitico em infecgbes futuras, bem como na

resposta a fase sanguinea da infeccdo que segue para o parasito (70).

1.8 A MSP-1 na maléaria

A MSP-1 é abundante no estagio de merozoito. Esse estagio é revestido por proteinas
de membrana integrais e periféricas que sdo geralmente chamadas de proteinas de superficie de
merozoitos (MSPs). Acredita-se que elas medeiam as interacfes iniciais relativamente fracas e
reversiveis entre o parasita e as hemécias e estdo ligadas por meio de uma ancora de

glicosilfosfatidilinositol (87).

O precursor da proteina, de 195 kDa sofre prote6lise em quatro fragmentos, N-terminal
(83 kDa) e dois internos (de 30 e 38 kDa) restando um fragmento C-terminal de MSP-119 ligado
a ancora GPI na superficie do parasita. A MSP-119 se liga a banda 3 a medida que entra nas
hemaécias (88,89). Possui a caracteristica de ser conservada e possuir dois dominios semelhantes
ao fator de crescimento epidérmico, caracteristicas tais que sdo mais preponderantes em relacdo
a uma outra proteina chamada Duffy-binding (PvDBP) (90).

O dominio de ligacdo da PvDBP (regido Il) ao seu receptor de antigeno Duffy para
quimiocinas (DARC) e rico em residuos de cisteina e constitui a regido mais polimérfica da
proteina. Apesar da conservacdo da maioria dos aminoacidos envolvidos na interacdo PvDBP

I1, a resposta imune parece ser direcionada principalmente contra regides polimorficas (91).

A producéo de IFN por PBMCs apds estimulagdo com proteina recombinante MSP-119
contendo os dois dominios semelhantes ao fator de crescimento epidérmico é particularmente
imunogénica para estimulacdo de células T (92). Por ser capaz de estimular PBMCs e levar a
producdo de IFN, a proteina recombinante MSP-119 € uma ferramenta que pode ser utilizada na

avaliacdo da imunidade protetora uma vez que € abundante e conservada.
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1.8 CCLJ5 e sua relacdo com maléria

Segundo Regev-Rudzki et al., nas doencas infecciosas, a secrecdo e a dindmica das
proteinas dos patogenos e do hospedeiro sdo constantemente usadas por ambos para estimar e
reagir com intuito de garantir seu desenvolvimento e sobrevivéncia (93). Outros autores
comentam que essa dindmica ¢ interpretada como um “crosstalk”, e que depende de uma rede
massiva de proteinas secretadas, incluindo quimiocinas de células hospedeiras e efetores de
viruléncia dos patdgenos para, determinar o resultado da infecgdo. Em relacdo ao patdgeno, a
presenca de maltiplos mecanismos de defesa do hospedeiro leva os patdégenos a estabelecer
suas préprias ferramentas para detectar as circunstancias do hospedeiro (94). Assim, o efeito
sistémico da infeccdo modula a resposta de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento e
que a pesquisa cientifica tende a utiliza-las como marcadores de leséo e de resposta imunoldgica

protetora (93).

As quimiocinas sdo pequenas moléculas imunologicas que funcionam para recrutar e
ativar células imunes, incluindo leucdocitos, para o local da infec¢do ou invasdo (94). Como
regra geral, membros da familia de quimiocinas CXC sdo quimiotaticos de neutrofilos e as
quimiocinas CC sdo quimiotaticos de mondcitos e subtipos de linfocitos, apesar de existirem
algumas excegdes (95,96). As quimiocinas regulam a resposta imune do hospedeiro a uma
variedade de patdgenos. Quimiocinas e consequentemente seus receptores tém grande
relevancia durante as infec¢des, inicialmente por sua capacidade quimiotatica em leucdcitos, e
agora pelas evidéncias recentes de que eles ndo apenas medeiam o trafego especifico de
leucdcitos para os locais de infeccdo, mas também apresentam papéis surpreendentes na
regulacao e na polarizacdo de células T helper celular (97). Além disso, alguns receptores de
qguimiocinas adquiriam grande relevancia nas infeccdes pelo HIV e pelo P. vivax, pois
receptores especificos de algumas quimiocinas servem como entrada celular. Ao invés de se
opor a transmissao, a porta de entrada a acaba facilitando a infeccéo e consequente a progressdo
dessas doencas (90,97,98).

O P. vivax requer interagcdo com o receptor de antigeno Duffy para quimiocinas (DARC,
ou “Duffy Antigen/Receptor for Chemokine”) para permitir sua invasdo de eritrécitos humanos,
pois a interacdo da proteina Duffy-binding (PvDBP), proteina de ligacdo Duff do parasita com
0 DARC é essencial para a formacdo da jungdo com a membrana do eritrocito no processo de

invasdo (90). O receptor DARC é uma proteina transmembranar de sete segmentos, foi
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primeiramente descoberto como um antigeno de grupo sanguineo e tornou-se mais famoso

como um receptor de eritrocitos para parasitas da malaria (98).

O receptor DARC desempenha um papel complexo na regulacdo dos niveis de
quimiocinas, pelo menos em parte devido a sua capacidade de ligar quimiocinas e adsorvé-las
na superficie das células vermelhas, agindo assim como um reservatério de quimiocinas (99).
As quimiocinas que se ligam ao DARC podem ser amplamente categorizadas como
inflamatorias. As quimiocinas ligantes em DARC com alta afinidade incluem CXCL1 (GROw),
CXCL2 (GROB), CXCL3 (GROy), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78), CXCL7 (NAP-2),
CXCLS8 (IL-8), CCL2 (MCP -1, MCAF, JE), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL11
(Eotaxina), CCL13 (MCP-4), CCL14 (HCC-1) e CCL17 (TARC) (98).

O DARC foi associado a inimeras respostas fisioldgicas e patoldgicas e faz parte de
uma familia de receptores atipicos de sinalizadores de quimiocinas, caracterizados pela
desordem da ligacdo do ligante (CCL5 e outros) e especialmente, por uma aparente
incapacidade de sinalizar ap6s essa relacdo. Essa familia de receptores atipicos, a qual o DARC
faz parte, ndo sinalizam em resposta ao ligante, mas internalizam a quimiocina e a direcionam
para degradacéo intracelular (100). Por essa razdo, acredita-se que o DARC desempenhe um
papel na homeostase, seja pela eliminacdo de quimiocinas inflamatérias da circulacdo ou pela
manutencdo dos niveis plasmaticos e liberacdo subsequente da superficie dos glébulos
vermelhos (98,99).

O equilibrio entre respostas pro-inflamatérias e imunomoduladoras de citocinas
desencadeadas durante a infec¢do induzem o resultado clinico da malaria. Apesar dos estudos
sobre a caracterizacdo dos niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas, ndo ha consenso sobre

o perfil desses mediadores durante a maléria no estagio sanguineo (5).

Um recente estudo, mostrou o potencial diagndstico na diferencia¢do de criangas com
maldria grave (caracterizado pelo evento séptico) de outras com maléria com sindrome febril
(94). De um Painel Magnético de 25 Plex de Citocina Humana (Thermo Fisher), apenas trés
quimiocinas, CCL4, CCL5 e CXCL10 aumentaram em criangas com malaria grave, e segundo
0s autores, 0 aumento delas pode ser utilizada para caracterizar a ativacdo da resposta imune

inata associado ao dano tecidual, devido a caracterizacdo de sepse.
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A CCL5 é produzida predominantemente por células T CD8, fibroblastos, células
epiteliais e plaquetas. E um quimico inflamatorio atrativo de células T, basofilos, eosindfilos,

células natural killer (NK) e células dendriticas ao local inflamatorio (Figura 4) (101-103).
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Figura 4 — CCL5 recruta células imunes para o local de inflamacdo. A CCL5, recruta
leucécitos da corrente sanguinea para local onde est4 ocorrendo a inflamacdo. A quimiocina
liga-se a glicosaminoglicanos na superficie do endotélio, atuando como um sinalizador para as
células imunes e auxilia na firme adesdo e diapedese. Quando os linfécitos T sdo ativados,
conseguem chegar ao local da lesdo e produzem grande quantidade de CCL5 em 3-5 dias, 0
que leva a quimiocina a exercer um papel importante na manutencdo e prolongamento da
resposta imune. Adaptado de de krensky A.; Ahn H., 2007 (67).

O papel de CCL5 na malaria ja havia sido mostrado em outros estudos. Em criancas
infectadas por P. falciparum, os niveis de RNAmM e CCL5 diminuiram com o aumento da
gravidade da doenga. Outro dado encontrado mostrou que os niveis circulantes de CCL5 séo
significativamente reduzidos em criancas saudaveis com historico de malaria grave em relagéo
aquelas que tiveram malaria leve anteriormente, levando a hipdtese que niveis elevados de

CCL5 podem fornecer protecdo contra doengas graves (104).

Em estudos posteriores, niveis mais baixos de CCL5 também foram encontrados em
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criangas com malaria cerebral e uma forte correlacdo positiva foi verificada entre os niveis de
CCLS5 e a contagem de plaquetas (101,105). No Quénia, verificaram que os niveis circulantes
da CCL5 diminuiam progressivamente com o quadro de anemia malarica cada vez mais grave
e que a supressdo da CCL5 esta significativamente associada a supressdo da eritropoiese e
trombocitopenia. A associacdo entre a supressdo da CCL5 circulante e 0 aumento da gravidade
da anemia malérica, com a correlacdo positiva significativa entre a CCL5 e a hemoglobina, e a
supressdo da eritropoiese sugerem que a producdo diminuida de CCL5 pode desempenhar um

papel no desenvolvimento da anemia malarica (16).

Um estudo com individuos infectados por P. vivax mostraram niveis significativamente
baixos de CCL5 e outras citocinas (14). O fato de a DARC ser receptor de quimiocinas e, ao
mesmo tempo, o receptor de eritrécitos envolvido na invasdo do P. vivax e P. knowlesi, reforca
a necessidade de avaliar a relagdo entre CCL5 e linfocitos T, em especial o T CD8" uma vez
que, a quimiocina é produzida por essas células (16,104).

Diante desse contexto, a literatura em relacdo a CCL5 na malaria sugere a necessidade
de estudos adicionais, pois pode haver deficiéncia inerente na produgdo de CCLS5, e
contrariamente as quimiocinas MIP-1 e MIP-1 sdo elevadas na malaria (90,98,99). Além disso,
a relacdo da proteina PvDBP do P. vivax com o receptor DARC no processo de invasdo e o fato
de CCL5 se ligar a esse receptor ndo pode ser ignorado, pois ndo ha consenso sobre o papel da

qguimiocina na malaria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Correlacionar a expressao de CCL5 nas subpopulacdes de linfocitos T CD8 e

biomarcadores clinicos em criangas e adolescentes diagnosticadas com malaria por

Plasmodium vivax.

2.2. Objetivos Especificos

1.  Descrever as caracteristicas epidemiologicas de criancas infectadas por P. vivax;

2. Verificar aexpressdo de CCL5 e IFN-y em subpopulaces de linfécitos T frente a antigeno

MSP-119 de P. vivax em criangas;

3. Comparar a expressdo de CCL5 e IFN-y em subpopulagdes de linfocitos T de memoria

na fase aguda e apos infeccdo (D60-90);

4.  Correlacionar a expressdo de CCL5 e IFN-y nestas subpopulagdes com dados clinicos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo é observacional prospectivo.

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), sob CAEE 39198320.8.0000.0005. Todos os participantes
e responséveis assinaram o0s Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Item 9.2).

3.2 Local do estudo

O recrutamento dos participantes foi realizado no ambulatério da Fundacéo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, Estado do Amazonas.

3.3 Populacao de estudo

A populacdo de estudo foi composta por pacientes de demanda espontanea atendidos no
ambulatério da FMT-HVD, no periodo de julho/2021 a julho/2022.

