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RESUMO

BARROS, L. B. Padronizagao de técnicas fundamentais para ensaios ex vivo de
invasao de eritrocitos por Plasmodium vivax . 2023. 32 f. Trabalho de Concluséo
de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023.

INTRODUCAO: O estabelecimento da cultura de Plasmodium vivax é elementar
para o desenvolvimento de testes moleculares e vacinas. Apesar da definicdo da
cultura de curto prazo sucedida, a reprodutibilidade ainda é um desafio a ser
superado. A padronizagao do protocolo servira para futuros estudos que envolvem
ensaios de invasdo. OBJETIVO: Estabelecer um protocolo de cultura ex vivo de P.
vivax. Ademais, pretendemos otimizar os ensaios de invasao ex vivo utilizando
amostras criopreservadas de P vivax e reticulécitos humanos enriquecidos
provenientes do sangue periférico de individuos saudaveis. MATERIAL E
METODOS: Para obter reticuldcitos do sangue de doadores saudaveis, iniciamos
pela padronizacdo de protocolos para aprimorar o enriquecimento de reticulécitos.
Incluimos ou omitimos um passo de lavagem com solugdo de KCI de amostras de
sangue leucodepletadas antes da centrifugacdo em gradiente de Percoll e
comparamos diferentes volumes de sangue e de Percoll (3 mL ou 5 mL de cada).
Além disso, testamos as concentragdes de hemacias (hematdcrito) para o protocolo
de enriquecimento. Também comparamos dois corantes fluorescentes, Vybrant
DyeCycle Green e Violet, para a quantificagdo da parasitemia por citometria de fluxo
utilizando uma linhagem de Plasmodium falciparum para a padronizacdo desta
técnica. RESULTADOS: Mostramos que as