3.4 Critérios de inclusao, ndo-inclusao e exclusao

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, entre 1 e 16 anos de idade, com
diagnostico positivo para malaria por P. vivax através do método de gota espessa. Como
controle negativo, foram incluidos o préprio participante por busca ativa ap6s 60 a 90 dias do

episodio de malaria, com malaria negativa.

Nédo foram incluidos pacientes que apresentavam diagndstico para malaria por P.
falciparum, maléria mista ou portadores de doencas hematoldgicas, e outras infec¢bes. Foram
excluidos pacientes com amostras insuficientes para analise e amostras com menos de 90% de

viabilidade apds o isolamento das células mononucleares.
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3.5 Diagnastico e coleta de amostras

Foi realizada uma lamina de gota espessa de cada paciente. As ldaminas foram coradas
através do método de Walker e analisadas por microscopistas do ambulatério da FMT-HVD,
com contagem dos parasitos em 500 leucdcitos (20). A parasitemia foi quantificada por mm3
(microlito).

As amostras de sangue venoso periférico foram coletadas no dia do diagnéstico (DO -
fase aguda) e uma segunda coleta foi realizada ap6s meses da infeccéo (D60 a D90). Para ambas
as coletas, dois tubos foram utilizados: um com heparina (BD Vacutainer®) 9 mL de sangue
para Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) e outro com acido
etilenodiamino tetracético — EDTA (BD Vacutainer® K;) 2 mL para analise de parametros

hematoldgicos.

3.6 Andlise Hematoldgica

Para realizacdo do hemograma as amostras foram coletadas no tubo de EDTA e foram
avaliados os seguintes parametros: Contagem de eritrécitos (RBC), Hematocrito (HTC),
Hemoglobina (Hb), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), Amplitude de Distribuicdo
dos Globulos Vermelhos (RDW), Plaquetas (PLT), Volume Plaquetario Médio (VPM),
Contagem de leucdcitos (WBC) e percentual de neutréfilos segmentados, linfocitos e
monocitos. Para avaliacdo destes parametros utilizou-se o analisador Sysmex Kx-21N (Sysmex

Corporation- Japéo), devidamente calibrado.

3.7 Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

3.7.1 Separacdo e armazenamento das células

As amostras coletadas em tubos de heparina (9 mL) seguiram para o processo de
separacdo das células, a técnica foi realizada atraves de centrifugacdo do sangue periférico com
gradiente por densidade - Ficoll® Paque Plus (Sigma-Aldrich®). Em tubos falcon (Corning®)
de 15 mL adicionamos a quantidade de ficoll desejada e em seguida colocamos lentamente a
mesma quantidade de sangue. Centrifugamos a 500 xg por 20 minutos em temperatura de 20

°C em baixa aceleragdo e sem freio. Apds, com o0 auxilio de uma pipeta, foi retirado o anel de
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células seguido de lavagens com Phosphate buffered saline 1x — PBS (Sigma-Aldrich®) e
centrifugacdo a 500 xg com baixa aceleracdo e freio. Em seguida, as células foram ressuspensas
em 5 mL de PBS para contagem (106,107).

A contagem e avaliacdo da viabilidade celular foi realizada atravées da coloragdo com a
solucgéo de Trypan Blue a 0,4% (Sigma-Aldrich®), usou-se 10 uL da ressuspensdo com 90 uL
de Trypan Blue e apds homogeneizacdo, as células foram observadas nos quatro quadCCL5 da
camara de Neubauer. As células viaveis e ndo viaveis foram contadas utilizando microscopio
de luz em objetivas de 40x. Os calculos seguiram conforme estabelecido no protocolo do
laboratério (descrito no item 9.5):

Formulas

NUmero Total de células vidveis

Concentracéao

de células (A+B+C+D) x10* (Fator de correcdo) x 10
viaveis/mL 4 (numero de quadCCL5 contados) (Fator de Diluig&o)

NU . . « .
toltJ;TI] 320 Concentracdo de células viaveis/mL x 10 (volume da suspenséo de células)

células viaveis

Porcentagem . . L
de viabilidade Numero total de célula viaveis x 100
celular (NUmero total de celulas viaveis + NUmero total de células mortas)

Volume da| NuUmero total de células viaveis
solugdo  de 6
congelamento 5x10
(mL)

Quadro 1- Férmulas utilizadas para isolamento de PBMC:s.

Para o congelamento das células, foi preparada uma solucéo especifica com 90% Soro
Fetal Bovino — SBF (Gibco® - Thermo Scientific™) e 10% Dimetilsulfoxido — DMSO. Em
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seguida, conforme o volume definido pelo céalculo acima (concentragdo de 5x10° células/mL)
as celulas foram ressuspensas em solucéo de congelamento e colocadas em tubos criogénico
(Corning®) dentro do Mr. Frosty™ Freezing Container (Thermo Scientific™) e armazenadas
em freezer de -80 °C por 24 horas, em seguida, os tubos foram transferidos para as caixas
destinadas ao projeto no freezer -80 °C. Todas as amostras congeladas estavam com viabilidade
celular igual ou acima de 90% e seguiram de acordo com o protocolo estabelecido pelo
laboratdrio (106).

3.7.2 Descongelamento de PBMCs

O descongelamento das aliquotas foi gradativo sem interferéncias e lavagens foram
realizadas com meio Roswell Park Memorial Institute - RPMI 1640 Medium (Gibco® - Thermo
Scientific™) e FBS a 10% em temperatura de 37 °C e centrifugacdo em 1500 rpm por 10

minutos com o objetivo de retirar o DMSO (106).

Apos o descongelamento, a contagem foi realizada através da coloragéo de Trypan Blue
na camara de Neubauer, a leitura foi em microscépio de luz em objetiva de 40x. As aliquotas

com viabilidade acima de 85% seguiram para o cultivo celular.

3.8 Cultivo Celular

Para o cultivo foram utilizadas 0,5 x 10° células por poco. Em uma placa de 96 pogos
de fundo em U (Corning®), as células foram adicionadas na presenca de Brefeldina A
(Invitrogen™) em concentragdo final de 10 ug/mL e lonomicina (Sigma-Aldrich®) em
concentracdo de 1 ug/mL. Cada poco era destinado para um estimulo: controle negativo (CN),
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), Glutationa S-transferase (GST) e Proteina 1 de
superficie de merozoito (PvMSP-119) em fusdo com GST, o meio RPMI com 10% de SBF foi
usado para completar o volume final de 200uL por po¢o. O PMA foi utilizado como controle
positivo em concentracdo final de 25 ng/mL, a GST como controle para ligagcdo ndo especifica
em 10 ug/mL e a proteina PvMSP-119 com GST (GST-PvMSP-119) como antigeno especifico
para Plasmodium a 20 ug/mL, conforme descrito em outros estudos (108-110). As condicdes
foram mantidas em cultivo rapido por 24 horas em estufa imida a 37 °C rica em CO, 5%.
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Obteve-se em média 90,5% de células vivas em todos os diferentes estimulos apos
cultivo de 24 horas. Em seguida, foi utilizada a solu¢do de EDTA (20 mM) para interromper a

reacao celular frente aos estimulos e iniciar a imunofenotipagem das células.

3.8.1 Controle de qualidade do antigeno (PvMSP-119) usado como estimulo para cultivo

celular

A proteina PvMSP-119em fusdo com GST e GST foram adquiridas em colaboragdo com
o departamento de parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (USP-SP). Foi produzida
conforme descrito nestes estudos (108,109). Para controle de qualidade do antigeno devido o
percurso de transporte, foi realizado teste de imunoensaio usando a técnica de ELISA a fim de
confirmar a integridade e funcionalidade da proteina. As concentragdes utilizadas para o cultivo
foram definidas através da resposta metabdlica com o corante resazurina e leitura no GloMax®.

As figuras estdo anexadas no item 9.1.

3.9 Imunofenotipagem de subpopulagdes de linfocitos T CD4 e CD8 de memoria com

marcacao de superficie e intracelular

Para identificacdo da populacdo de linfocitos T auxiliares e da populacdo TCD4+
produtora de Interferon-gama (IFN-y) e CD45R0, foram utilizados os anticorpos monoclonais,
anti-humano da BD: anti-CD3, anti-CD4, anti-IFN-y e anti-CD45RO. E para os linfocitos T
citotoxicos e da populacdo TCD8+ produtora de RANTES, IFN-y e CD45RO, foram utilizados
0s anticorpos monoclonais, anti-humano da BD: anti-CD3, anti-CD8, anti-CCLD5, anti-IFN-y e

anti-CD45R0. Os anticorpos utilizados estdo descritos no quadro 2.

Fluordforo: FITC PE PERCP PECy7 APC APC-H7
Anti-
Anticorpos: | Anti-CD3 Anti-CCL5 Anti-CD4  Anti-IFN-y CD45-RO  Anti-CD8

Populagédo Expressao de
de célula Todosos Expressdo  Células T Inferferon- Células Células T
detectada: | linfocitos T de CCL5  auxiliares gama de memodria citotoxicas

Quadro 2- Anticorpos monoclonais. Painel com anticorpos e o fluordforo utilizado para
caracterizacdo fenotipica das populacdes de células do sangue periférico.
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Apos interromper a agdo dos estimulos no cultivo celular, as células foram colocadas
em tubos de citometria para retirada da solucdo de EDTA e foi realizada a lavagem com PBS-
W (0,5% Albumina e 0,02% de azida sddica) por centrifugacdo a 10 minutos a 1500 rpm em
temperatura de 20 °C. Apo0s, obteve-se um pellet celular sendo realizada a marcacdo de
superficie com anticorpos monoclonais e incubacdo por 30 minutos ao abrigo de luz. Em
seguida, a lise dos eritrdcitos ocorreu por homogeneizagao no vortex usando 1 mL de solugéo
de lise [0,285 g/L Citrato de Sodio, 5,4 mL/L de Formaldeido P.A., 3 mL/L de Dietileno Glicol
P.A., 80 uL/L de Heparina comercial(5000UI/mL)] as células foram incubadas por 10 minutos
e as lavagens foram realizadas com PBS-W.

3.9.1 Permeabilizacdo e marcagdo de CCL5 e Interferon-gama

Para marcacdes intracelulares as células passaram pela etapa de permeabilizacdo com
solucdo PBS-P (0,5% Albumina 0,5% Saponina) por 10 minutos, apos esse tempo foi realizado
a centrifugacdo a 1500 rpm em temperatura de 20 °C, uma lavagem com PBS-P e outra com
PBS-W. Em seguida, as amostras ja marcadas com anticorpos de superficie foram marcadas
durante 30 minutos ao abrigo de luz com os anticorpos anti-CCL5 intracitoplasmatica e anti-
IFN-y. Por fim, foi realizada a ultima lavagem e ressuspensdo com 100uL de PBS-W para

leitura no citometro de fluxo.

3.9.2 Leitura e analise das marcacdes

Apb6s o término das marcacGes as amostras seguiram para analise, a aquisicdo de
100.000 eventos foi realizada no equipamento FACSCanto®II. Os resultados foram analisados

no software FlowJo, pela plataforma de citometria de fluxo da FIOCRUZ.

Para a analise, em gréafico de tamanho (FSC — forward scatter) por granulosidade (SSC
— side scatter), delimitou-se por um gate a populacdo que possuia estes parametros
caracteristicos de linfocitos. Analisou-se a populacdo de interesse CD3*CD4* e CD3*CD8",
dentro dessas populacdes definiu-se por histograma a populagdo de CD45RO" e as células que
expressaram CCL5 e IFN-y. Verificou-se a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e a
porcentagem das células (Figura 5).



A =n$'|
2 10'q
o
=
g 1w'q
¢
o Wy
- 1 24
- 250w ] 10745
- - 5 hhden | - -
o wo ot et
Comp-PaiCP-Cyf%A - CDY
« TERT =
100w ‘ﬁ"“‘ - '- .
bl 8 n'y
]
o =
T T T T T T g 10
] S0 100K 150 00K 200K ] 0w 160K 150K 2008 Y
FSC-A FSC-A g '
o 4
1w' 15, ™
I{I' IU: 10! 1@' tﬂs
Comp-ParCP-Cyi-5-A - CDY
B 10°9
3
-
x 10° 4
5 3
w
a
g
3 10’7
100 CD45RO-
2
80 = " ' v v v v
0 50K 100K 150K 200K 250K
CD45SRO+
- J FSC-A
g 60
3
o
40
204 . RANTES
10" 3
* 3
v W 2
10! 107 10° 10 105 =
Comp-APC-A - CD4SRO g o'y
< 3
=
S
g
8 107 ! :
107
¥ L) T L} ¥
0 S0K 100K 150K 200K 250K
FSC-A

Figura 5 - Analise citometrica da imunofenotipagem de PBMC de 13 pacientes do estudo.
(A) — Determinacéo do gate de linfocitos definido por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-
A), determinacdo de single cells por FSC-H e FSC-A e classificacdo das populacbes de
linfécitos T CD4 (CD3"CD4%) e T CD8 (CD3*CD8"). (B) — Determinacédo das populacGes de
memdria (CD45R0O") nos linfécitos T. Analise da expressao de IFN-y e CCL5/RANTES nos

linfocitos T.
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3.10 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no Stata (versdo 13.0). Inicialmente, foram
realizados testes para verificar a distribuicdo das variaveis pelo teste Shapiro-Wilk e diagrama
de dispersdo para as correlagBes. A partir dessa informacdo foi usado o teste paramétrico teste
t student e para analise de duas varidveis numéricas utilizamos o teste de Mann-Whitney ndo
paramétrico. As analises de correlacdo foram realizadas usando o GraphPad Prism (versao
9.0.2) e teste de Spearman. A matriz de correlacdo foi construida utilizando o GraphPad Prism
e Excel. Os niveis de significancia das variaveis e as correlacfes positivas e negativas foram
consideradas significativas quando P < 0,05. A partir das analises de correlacdo, verificou-se
quais correlagcdes eram positivas (proximo de 1.0) ou negativas (proximo de -1.0) apenas para
células estimuladas por antigeno especifico de PvMSP-119. Em seguida, analisamos as
correlacBes das células estimuladas com GST, utilizada como controle de reacfes nédo
especificas e excluimos as variaveis que se repetiam em PvMSP-119 e GST. Em seguida,
identificamos qual o maior nimero de correlacdes significativas e com tendéncia significativa

para o antigeno de interesse (PVMSP-119).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas dos pacientes

Na FMT-HVD, entre julho/2021 e julho/2022 foram atendidos 120 pacientes. Destes,
33 participantes com malaria por P. vivax foram incluidos pelos critérios de elegibilidade e 13

amostras foram cultivadas e imunofenotipadas (Figura 6).

120
Total de pacientes atendidos no ambulatério da FMT-HVD (Julho 2021-2022)

|
33

Pacientes incluidos

i 5 :
Aliquotas de PBMCs de D0 congeladas -80°C | - > ' Sem coleta no D60-90 |

L g
13 ] Evasio |
Aliquotas de PBMCs de D60-90 congeladas -80°C

!

13
Cultivo

!

13
Imunofenotipagem

Figura 6 - Fluxograma da incluséo dos participantes. Destino das amostras coletadas e seu
devido processamento.

A média da idade dos participantes foi de 11 anos, sendo, 76,9% do sexo masculino e
23,1% do sexo feminino. Desses, 7 (53,8%) foram diagnosticados com a primeira infeccéo por
P. vivax e 6 (46,1%) tiveram outros episédios de maléria. A mediana de densidade parasitéria

encontrada foi de 3584 parasitas/mm? (Tabela 1).
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(N=13)
Idade
Média = DP 11.0 £ 2.96
Género (%)
Masculino 10 (76.92)
Feminino 3 (23.08)
Dias de sintomas
Mediana (IC 95%) 5 (4-7)
Primoinfeccéo (%)
Sim 7 (53.85)
Né&o 6 (46.15)
Densidade Parasitaria
Mediana (IC 95%) 3584 (2550-6077)

Tabela 1- Caracteristicas clinicas dos pacientes no dia do diagndstico. DP= Desvio padro;
IC= Intervalo de confianca

4.2 Parametros clinicos dos participantes

Com relacdo a analise dos parametros hematoldgicos, comparamos o resultado da fase
aguda (DO0) e de convalescenca, apés infecgcdo (D60-90). Observamos diferenca significativa
guanto aos niveis de hemoglobina (P = 0,02) e identificamos que os niveis de hemoglobina na
fase aguda estavam reduzidos. No periodo de convalescenca, os valores voltaram ao normal e

estavam conforme o padrao de referéncia.

O valor médio dos eritrécitos reduzido na fase aguda em relagcdo a convalescenca. O
hematocrito acompanhou os valores da hemoglobina, valor médio reduzido e proximo ao limiar
inferior e uma recuperacao na convalescenga (P < 0,01). Em relacdo aos indices hematimetricos

de volume e quantidade de hemoglobina intraeritrocitica ndo houve diferengas significativas.

Foi observado diferenca estatistica na quantidade de leucdécitos (P <0,01) e mondcitos
(P <0,02), porém ambos os valores estavam conforme os padrdes normais de referéncia. Todos

0s outros parametros leucocitarios foram considerados normais e néo significativos.
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Os individuos infectados apresentaram plaquetopenia acentuada com recuperacao pos-
infeccdo (P <0,01) e observamos um aumento no volume plaquetario médio (VPM) em relagao

a analise no D60 a 90 (P <0,01) (Tabela 2).

Paciente Paciente
Valor )
(DO) (D60-90) Referéncia
. . do p*
Média + DP Média + DP

Eritrécitos 4,23 +0.65 483+041 0.009* 4.2 —5.5 milh6es/mms3
Hematocrito 35.31 +1.67 40.25+0.73 0.012* 36 -47%
Hemoglobina 1143 161 12.70 £ 0.97 0.021* 12.5-15.5g/dL
VCM (IC 95%) 84.10 (83.3-86) 83.60 (81.2-86.3)  0.590 80 -100 fL
HCM 26.12+1.79 25.88 +1.82 0.740 27.0 - 32.0 pg
CHCM 31.01+1.93 31.40+1.26 0.546 32.0 - 36.0 g/dL
RDW (IC 95%) 13.30 (12.80-13.80) 12.60 (12-13) 0.012* 10-15%
Leucécitos 4865.3 + 1376.1 7534.1 + 1495.0 0.001* 4000 — 10000 mm?
Linfécitos 27.26 +12.13 34.26 + 6.87 0.082 25-40%
Mondcitos 11.01+4.91 768 +1.34 0.026* 2-10%
Neutrofilos 62.49 +12.7 55.23+10.5 0.126 40- 70 %
Plaquetas 65000 258800

0.001* 150-450/mm3
(1C 95%) (46000-95000) (220000-305000)
VPM (1C 95%) 12.8 (10-11) 9 (8.7-9.3) 0.001* 7.4-10.4fL

Tabela 2- Comparacédo da analise de parametros hematologicos dos pacientes no DO e
D60-90. Valores de média e desvio padréo para comparacdo entre o grupo DO e grupo apos 60
a 90 dias de infeccdo, utilizou-se o Test-t de stutend. Para VCM, RDW, Plaquetas e VPM
utilizou-se mediana e intervalo interquartil e para comparagdo o teste de Mann-Whitney.
Consideramos o valor significativo P<0,05*. VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM
(Hemoglobina Corpuscular Media), CHCM (Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular
Média), RDW (Red Cell Distribution Width), VPM (Volume médio plaquetéario).
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Em relacdo a anemia, verificamos que no dia do diagndstico 53,85% pacientes estavam
anémicos e 46,15% ndo eram anémicos. Além disso, 84,62% dos pacientes estavam com

plaquetopenia e 15,38% estavam com a quantidade de plaquetas > 150.000/uL.

4.3 Analise da imunofenotipagem por citometria de fluxo

A viabilidade das células foi observada e antes do congelamento das amostras, a média
de viabilidade foi de 90,8% e ao descongelar, obtivemos 85,0% de células vivas. Essas células
foram cultivadas e apds 24 horas de cultivo, realizou-se a contagem celular e verificou-se que
a média de viabilidade foi de 90,5%.

4.3.1 Avaliacdo da resposta de subpopulac@es de linfocitos T a PvMSP-119

Para verificar a expressdo de IFN-y e CCL5 nas subpopulagdes de linfocitos T foi
realizada a analise pareada da expressdo desses mediadores imunolégicos em PBMC
estimulados por 24 horas com GST, GST-PVMSP-119 € PMA entre os grupos DO e D60-90
(Figura 7).
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Figura 7 - Anélise da expressdo de IFN-y intracelular em subpopulacdes de linfocitos T
de memodria frente a diferentes estimulos. (a) Média de intensidade de fluorescéncia de IFN-
v em linfocitos T CD4 de memoria em criangas com maldria por P. vivax aguda (D0O) e média
de intensidade de fluorescéncia de IFN-y em linfécitos T CD4 de memoria em criangas curada
de maléaria por P. vivax (D60-90). (b) Média de intensidade de fluorescéncia de IFN-y em
linfécitos T CD8 de memdria em criancas com malaria por P. vivax aguda (DO) e média de
intensidade de fluorescéncia de IFN-y em linfocitos T CD8 de memoria em criangas curada de
maldria por P. vivax (D60-90). O *"" é usado para identificar os resultados com significancias
estatisticas (Teste t pareado) entre os diferentes estimulos (P<0,05). CN- Controle negativo,
GST - glutationa-S-transferase, GST-PvMSP-11o- Proteina de superficie de merozoito-1 com
GST, PMA -Phorbol-12-myristate-13-acetate.

Foi demonstrado um aumento da expressdo de IFN-y na fase aguda (P= 0,052) em
populacbes T CD4 de memdria frente ao antigeno PYMSP-119, enquanto no D60-90 foi possivel
observar um aumento significante dessa citocina nas mesmas condigdes de estimulo. Por outro
lado, as populagdes linfocitos T CD8 de memaria apresentaram no DO um aumento significante
de IFN-y 0 que ndo foi observado no D60-90.
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Foi realizada uma analise da expressdo de IFN-y nas populagdes de memoria de
linfocitos T CD4 e T CD8 de cada individuo entre o DO e D60-90. Ndo houve diferencas

estatisticas significantes (Figura 8).
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Figura 8 - Comparacéo da resposta de IFN-y em linfécitos T de meméria por individuo
na fase aguda e na convalescéncia. Analise da expressdo de IFN-y foi pareada em
subpopulacdes de linfocitos T CD4 e T CD8 de memoria estimulados com a proteina PvMSP-
119 no DO e D60-90. (a) Analise pareada da Média de intensidade de fluorescéncia de IFN-y
em linfécitos T CD4 de memoria no DO e D60-90. (b) Anélise pareada da Média de intensidade
de fluorescéncia de IFN-y em linfocitos T CD8 de memoria no DO e D60-90.

Nossos resultados demonstraram que no grupo D60-90 houve um aumento da expressdo
de CCL5 nas células quando estimuladas com a proteina PvMSP-119 tanto em populagdes de

linfécitos T CD8 totais quanto os de memoria (Figura 9).
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Figura 9 - Andlise da expressdo de CCLS5 intracelular em subpopulacdes de linfécitos T
CD8 totais e de memoria frente a diferentes estimulos. (a) Média de intensidade de
fluorescéncia de CCL5 em linfécitos T CD8 Totais em criangas com malaria por P. vivax aguda
(D0) e média de intensidade de fluorescéncia de CCL5 em linfocitos T CD8 Totais em criancas
curada de malaria por P. vivax (D60-90). (b) Média de intensidade de fluorescéncia de CCL5
em linfocitos T CD8 de memoria em criangas com malaria por P. vivax aguda (D0) e média de
intensidade de fluorescéncia de CCL5 em linfécitos T CD8 de memoria em criancas curada de
malaria por P. vivax (D60-90). O ~*° foi usado para identificar os resultados com
significancias estatisticas (Teste t pareado) entre os diferentes estimulos (P<0,05). CN-
Controle negativo GST - glutationa-S-transferase, GST-PVMSP-119 Proteina de superficie de
merozoito-1, PMA -Phorbol-12-myristate-13-acetate.

A expressdo de CCL5 foi verificada individualmente e pareado na fase aguda e
convalescenga. Ficou evidenciado um aumento da expressdo de CCL5 por linfécitos T CD8
totais (P=0,060) e um aumento significante entre os linfocitos T CD8 de memoria (P<0,05)
(Figura 10).
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Figura 10 - Analise pareada da expressdo de CCL5 intracelular em subpopulacdes de
linfocitos T CD8 Totais e de memdria estimulados com a proteina PvMSP-1 entre os DO
e D60-90. (a) Analise pareada da Média de intensidade de fluorescéncia de CCL5 em linfécitos
T CD8 Totais entre os DO e D60-90. (b) Andlise pareada da Média de intensidade de
fluorescéncia de CCL5 em linfécitos T CD8 de memoria entre os DO e D60-90. O *"" foi
usado para identificar os resultados com significancias estatisticas (Teste t pareado) entre 0s
diferentes estimulos (P<0,05).
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4.4 Correlacdo da resposta das subpopulacdes de linfécitos com marcadores clinicos

associados a malaria

ApoOs a caracterizagdo imunofenotipica, realizou-se a anélise de correlagbes entre as
variaveis clinicas e citométricas de estudo e observamos subpopulagdes de linfocitos T que
expressaram CD45R0O™, CCL5" e IFN-y apresentavam relagdo com marcadores clinicos dos

pacientes infectados com malaria por P. vivax (Figura 11).
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Figura 11 - Matriz de correlagdo geral dos pacientes com maléria por P. vivax. (a) Analise
de correlagéo entre as variaveis clinicas e citométricas no DO. (b) Anélise de correlacdo entre as
variaveis clinicas e citométricas no D60-90. A escala visual por intensidade de cores varia de 1
a -1 conforme o valor de correlagdo. Em azul estdo as correlagdes positivas e em vermelho as
negativas. As analises foram realizadas utilizando o teste estatistico de Spearman.
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4.5 Sumario das correlacgdes relevantes entre fatores clinicos e resposta celular ao antigeno
MSP-119.

Na fase aguda, foram realizadas correlacbes entre densidade parasitaria, idade,
hemoglobina e hemécias com as respostas de linfocitos T CD4 e T CD8. Em relagdo a
densidade parasitaria (Figura 12) foram observadas correlagdes inversamente proporcionais
entre a expressdo de CCL5 por linfocitos T CD8 (P=0,069), linfécitos T CD8 totais (P=0,067)
e a expressao de IFN-y por linfocitos T CD4 de memoria (P=0,069).
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Figura 12 - Correlagdo da resposta celular de linfocitos T CD4 e T CD8 de memdria e
densidade parasitaria na fase aguda. Os valores de média de intensidade de fluorescéncia da
expressao de CCL5 e IFN-y foram comparados com a densidade parasitaria dos 13 participantes
do estudo durante a fase aguda.

Com relacdo a idade, foram observadas correlagcbes diretamente proporcionais
significantes entre as producdes de CCL5 por linfocitos T CD8 (P=0,043), e uma tendéncia
notavel na expressao de IFN-y por linfocitos T CD4 de memoria (P=0,097) (Figura 13).
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Figura 13 - Correlaces entre linfocitos T de memoria produtores de CCL5 e IFN-y com
a idade dos 13 participantes do estudo no DO. Os valores de média de intensidade de
fluorescéncia de expressdo de CCL5 e IFN-y foram comparados com a idade dos 13
participantes do estudo durante a fase aguda.

Nossos resultados demonstraram que a quantidade de hemoglobina (Hb) e hemécias
possuiu correlaces diretamente proporcionais significantes com a quantidade de expressao de
IFN-y por linfocitos T CD8 de memoria (P=0,039), e uma expressdo de IFN-y por linfocitos T
CD4 de memoria (P=0,063), respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 - Correlagdes entre linfocitos T de memdria produtor de IFN-y com hemoglobina
e hemacias dos 13 participantes do estudo no DO. Os valores em porcentagem da expressao de
IFN-y foram comparados com 0s niveis hemoglobina e hemacias dos 13 participantes do estudo

no DO.

No D60-90, foi observado que quanto mais jovens eram as criangas, mais células T
CD3*CD8*CD45R0O"* expressavam CCL5 (P < 0,02). Avaliamos a resposta imunoldgica
modificada nesse segundo contato, e encontramos um aumento de linfécitos T CD8* que
expressam CCL5, T CD3*CD8"CD45R0O" expressor de CCL5 e T CD3"CD4*CD45RO*IFN-
y* (Figura 15).
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Figura 15 - CorrelacGes com a idade e quantidade de células que expressam CCLD5. a)
Correlacdo positiva entre células T CD8 de memoria produtor de CCL5 com a idade na fase
aguda. b) Correlacdo negativa de células T CD8 produtor de CCL5 na fase aguda com a idade.
c) Correlagdo negativa entre linfocito T CD8 de memoria produtor de CCL5 com a idade na
fase convalescenca. d) Correlacdo negativa entre linfocito T CD8 produtor de CCL5 e idade
na fase convalescenca. Resultados com significancias estatisticas P < 0,05.

Em resumo, os dados foram agrupados para melhor caracterizacdo das correlacGes, ao
qual foi possivel evidenciar que quando comparamos os resultados do DO e D60-90 algumas
mudancas fenotipicas puderam ser evidenciadas, como exemplo, observamos que a idade foi o
indicador clinico que manteve correlagdo com a porcentagem de linfocitos T CD8 de memoria
que expressa CCL5 e no DO criangas com mais idade possuiam maior prevaléncia de linfocitos
T CD8 memdria que expressam CCL5 (Figura 16).
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convalescenca.
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5 DISCUSSAO

Relatos de maléria grave em criangas tem sido reportado em varios lugares do mundo,
alguns autores relatam que a idade pode ser um fator agravante para o desenvolvimento de
formas graves da doenga (111,112). O P. vivax é um importante fator de risco para anemia
grave em criancas pequenas em &reas endémicas. Por ter preferéncia aos reticuldcitos, essa
propriedade parece limitar sua capacidade reprodutiva, ao ponto que a parasitemia na malaria
por P. vivax raramente excedem 2% das hemacias circulantes e altas cargas parasitarias nao sao
uma caracteristica da doenca grave. Essa baixa biomassa parasitaria indica que a anemia grave
ndo resulta apenas da destruicdo de hemacias infectadas, mas por outros fatores, tais como
citocinas (113-115). De um lado, o IFN-y, com seu papel reconhecidamente importante no
controle da parasitemia, do outro, 0 CCL5 na malaria por P. vivax tem uma relacdo direta com
um receptor de eritrécitos envolvido na invasdo do parasita (14,16,104). O presente estudo
avaliou a importancia de ambas na relacdo parasita-hospedeiro em criangas na fase aguda de
malaria e na convalescenca. Os dados reforcaram a relacdo de CCL5 e linfécitos T CD8" na

parasitemia e possivel relacdo na fisiopatologia da anemia na vivax.

Seguindo esse contexto, 0 nosso estudo buscou avaliar a resposta celular de T CD4 e T
CD8 contra um antigeno de superficie de merozoito que fosse imunodominante e conservado.
Apesar da proteina PvMSP-119 ndo ser a Unica reconhecida pelo sistema imunologico e o estudo
avaliar a reacdo frente a uma proteina pequena do merozoito e ndo contra o parasito de P.vivax
nossos resultados mostraram que o IFN-y tem relagdo com os niveis de hemoglobina, sugerindo
sua importante participacdo na protecdo a anemia e uma possivel relacdo direta do CCL5 com
um receptor de eritrocitos envolvido na invasdo do parasita na malaria por P. vivax. Uma
associacdo inversa entre a média de intensidade de fluorescéncia das células T CD8 que
expressam CCL5 com a densidade parasitaria, foi semelhante ao encontrado no estudo de CCL5
dosado a nivel sérico (14,16,116-119).

Apesar da conhecida vulnerabilidade da populacdo estudada, ndo houve alteragdes
hematoldgicas relevantes, apenas indicativos como plaquetopenia e diminuicdo dos niveis de
hemoglobina. Esses resultados podem ter relagdo com area geografica e pela espécie do
parasita, e por ser uma regido de baixa endemicidade com predominio de malaria por P. vivax,

diferente de areas holoendémicas africanas e no sudoeste asiatico (120,121). Os resultados
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encontrados em relacdo aos parametros hematoldgicos ndo diferem de estudos em criancas e

adultos com malaria por P. vivax, isto pode ser devido a terapia efetiva (115,122-124).

Em nossos resultados nédo foi possivel incluir criangas menores, porém observamos que
quanto menor a idade dos participantes, menor a porcentagem de células que expressam CCL5
em linfdcitos T CD8 de memoria. Esses achados estdo em acordo com um estudo que verificou
a associacdo dos baixos niveis séricos de CCL5 com a anemia e contagem de plaguetas em
criancas com malaria cerebral (118). Alem disso, estudos mostraram que o P. vivax é prevalente
em criangas menores de 5 anos e individuos infectados na primeira infancia possuem maior

probabilidade de hospitalizacéo, evolugédo para doenca grave e morte (43,125).

Ao compararmos na fase aguda, foi observado uma correlacdo positiva entre a
porcentagem de linfocitos T CD8 de memdria expressores de IFN-y e os niveis de hemoglobina,
sugerindo um possivel cenario imunoldgico associado a anemia na maléria por P. vivax. O IFN-
v ¢é produzido por linfécitos NK, linfocitos T CD4 e CD8 e linfécitos regulatorios do tipo
receptor T-yd durante as fases iniciais da resposta imune a uma infec¢do por malaria
(57,71,126,127). Na maléria falciparum, a capacidade de gerar IFN-y em PBMCs expostas a
antigenos de estagios assexuados do parasita foi correlacionado com controle da densidade
parasitaria, consistente com um papel protetor. No caso especifico das células T CD8", a
resposta com IFN-y contra antigenos do parasita foi associada a niveis mais altos de
hemoglobina. Observamos a mesma correlacdo indicando uma resposta protetora contra a

anemia malarica (128).

O estudo comparou os dados hematoldgicos com respostas celulares na fase aguda e
convalescenca. Houve diferencas significativas quanto aos niveis de hemoglobina, hematocrito,
mondcitos, plaquetas e volume plaquetario médio em ambos os periodos, indicando uma
recuperacdo hematoldgica dos pacientes. Os pacientes foram revisitados entre 60 e 90 dias ap0s
a fase aguda e nenhum teve recidiva. Isto indica que, primeiramente, ndo houve resisténcia a
cloroguina e, consequentemente, nenhuma crise recorrente de hemolise e/ou diseritropoiese,
pois os niveis voltaram ao normal demonstrando a recuperacdo clinica pos-infecgédo por P. vivax
(129). Segundo, observamos uma inversdo na associagéo entre idade e frequéncia de linfocitos

T CD8 de memoria que expressam CCL5 durante a fase aguda e na convalescenca.
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Ao avaliar a relacdo da resposta de T CD8 de memoria CCL5 na fase aguda de malaria
e na convalescenca (93), observamos uma inversdo na resposta. Estudos em P. falciparum
evidenciaram a reducéo dos niveis de CCL5 em formas graves da doenca. A concentragédo dessa
qguimiocina aumentava na recuperacdo da doenca, caracterizada pela correlacdo inversamente
proporcional com a carga parasitéria e outros marcadores de gravidade (117). Outro estudo
demonstrou que criangas infectadas por maléria falciparum, que possuiam baixa concentracao
de CCL5 sérico tinham um historico de malaria grave anterior, quando comparadas as criangas
saudaveis com historico conhecido de malaria ndo grave (15). Nossos resultados e estes achados
na maléria falciparum sugerem um papel importante do estado inflamatério na modulacéo da

resposta de células T CD8 de memdria que expressam CCL5.

O presente estudo teve limitacdes, sendo um dos principais 0 quantitativo de pacientes
participantes do estudo. No entanto, essa deficiéncia sera corrigida com insercdo de novos
experimentos de cultura de um banco de amostras de pacientes ja coletadas e incluidos. Vale
destacar que outra limitacdo ocorreu com a evasao de quinze pacientes que nao conseguimos
coletar na fase de convalescenca. Outra limitagéo foi a ndo dosagem de CCL5 sérico, contudo,

realizaremos essa etapa para elaboragdo do manuscrito.

6 CONCLUSAO

Apesar do papel da quimiocina CCL5 na malaria ndo ser bem compreendido, estudos
tem mostrado que existe um indicativo de gravidade relacionado a quimiocina. Assim, a analise
de pard@metros clinicos com células imunolégicas na fase aguda e de convalescenca da infeccéo,
representam uma descricdo do papel de CCL5 na malaria por P. vivax em crianc¢as. Diante dos
resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

- A descricéo epidemiologica dos nossos resultados apresentou uma maior prevaléncia
de malaria por P. vivax em criangas do sexo masculino.

- A resposta imunologica em criangas e adolescentes infectados com P.vivax
apresentaram um aumento na expressao de CCL5 em linfécitos T CD8 de memdria entre a fase
aguda (DO0) e convalescenca (ap0s 60-90 dias da infeccdo).

- Na fase aguda, a correlacéo positiva dos niveis de hemoglobina com a porcentagem de
linfocitos T CD8 de memoria expressores de IFN-y reforga um possivel cenério imunoldgico

associado a anemia na malaria por P. vivax e que sdo relevantes para pesquisas futuras.
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- Quanto menor a idade das criancas e adolescentes com malaria por P. vivax, menor foi
a quantidade de linfocitos T CD8 de memoria que expressam RANTES.

- Os resultados com as células T CD8* contra a PvMSP-119 indicam que: 1) a resposta
de IFN-y como protetora a anemia malarica; 2) a inversao das correlacGes entre frequéncia de
linfocitos T CD8" de memdria que expressam CCL5 conforme a idade na fase aguda e na
convalescenga sugerem um papel importante do estado inflamatdrio na modulagdo dessas

células e salienta que essa resposta imune é provavelmente iniciada no estagio pré-eritrocitico.
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8 ANEXOS E APENDICES
8.1 Consideragdes sobre o racional e o desenho experimental realizado na pesquisa

8.1.1 Anédlise de PBMC com amostra a fresco e congelada em -80°C
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Figura 17 - Comparacao da estabilidade e morfologia de linfécitos criopreservados em relacédo a
fresco. A-D material fresco; E-H) material criopreservado; A) Avaliacdo de FSC e SSC das células
mononucleares; B) analise de célula unica para exclusdo de artefatos como agregados; C) avaliacdo de
células TCD8 com marcacdo CD3; D) frequéncia de células TCD8 produtores de IFNy. E) Avaliacdo
de FSC e SSC das células mononucleares; F) analise de célula Unica para exclusdo de artefatos como
agregados; G) avaliacdo de células TCD8 com marcacdo CD3; H) frequéncia de células TCD8
produtores de IFNy.
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8.1.2 Anélise de plaquetas a fresco e congeladas

a b

A fresco

C

Figura 18 - Comparacdo da estabilidade e morfologia de plaquetas de plasma
criopreservados em relacéo a fresco. A-B a fresco e C-D criopreservado. A) Avaliacdo de
FSC e SSC das plaquetas; B) avaliagdo de eventos CD41+ e frequéncia de plaquetas. C)
Avaliacdo de FSC e SSC das plaguetas; D) avaliacdo de eventos CD41+ e frequéncia de

plaquetas.
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8.1.3 Controle de qualidade da proteina PvMSP-119

Ao realizar 0 ensaio de ELISA, observamos a positividade dos niveis de IgG anti
PVMSP-119 e identificamos que a proteina se manteve integra e funcional. Avaliamos 10

pacientes positivos e10 pacientes negativos.
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Figura 19 — Analise para controle de qualidade do antigeno.

8.1.4 Andlise para definicdo da concentracdo da proteina PvMSP-119
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Figura 20 - Analise da concentracgdo ideal da proteina e tempo de cultivo.
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8.3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Estudo: Avaliacdo dos niveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por
estimulacao de Plasmodium vivax.

Patrocinador: FAPEAM

Centro de Pesquisa: Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado — FMT-
HVD

Pesquisadora responsavel: Ana Carolina Shuan Laco

Pesquisador Principal: Dra. Gisely Cardoso de Melo

Telefone de contato: (92) 99505-3905/9159-8604

| Dados sobre a Pesquisa:

1. Introducéo

Viemos por meio deste informa-lo que seu filho(a)/tutelado(a) esta sendo
convidado(a) a participar, como voluntario(a) neste estudo de pesquisa.

O estudo e este termo foram aprovados pela Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.

Neste termo sdo fornecidas as informacdes corretas e suficientes para que
VOCE possa avaliar e julgar se tem interesse ou ndo em participar deste estudo. Para
tanto, leia este documento cuidadosamente e esclareceremos quaisquer davidas que
possam surgir apés a explicacdo. Além disso, vocé pode consultar as pessoas que
julgar convenientes.

Vocé deverd assinar esse termo em duas vias, uma ficard com vocé e outra
conosco. Todas as paginas devem ser rubricadas ou conter a impressao digital do
responsavel legal do participante da pesquisa e do pesquisador responsavel.

2. Participacéo Voluntaria

A participacdo neste estudo € voluntaria e se vocé e/ou seu filho(a)/tutelado(a)
nao quiserem mais fazer parte da pesquisa poderdo desistir a qualquer momento e
retirar 0 seu consentimento. Essa decisdo nao prejudicara de forma alguma o seu
atendimento, tratamento ou acompanhamento na FMT-HVD.

Em qualquer momento do estudo vocé e/ou seu filho(a)/tutelado(a) poderao fazer
todas as perguntas que quiserem. Disponibilizaremos tempo para decidirem e
discutirem a situacdo com pessoas de sua confianca.

3. Descricéo Geral do Estudo

Nesta pesquisa estamos buscando entender melhor os mecanismos envolvidos
na anemia por malaria por P. vivax, especificamente em criancas e adolescentes A
identificagdo do CCL5 pode contribuir para um melhor entendimento da doenga,
permitindo o uso de um melhor tratamento para impedir a progresséo da malaria grave
em criangas mais jovens.
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O objetivo desta pesquisa é avaliar a producéo e influéncia do RANTES/CCL5
em plaquetas e glébulos brancos que séo as células de defesa do organismo que
destroem os agentes estranhos, por exemplo, as bactérias, os virus, parasitas como
no caso da malaria, nas amostras coletadas de criancas entre 1 a 16 anos de idade.

Durante a fase de triagem, depois de tirar todas suas duvidas e assinar esse
termo, seu filho(a)/tutelado(a) vai fazer uma entrevista onde vamos perguntar
informacdes sobre a sua vida, o lugar onde moram e o historico de saude, bem como
0s medicamentos que ele toma no dia-a-dia. Depois ele ir4 passar por uma avaliagdo
meédica e fazer alguns exames para a gente saber sobre a saude dele.

Exame fisico e avaliacéo clinica: seu filho(a)/tutelado(a) passara por um exame fisico
na inclusédo no estudo. Examinaremos: frequéncia da sua respiracdo e coragao,
pressao arterial e pulso. Faremos medicfes da altura e peso, perguntas sobre a saude
e uso de medicamentos.

Coleta de sangue: sera realizado o exame de malaria (ponta do dedo) e sera coletado
amostra de sangue, aproximadamente 20 ml (cerca de duas colheres de sopa) da veia
do braco no dia do diagnostico. Para as criangcas menores de dois anos sera coletado
5-10ml no maximo. Com o sangue do seu filho(a)/tutelado(a), faremos testes para
comprovar nosso questionamento a respeito do motivo da anemia na malaria.
Durante a coleta, seu filho(a)/tutelado(a) vai ser perguntado sobre o que esta sentindo
e terd uma equipe clinica a disposicao para o caso ele sinta algum desconforto ou
outro motivo que vocé e/ou ele quiserem.

4. Beneficios e Riscos Derivados da Participacdo no Estudo

Beneficios: vocé e seu filho(a)/tutelado(a) estaréo contribuindo para o conhecimento
da anemia na malaria e ajudando a melhorar a salde dos pacientes. A realiza¢do do
estudo podera ter implicac6es importantes em um contexto de estabelecer estratégias
mais precisas de tratamento e melhor gerenciamento de casos graves por anemia em
criancas e adolescentes infectados com malaria por P. vivax. Apesar de sua enorme
importadncia para a saude, processos envolvidos na anemia por malaria por P.
vivax permanecem incompletos e espera-se que estes possam ser esclarecidos por
meio do estudo.

Riscos: E possivel que, durante a participacdo na pesquisa seu filho(a)/tutelado(a)
sinta algum incobmodo e desconforto. Estes podem ser:

Risco de origem psicolégica, intelectual e emocional causando vergonha, desconforto,
medo, estresse, quebra de sigilo e anonimato. Para minimizar esses riscos, em
nenhum momento seu nome e o nome do seu filho(a)/tutelado(a) ou dados pessoais
serdo _revelados a terceiros, nem _mesmo quando os resultados do estudo forem

divulgados.

Coleta de sangue: Existe a possibilidade de risco na coleta do exame de maléaria
(picada no dedo) ou pela coleta de amostra de sangue na veia do braco. Mas qualquer
dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito pequeno de infec¢ao
onde o sangue for coletado, mas qualquer infec¢cdo sera monitorada e tratada.

Qualqguer problema, entre em contato com a Ana Carolina Shuan, responsavel da
pesquisa na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
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especificadamente Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- 2° andar (de
segunda a sexta feira. Das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira,

25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92)99505-3905 (qualquer dia e horério) ou no
e-mail shuancarolina@gmail.com. A responsavel ira verificar o andamento da
situacdo. A amostra de sangue colhida é muito pequena e néo representa nenhum
risco a saude.

Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda ndo conhecidos neste
momento podem acontecer durante o estudo. Durante o estudo, sera informado sobre
quaisquer novas informacfes que possam afetar sua decisdo de permanecer no
estudo.

5. Acompanhamento e assisténcia

Os pesquisadores responsaveis por este estudo estardo disponiveis, vocé
também poderd também fazer contato com a Dra. Gisely Cardoso de Melo ou Ana
Carolina Shuan Laco na Fundacédo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
especificadamente Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- 2° andar (de
segunda a sexta feira. Das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira,
25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer
dia e horario) ou no e-mail cardosogisely@gmail.com e shuancarolina@gmail.com.

6. Confidencialidade

Ao dar o seu consentimento para seu filho(a)/tutelado(a) participar deste
estudo, os dados do prontuario médico, assim como 0s provenientes da
participacdo no estudo, serdo coletados, transferidos, utilizados e processados pela
equipe, assim como pelo patrocinador e pelas empresas que colaboram com o projeto.
Este termo de consentimento ficar4 armazenado junto ao prontuério médico no centro
de pesquisa. O acesso ao prontuario meédico serd restrito aos pesquisadores do
estudo.

Todas as informacdes coletadas no estudo que possam ferir a sua privacidade
ou do seu filho(a)/tutelado(a) serdo anonimizadas e, caso seja hecessario
encaminhamento de suas informacbes eles jamais saberdo nada sobre sua
identidade. Sob nenhuma circunstancia serdo feitas coOpias de seu prontudrio
médico.

Logo apO6s a coleta do sangue, as amostras receberdo um coédigo de
identificacdo. Todos os documentos e formularios que vocé preencher receberdo este
codigo e apenas pessoal autorizado tera acesso a ele. Além disso, a equipe € treinada
para o acolhimento e a realizacéo de entrevistas de forma segura.

Ao assinar este termo de consentimento, vocé permitird a equipe de pesquisa
usar informacdes sobre o prontuario médico do seu filho(a)/tutelado(a) para os
objetivos do presente estudo. Toda a equipe médica e de enfermagem envolvida no
seu cuidado sabera que seu filho(a)/tutelado(a) participa ou nédo do estudo. Qualquer
informacao obtida em relacdo a este projeto que possa identifica-lo serd mantida em




84

sigilo e ndo sera compartilhada sem a sua permissao, exceto quando exigido por lei.
Na divulgacao dos resultados desse estudo, seu nome ou do seu filho(a)/tutelado(a)
nao sera citado.

Em caso de davidas sobre a coleta e 0 uso de suas informagdes, entre em
contato com o pesquisador do estudo.

7. O que ocorre com as informacdes obtidas no estudo

Se decidir por participar no estudo, € possivel que informacdes relevantes
sejam obtidas na analise das amostras biolégicas. De acordo com as leis atuais, vocé
tem o direito de ser informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja
solicitado, poderemos Ihe fornecer informacgdes sobre o estudo no que diz respeito ao
uso dos dados.

8. Ressarcimento/Indenizacéo

Vocé e/ou seu filho(a)/tutelado(a) ndo gastardo, nem ganhardo dinheiro por
participar desta pesquisa. Vocé tem o direito de solicitar ressarcimento ou indenizagao
no caso de se sentir materialmente ou fisicamente prejudicado em algum momento da
execucgao deste projeto.

Apesar de ndo haver compensacdo financeira, ao assinar este termo de
consentimento vocé ndo abrird mao de nenhum dos seus direitos legais, garantidos
na regulamentacéo brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de
seus direitos a solicitagédo de indenizagéo.

9. Contato

Para tirar qualquer duvida sobre o estudo, por favor, entre em contato com o
responsavel do estudo Ana Carolina Shuan Laco ou Dra. Gisely Cardoso de Melo na
Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a
sexta feira. Das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro
Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer dia e
horario) ou no e-mail cardosogisely@gmail.com e shuancarolina@gmail.com para
esclarecer davidas que vocé possa ter e dar as informacdes que queira, antes, durante
ou depois de encerrado o estudo.

Em caso de duvidas, denuncias ou reclamacdes sobre a sua participacao e
sobre questbes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisas (CEP) da Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado;
e-mail: cep@fmt.am.gov.br; endereco: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro,
Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horario de funcionamento do CEP é de 8
as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

Il. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nés gostariamos de sua permissdo para guardar o restante da amostra de
sangue para ser usado em estudos sobre malaria no futuro. Isto pode exigir o
armazenamento por 5 anos do sangue do seu filho(a)/tutelado(a) em laboratérios da
FMT-HVD. Para isso, 0 sangue sera guardado com um cédigo e ndo devera identificar
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o nome do seu filho(a)/tutelado(a). O restante do material que nao for utilizado no
estudo serd descartado de acordo com as regras, para nao poluir o meio ambiente
nem contaminar as pessoas.

Ao final do estudo, caso seu filho(a)/tutelado(a) tenha aceitado participar,
tera todo o direito ao conhecimento dos resultados obtidos, se assim desejar.

Eu, li esse termo de consentimento
e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei que meu
filho(a)/tutelado(a) ir4 participar. A explicacdo que recebi tratou dos riscos e
beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper a participagdo do meu
filho(a)/tutelado(a) a qualqguer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta

deciséo afete seu tratamento. Eu entendi o que meu filho(a)/tutelado(a) ndo pode fazer
durante a pesquisa e fui informado que ele seré atendido sem custos para mim se ele
apresentar algum problema por consequéncia da pesquisa. Este documento € emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma
via com cada um de nos. Sendo assim, eu aceito voluntariamente a participacéo do
filho(a)/tutelado(a) neste estudo.

Também fui informado de que ha interesse em se guardar o material biol6gico
coletado para estudos futuros e entendi as razdes para isso, de forma que:

() Autorizo a guarda do material do filho(a)/tutelado(a).
() Nao autorizo a guarda do material do filho(a)/tutelado(a).

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste individuo ou de seu representante legal para a participacdo neste
estudo.

Participante da Pesquisa ou responsavel Pesguisador ou pessoa por ele delegada
legal
Nome: Nome:
Assinatura ou impressao datiloscdpica: Assinatura ou impressdao datiloscdpica:
Data: Data:

(Este documento sera assinado em duas vias originais, ficando uma original com o
pesquisador e a outra original com o participante da pesquisa)
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Nome:

Testemunha imparcial (se aplicavel)

Assinatura;

Data:

Impresséo datiloscépica




8.4 TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TALE

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE (6 A 10 ANOS)

Avaliacéo dos niveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por estimulagdo de
Plasmodium vivax.

Ol4a, como vai?

Vocé estd sendo convidado a
participar de um estudo sobre
anemia na malaria vivax.

1 Caso tenha alguma pergunta, pode fazer para a pessoa que esta te entrevistando, ela vai
: ajudar voceé.
1

Vocé nao é obrigado a participar e se ndo
quiser mais fazer parte da pesquisa podera
desistir a qualquer momento.

Nesta pesquisa estamos buscando entender
melhor a anemia na malaria vivax, em
criancas e adolescentes. A identificacéo do
RANTES pode ajudar nesse entendimento.
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Além disso, ndo sabemos todos os
processos envolvidos na anemia por
malaria vivax e esperamos entender alguns
deles no estudo.
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Se aceitar a participar do estudo, vamos
fazer algumas perguntas para sabermos
como esté sua saude.

Iremos verificar como esta sua respiragédo
e coragdo. Também vamos medir a sua
altura e peso.

Vamos precisar coletar 2 gotas de sangue da ponta
do dedo para exame de malaria e 20 ml (duas
colheres de sopa) da veia do braco.

Com seu sangue, faremos testes para comprovar
nossa suspeita a respeito da anemia na malaria.

Como beneficio vocé estara contribuindo para o
conhecimento da anemia na maléaria e ajudando a
melhorar a saude dos pacientes.

Quais os riscos?

|
|

|

|

|

|
Vocé pode sentir vergonha, medo, dor leve onde foi :
retrado o sangue que deve durar apenas alguns |
instantes. A quantidade de sangue tirada é muito :
pequena e ndo tem nenhum risco grave a sua salde. |
|

|

|

|
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Fique tranquilo, a equipe é bastante treinada e experiente para realizar todos os
procedimentos.

Depois da coleta do sangue, a amostra serda identificada
por numeros e/ou letras para garantir que seu home ou
qualquer informacéo sua ndo sejam reveladas a outras
pessoas.

Vocé e seus pais ou responsaveis ndo gastardo, nem ganharédo
dinheiro por participar desta pesquisa. Vocé tem o direito de
solicitar indenizacdo no caso de se sentir materialmente ou
fisicamente prejudicado em algum momento da realizagédo deste

projeto.

Apesar de ndo haver compensagéo financeira, ao assinar este termo de consentimento vocé néo abrird
mao de nenhum dos seus direitos legais, garantidos na regulamentacéo brasileira de pesquisa
envolvendo seres humanos, sendo um de seus direitos a solicitagéo de indenizag&o.

E Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com a Dra. Gisely
1

I Cardoso de Melo responsavel pelo projeto e com a Ana Carolina Shuan Laco na Fundagéo de
1

i Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, especificadamente no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
1

i Borborema- 2° andar em Manaus (de segunda a sexta feira. Das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na
1

i Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer
i dia e horério). E podera também entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD
E sempre que quiser por e-mail: cep@fmt.am.gov.br; endereco: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro,
1

I Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horario de funcionamento do CEP ¢ de 8 as 14 horas, de
i

1

1

segunda a sexta-feira.
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1
NOs gostariamos de sua permissao para guardar o restante da amostra de sangue para ser usado em i
estudos sobre malaria no futuro. Isto pode exigir o armazenamento por 5 anos do sangue em laboratérios |
da FMT-HVD. Para isso, 0 sangue sera guardado com um cédigo e nao deverd identificar seu nome. O E
restante do material que nao for utilizado no estudo sera descartado de acordo com as regras, para hdo |
poluir o meio ambiente nem contaminar as pessoas. i

1

1

Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa. Também fui informado de
gue ha interesse em se guardar o material biolégico coletado para estudos futuros e entendi as
razBes para isso, de forma que:

() Autorizo a guarda do material. () N&o autorizo a guarda do material.

Participante da Pesquisa

Nome:

Assinatura:

Data:

Polegar direito
Pesquisador ou pessoa por ele delegada

Nome:

Assinatura:

Data:

(Este documento sera assinado em duas vias originais, ficando uma original com o pesquisador e
a outra original com o participante da pesquisa)

Testemunha imparcial (se aplicavel) Impresséao datiloscopica

Nome:

Assinatura:

Data:
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TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE (11 A 16 ANOS)

Estudo: Avaliacdo dos niveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por
estimulacao de Plasmodium vivax.

Patrocinador: FAPEAM

Centro de Pesquisa: Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado — FMT-
HVD

Pesquisadora responsavel: Ana Carolina Shuan Laco

Pesquisador Principal: Dra. Gisely Cardoso de Melo

Telefone de contato: (92) 99505-3905/9159-8604

|.Dados sobre a Pesquisa:

1) Introducéo
Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), do projeto de
pesquisa “Avaliacdo dos niveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por
estimulacdo de Plasmodium vivax.”, porque vocé esta doente de malaria. A Dra.
Gisely Cardoso de Melo é a pessoa responsavel por este estudo.

O estudo e este termo foram aprovados pela Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado. Neste termo sao fornecidas
as informacdes corretas e suficientes para que vocé possa avaliar e julgar se tem
interesse ou ndo em participar deste estudo. Leia este documento cuidadosamente e
esclareceremos quaisquer dividas que possam surgir ap0s a explicacdo. Além disso,
vocé pode consultar as pessoas de confianca.

Vocé devera assinar esse termo em duas vias, uma ficard com vocé e outra
conosco. Todas as paginas devem ser rubricadas ou conter a impresséo digital do
participante da pesquisa e do pesquisador responsavel.

2) Participacao Voluntaria
A participagéo neste estudo é voluntaria e se vocé ndo quiser mais fazer parte
da pesquisa podera desistir a qualquer momento. Essa decisdo ndo prejudicara de
forma alguma o seu atendimento, tratamento ou acompanhamento na FMT-HVD.
Mesmo que 0 seu responsavel permita a sua participacdo na pesquisa, vocé
nao é obrigado a participar se ndo quiser. Vocé é livre para deixar de participar da

pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

3) Descricao Geral do Estudo
Nesta pesquisa estamos buscando entender melhor os processos envolvidos
anemia por maléaria por P. vivax, especificadamente em criangas e adolescentes. A

identificacdo do CCL5 pode contribuir para o estudo da doenca, permitindo o uso de
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um melhor tratamento para impedir o desenvolvimento da malaria grave em criancas

mais jovens. Abaixo tem o ciclo da maléria, para vocé entender melhor a doenca:

-‘_7 : J
. I" I:>
squito da
N Ser

Mosquito pica
Mosquito pica o o ser humano

individuo que esta com
CICLO DA MALARIA

Durante a fase de triagem, depois de tirar todas suas duvidas e assinar esse
termo, vocé vai fazer uma entrevista onde vamos perguntar informacdes sobre a sua
vida, o lugar onde mora e o historico de saude, bem como os medicamentos que toma
no dia-a-dia.

Exame fisico e avaliacdo clinica: vocé passara por um exame fisico na inclusdo no

estudo. Examinaremos: frequéncia da sua respiracdo e coragao, pressao arterial e
pulso. Faremos medi¢cbes da altura e peso, perguntas sobre sua saude e uso de
medicamentos.

Coleta de sangue: sera realizada a coleta para exame de maléaria (ponta do dedo) e

amostra de sangue, aproximadamente 20 ml (cerca de duas colheres de sopa) da veia
do braco. Com seu sangue, faremos testes para comprovar nossa suspeita sobre a

anemia na malaria. Representacao da coleta de sangue a seguir:

COLETA DE SANGUE
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4) Beneficios e Riscos Derivados da Participacdo no Estudo

Beneficios: vocé estara contribuindo para o conhecimento da anemia na malaria e
ajudando a melhorar a saude dos pacientes. A realizacdo do estudo poderd ter
implicacdes importantes em um contexto de estabelecer estratégias mais precisas de
tratamento e melhor gerenciamento de casos graves por anemia em criancas e
adolescentes infectados com malaria por P. vivax. Apesar de sua enorme importancia
para a saude, processos envolvidos ha anemia por maléria por P. vivax permanecem
incompletos e espera-se que estes possam ser esclarecidos por meio do estudo.

Riscos: E  possivel que, durante a participagdo na  pesquisa vocé
sinta algum incomodo e desconforto. Estes podem ser:

Risco de origem psicoldgica, intelectual e emocional causando vergonha, desconforto,
medo, estresse, quebra de sigilo e anonimato. Para minimizar_esses riscos, em
nenhum momento seu home ou dados pessoais serao revelados a terceiros, nem
mesmo quando os resultados do estudo forem divulgados.

Coleta de sangue: Existe a possibilidade de risco na coleta do exame de malaria
(picada no dedo) ou pela coleta de amostra de sangue na veia do braco. Mas qualquer
dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito pequeno de infeccao
onde o sangue for coletado, mas qualquer infeccdo sera monitorada e tratada.
Qualqguer problema, entre em contato com a Ana Carolina Shuan, responsavel da
pesquisa na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
especificadamente Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- 2° andar (de
segunda a sexta feira. Das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira,
25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92)99505-3905 (qualquer dia e horario) ou no
e-mail shuancarolina@gmail.com. A responsavel ir4 verificar o andamento da
situacdo. A amostra de sangue colhida € muito pequena e ndo representa nenhum
risco a saude.

Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda ndo conhecidos neste
momento podem acontecer durante o estudo. Durante o estudo, sera informado sobre
quaisquer novas informacfes que possam afetar sua decisdo de permanecer no
estudo.

5. Acompanhamento e assisténcia

Os pesquisadores responsaveis por este estudo estardo disponiveis, vocé
também podera também fazer contato com a Dra. Gisely Cardoso de Melo ou Ana
Carolina Shuan Laco na Fundacgao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
especificadamente Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- 2° andar (de
segunda a sexta feira. Das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira,
25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer

dia e horario) ou no e-mail cardosogisely@gmail.com e shuancarolina@gmail.com.

Vocé também pode entrar em contato com o ( Etica em Pesquisas (CEP) da
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Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; e-mail:
cep@fmt.am.gov.br; endereco: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM;
telefone: (92) 2127-3572. O horario de funcionamento do CEP é de 8 as 14 horas, de
segunda a sexta-feira.

6. Confidencialidade

Todas as informacdes coletadas no estudo que possam ferir a sua privacidade
serdo anonimizadas (ocultadas) e, caso seja necessario encaminhamento de suas
informacgdes jamais saber&o nada sobre sua identidade. Sob nenhuma circunstancia

serao feitas copias de seu prontuario médico.

Logo apés a coleta do sangue, as amostras receberdo um cédigo de
identificacdo. Todos os documentos e formularios que vocé preencher receberao este
cbdigo e apenas pessoal autorizado terd acesso a ele. Além disso, a equipe € treinada

para o acolhimento e a realizacdo de entrevistas de forma segura.

Qualquer informacao obtida em relacdo a este projeto que possa identifica-lo
sera mantida em sigilo e ndo sera compartilhada sem a sua permisséo, exceto quando
exigido por lei. Na divulgacéo dos resultados desse estudo, seu nome ou do ndo sera
citado. Em caso de duvidas sobre a coleta e 0 uso de suas informacdes, entre em
contato com o pesquisador do estudo.

7. O que ocorre com as informacdes obtidas no estudo

Se decidir por participar no estudo, é possivel que informacdes relevantes
sejam obtidas na analise das amostras biolégicas. De acordo com as leis atuais, vocé
tem o direito de ser informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja
solicitado, poderemos lhe fornece informagdes sobre o estudo no que diz respeito ao

uso dos dados.

8. Ressarcimento/Indenizacéo
Vocé e seus pais ou responsaveis nao gastardo, nem ganharéao dinheiro por

participar desta pesquisa. Vocé tem o direito de solicitar ressarcimento ou indenizacao

no caso de se sentir materialmente ou fisica judicado em algum momento da

execucao deste projeto.
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Apesar de ndo haver compensacao financeira, ao assinar este termo de
consentimento vocé ndo abrira mao de nenhum dos seus direitos legais, garantidos
na regulamentacéo brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de

seus direitos a solicitagédo de indenizagéo.

Il. Assinatura do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Nés gostariamos de sua permissdo para guardar o restante da amostra de
sangue para ser usado em estudos sobre malaria no futuro. Isto pode exigir o
armazenamento por 5 anos do sangue em laboratérios da FMT-HVD. Para isso, o
sangue sera guardado com um codigo e nao devera identificar seu nome. O restante
do material que nao for utilizado no estudo sera descartado de acordo com as regras,
para ndo poluir o meio ambiente nem contaminar as pessoas.

Uma via original deste documento ficara com vocé. Qualquer duvida a respeito
da pesquisa, vocé podera entrar em contato com a Dra. Gisely Cardoso de Melo
responsavel pelo projeto e com a Ana Carolina Shuan Laco na Fundacéo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, especificadamente no Instituto de Pesquisa Clinica
Carlos Borborema- 2° andar em Manaus (de segunda a sexta feira. Das 8 as 12 horas
e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone
(92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer dia e horario). E podera também entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD sempre que quiser por
e-mail: cep@fmt.am.gov.br; endereco: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro,
Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horario de funcionamento do CEP é de 8
as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa. Também fui
informado de que ha interesse em se guardar o material bioldégico coletado para

estudos futuros e entendi as razdes para isso, de forma que:

() Autorizo a guarda do material. () N&o autorizo a guarda do material.




Participante da Pesquisa

Nome:

Assinatura:

Data:

Pesquisador ou pessoa por ele delegada

Nome:

Assinatura:

Data:

Polegar
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(Este documento seré assinado em duas vias originais, ficando uma original com o
pesquisador e a outra original com o participante da pesquisa)

Testemunha imparcial (se aplicavel)

Nome:

Assinatura:

Data:

Impressao datiloscopica
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8.5 Procedimento Operacional Padrdo — POP — Isolamento de PBMC

Autor (es):

Carlos Eduardo Morais (FMT-HVD)

Flavia Alencar Fontenelle (FMT-HVD)

Verséo n°l Data da reviséo Descricéo
Historico de revisdes
Local n° de cépias
Cépias distribuidas
para:
Eu afirmo que li, entendi e concordo com o presente POP.
Nome Assinatura Data

Gisely Cardoso de Melo

Larissa Wanderley Brasil

Cecilia Carvalho

1. CONDICOES GERAIS

As amostras de sangue coletadas nas visitas DO, D28, D90

.... devem seguir este

procedimento para isolamento de PBMC. A coleta, transporte e armazenamento temporario

destas amostras antes deste procedimento devem seguir as normas estabelecidas no POP

XXX — Transporte, processamento e armazenamento de amostras biolégicas.

SR ILMD
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2. OBJETIVO

Este documento tem por objetivo descrever e normatizar as exigéncias de manuseio
dos tubos contendo sangue total em XXXXX e posterior procedimento para isolamento,
congelamento e armazenamento de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) de sangue

total.

3. CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se ao processamento de amostras de sangue do Projeto
XXX XXXXX coletadas nas visitas DO, D28, D90 .....

4. DEFINICOES

Sangue total: Amostra de sangue coletada do doador, antes de ser submetida ao

fracionamento. Apresenta todos os componentes sanguineos.

5. SIGLAS

EDTA K3: Acido etilenodiaminotetracético tripotassico DMSO — Dimetilsulfoxido
g: A forca centrifuga, medida como "g" (gravidade) ou RCF (do inglés, Relative Centrifugal
Force). RPM: Relative Centrifugal Force. mL: Mililitro pL: Microlitro

PBS: Salina tamponada com fosfato

PBMC: Células mononucleares do sangue periférico

SFB: Soro fetal bovino

7. RESPONSABILIDADES

Membros das equipes laboratoriais do Projeto de Pesquisa XXXXXXXXX.

8. MATERIAIS E REAGENTES

a) Histopaque — 1077 (Sigma) ou Ficoll Plus (Ge HealthCare)
b) Azul de Trypan (0.4%)

% ILMD SEMSA f Mancus BRI Sogumance E5° R 2z (1) FAPEAM UEA: (<) Saide @ AMAZONAS
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¢) PBS - Salina Tamponada com fosfato

d) Soro Fetal Bovino — Inativado e estéril

e) Etanol 70%

f) Dimetilsulfoxido (DMSO), cell-culture grade

g) Pipetas soroldgicas de 10 mL

h) Pipetador automatico para pipetas soroldgicas

i) Pipetas de 20 pL, 200 pL, 1000 pL

J) Ponteiras estéreis, livres de DNAse e RNAse, com filtro (20uL, 200uL, 1000uL)

k) NALGENE® “Mr. Frosty”, Biocision® “CoolCell”, or Stratagene StrataCooler® para
o0 congelamento gradual de PBMC

I) Alcool isopropilico

m) Microscépio

n) Contador manual (e.g. Hemacytometer) e/ou Camara de Neubauer

0) Tubos conicos de 15 mL, estéril, polipropileno.

p) Tubos conicos de 50 ml, estéril, polipropileno.

g) Microtubos de 0,5 0u 1,5 mL

r) Criotubos de polipropileno (2mL), estéril, de tampa de rosca interna, graduados,
“selfstanding”, da marca "Corning"”, formulados para suportar a imersao em
Nitrogénio liquido ou outra marca que atenda as especificacdes.

s) Etiquetas de identificacéo

t) Caixas 9x9 ou 5x5 proprias para 0 armazenamento nos tanques de nitrogénio.

u) Cabine de seguranca Classe 1l

v) Centrifuga com capacidade de 300 a 1800 x g, com rotor de angulo movel
(SwingBucket).

w) Refrigerador (2 a 8°C)

X) Freezer -20°C

y) Freezer -80°C (£2)

z) Gelo picado (-20°C) aa) Tanque de nitrogénio liquido

PROCEDIMENTOS

Todos os procedimentos devem ser realizados em ambiente estéril, sendo utilizados

material descartavel estéril, solucOes estéreis e ponteiras com barreira estéreis.

8.1.  Preparacdo de materiais:
Para agilizar o fluxo de trabalho os seguintes materiais podem ser

preparados previamente a chegada da amostra ao laboratorio (quantidades para cada
paciente):

» Identificar 6 criotubos para armazenamento do PBMC
» 3 tubos conicos de 15 mL contendo 4 mL de solugdo Histopaque-1077
* 1 tubo conico de 50 mL vazio (para transferéncia do sangue total)

BRILMD = SEMSA i mancus TR Sogurance B5° Wiz () FAPEAM UEA 5 (<) Saie @ AMAZONAS
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* 4 tubos conicos de 15 mL vazios
* 1tubode0,50u1,5mL contendo 90 uL de Azul de Trypan

8.2. Amostra de sangue

Devem ser recebidos tubos de sangue total contendo XXXXX com volume
total de aproximadamente 20 mL. O processamento do sangue total deve ocorrer

imediatamente apds sua chegada no laboratorio.

Documentar qualquer caracteristica inesperada observada nos tubos
contendo amostra de sangue como: codgulos, hemolise, volume insuficiente ou
excessivo, auséncia de identificacdo (descartar tubo nédo identificado), tubos com

lotes diferentes, tubos com data de validade vencida, etc.

8.3. Isolamento de PBMC

a. Com auxilio de uma pipeta, transferir o sangue total contido nos tubos para o
mesmo tubo conico de 50 mL. Anotar o volume total de sangue coletado.

b. Acrescentar 50% do volume de sangue total coletado de meio PBS estéril para
diluir o sangue (proporgdo 2:1). Homogeneizar cuidadosamente, evitando
formacéo de bolhas.

c. Paracada paciente, preparar 3 tubos conicos de 15 mL contendo 4 mL de solucéo
gradiente de densidade (Ficoll ou histopaque).

d. Com auxilio de uma pipeta sorolégica de 10 mL, adicionar 1/3 do volume de
sangue diluido em meio PBS (aproximadamente 10 mL) sobre cada tubo
contendo a solugdo XXXXXX. Para tal, o sangue deve ser adicionado em
velocidade lenta, na parede do tubo, para a formacéo do gradiente. Ao final da
realizacdo do gradiente deveremos visualizar duas fases bem definidas, sendo a
inferior contendo XXXXXX e a superior contendo sangue diluido.

e. Feche bem o tubo e centrifugue a 500 x g (1650RPM), durante 30 minutos a 20°C,
em baixa aceleracdo e sem freio (a temperatura de centrifugacédo, assim
como aceleracdo e freio devem ser respeitadas, caso contrario o
procedimento pode nédo funcionar).

f. Ao finalizar a centrifugacdo, observe a formagdo da nuvem de células (Fig. 1) e
transfira os tubos cuidadosamente para o fluxo laminar, evitando perturbar o
gradiente.

% ILMD SEMSA § Manisus THRANS Sequranca imoir e, @f_ﬁgg\_@g UEA==: (<) Sade @ AMATONAS
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Figura 1. Imagem do tubo contendo o gradiente de densidade com as diferentes fases
obtidas apds centrifugagéo

(plasma/meio diluente, PBMC,
XXXXXX e demais células como hemaécias
e polimorfonucleares). A seta indica a
nuvem de PBMC que deve ser coletado
com cuidado para ndo recolher células

plasma + presentes na parte inferior do tubo.

melo

diluente g. Com auxilio de uma pipeta soroldgica,
remova o0 excesso de plasma + meio diluente
PBMC e da camada superior do tubo.

h. Com o uso de uma pipeta sorolégica ou
de transferéncia, colete o anel de células
PBMC e transfira para um novo tubo de 15
Demais mL. Nesta etapa, as celulas coletadas devem
células ser transferidas para novos tubos cénicos.

i. Complete os tubos conicos contendo a
suspensdo de células para 14 mL utilizando

Histopague

meio
PBS estéril, homogeneizando cuidadosamente
com uma pipeta.

j. Centrifugue por 10 minutos a 500 x g com o uso do freio a 20 °C.

k. Em seguida, inverta os tubos conicos desprezando o sobrenadante com cuidado
para nao ressuspender o pellet de células no fundo do tubo.

I.  Feche os tubos e desfaca o pellet com leves batidas com o dedo no fundo do tubo.
Utilizando um pequeno volume (aproximadamente 2-3 ml) ressuspenda e
transfira este pequeno volume para um Unico novo tubo cénico.

m. Repita a etapa de lavagem completando o volume para 14 ml de meio PBS estéril
(20 minutos a 500 x g com o uso do freio, a 20°C).

n. Em seguida, inverta o tubo cénico desprezando o sobrenadante com cuidado para
ndo ressuspender o pellet de células no fundo do tubo, e com o auxilio de uma
pipeta automatica aspire o restante de sobrenadante que fica na borda do tubo
mantendo-o invertido.

0. Feche o tubo e desfaca o pellet com leves batidas com o dedo no fundo do tubo.

p. Ressuspenda as células em 5 mL de meio PBS e homogenize bem.

g. Mantenha a suspensdo celular refrigerada em banho de gelo durante todo o
periodo da contagem até o0 momento do congelamento.

8.4. Contagem de células

a. Montar uma cadmara de Neubauer com cuidado para que a mesma esteja
totalmente seca no local onde sera inserida a amostra
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b. Para a contagem e avaliagdo da viabilidade, dilua 10 pL da suspensdo celular
(bem homogénea) em 90 uL de azul tripan 0,4%. Obs. Garanta que a amostra
esteja bem homogénea antes de retirar a aliquota para diluir em azul de tripan.

c. Homogeneizar bem a diluicdo e

o I EE l.i__Fl 1A= \} | carregar o volume necessério para
] I = preencher o espaco entre a cimara e a
: Il S e laminula, aproximadamente 10 uL

——— | (Fig.2).

WHHH.[Hp;mx‘;“» = Tl /

IMPROVED NEUBAUER RULING

Figura 2: Camara de Neubauer

Figura 3: Esquema para contagem de células na cdmara de Neubauer

d. Aguarde 30 segundos para que as células sedimentem e estejam no mesmo plano.
Faca a contagem das células viaveis (ndo coradas) e as ndo viaveis (coradas em
azul) utilizando microscépio de luz (objetiva de 40x). A contagem devera ser
realizada nos 4 quadCCL5 (A, B, C e D) conforme a Figura 3.

Cuidado para ndo incluir hemacias na contagem do PBMC. Em

algumas ocasifes, algumas heméacias podem ser observadas, porém menores

gue as células mononucleares e podem ser distinguidas pelo tamanho.

e. Apos a contagem realize os seguintes calculos:

1) Concentracédo de células viaveis/mL =

Numero Total de células vidveis (A+ B + C + D)

x 104(Fator de correcdo) x 10 (Fator de

Diluigao)
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4 (numero de quadrantes contados)

2) Numero total de células viaveis = Concentracdo de células vidveis/mL x 10
(volume da suspensédo de células)

3) % viabilidade celular = __ (Numero total de células viaveis x
100)

(NUmero total de celulas viaveis + Numero total de células mortas)

4) Volume de solucado de congelamento (mL) = _ numero total de

células vidveis

5x10°

O numero total de células viaveis esperado ap6s o processamento de 20
mL de sangue total é de aproximadamente 20x10° de PBMC e a viabilidade
celular deve estar acima de 90%. Rendimentos muito abaixo ou muito acima de
20x10° de células ou viabilidade celular abaixo de 90% podem sugerir
problemas com o processamento da amostra. Neste caso, recomenda-se uma
nova diluicdo (pode-se usar outro fator de dilui¢cdo) seguida de nova contagem.

Para volume de suspenséo de congelamento, utilizar volume mais
préximo de 1ml

(arredondar volume para baixo). Registrar quantidade de células/ml em

cada criotubo.

8.5. Congelamento de PBMC

a. Apos a contagem de células, preparar volume necessario de solucdo de
congelamento, que consiste de 90% SBF e 10% DMSO. Preparar 1 mL a mais do
volume necessario calculado no passo 8.5.e. Homogeneizar e manter a solugado
estéril em banho de gelo por pelo menos 10 minutos ou até a utilizac&o.

b. Centrifugue a suspensdo celular por 10 minutos a 500 x g, a 4° C, com 0 uso de
freio.

c. Durante a centrifugacdo, prepare os criotubos com as etiquetas apropriadas e 0s
mantenha-os sem as tampas dentro do fluxo laminar para receber as celulas.

d. Apos centrifugacdo inverta o tubo conico desprezando o sobrenadante com
cuidado para néo ressuspender as células no fundo do tubo, e com o auxilio de
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uma pipeta automatica aspirar o restante do sobrenadante que fica na borda do
tubo mantendo-o invertido.

e. Ressuspenda as células com solucéo de meio de congelamento gelado utilizando
o volume definido pelo célculo acima (concentragdo de 5x10° células/mL).
Certificar que

a amostra estara bem homogénea para garantir a quantidade exata de

celulas por criotubo.

f. Distribuia rapidamente 1 mL da suspensdo celular em cada criotubo (5x10°
células/criotubo).

g. Feche os criotubos e transfira imediatamente para o Mr. Frosty previamente
acondicionados a 4° C. Feche o container e o coloque no freezer -80° C até o dia
seguinte.

Apbs a adicdo da solucdo de congelamento, deve-se trabalhar

rapidamente até a transferéncia das células para o freezer -80° C, pois a solucéo
de DMSO ¢é tdxica e pode afetar a viabilidade celular.

h. No dia seguinte, transfira os criotubos do Mr. Frosty para uma caixa 10x10 ou
5x5 préprias para 0 armazenamento nos tanques de nitrogénio, previamente
acondicionada a -80° C ou no nitrogénio liquido.

O Mr. Frosty devera ser mantido a 4° C quando néo estiver sendo

utilizado. Observar se o0 nivel de isopropanol encontra-se correto e que 0 mesmo

tenha sido substituido a cada 5 ciclos de congelamento a -80° C.

i. Armazenar a caixa contendo amostras no tanque de nitrogénio liquido, mantendo
anotacéo da localizacdo de cada tubo no tanque.

Versao 2.0 - 12 de Julho de 2021
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro.

Manaus - Amazonas - Brasil - 69040-000
+55 (92) 2127-3555

% ILMD SEMSA §Manaus B




105

FORMULARIO DE ISOLAMENTO DE CELULAS - PBMC

ID do participante (PID):

Data de coleta:

Hora da coleta:

Data de inicio do
processamento:

Hora de inicio do Processado
processamento: por:

Reagentes

Fabricante Lote Data de validade

DMSO

FBS

Hank’s ou PBS

Meio de gradiente de
densidade

CPS

Data que foi preparado Data de validade Quem preparou

Tipo do tubo de amostra NaHep

Condigao do sangue

NORM / HEMO / COAG / LIPE

Volume de sangue total utilizavel mL

Método de contagem (nome do instrumento ou contagem manual)

Volume da suspensao de contagem com Hank'’s ou PBS (V) mL
Concentracdo média de contagem de células (C) x 108 células/mL
Ndmero total de células (T)=CxV x 108 células

Calcular o rendimento de célula / mL do sangue total (Verificagao de

QC)=(T/Volume de sangue total Util) x 106 células/mL
Calcular o volume da nova suspensao CPS estimada (V1)=(T/4x106

células/mL)(1mL) mL
Calcular o volume de nova suspensao CPS final (Vf), arredondando para BAIXO

para o mL inteiro mais proximo mL
Calcule o nimero real de células por aliquota N2 = (T/Vf) x V2; (V2 = 1mL) x 108 cel/aliquota

Data e hora de congelamento

Ndmero total de aliquotas congeladas

Data da transferéncia dos criotubos para a caixa
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ID do participante (PID):

Contagem de hemocitometro Contagem total Contagem viaveis Contagem nao viaveis
Quadrado N° 1 (células/mm?2)
Quadrado N° 2 (células/mm?2)
Quadrado N° 3 (células/mm?2)
Quadrado N° 4 (células/mm?2)
Média de contagem de células por
quadrado (células/mm?2)
Fator de diluicao PBMC (1:DF)
Fator de hemocitdmetro para

. 104 104 104
células/mL
Concentragao da contagem de
células (C) = (média de células
(€)= ( / Nao se aplica Nao se aplica

mm?2)(DF)( 104); converter em 106
células/mL x 108 células/mL

% viabilidade = (células Nao se aplica Nao se aplica
viaveis/total de células)(100) : % P

Comentarios e desvios de protocolo:
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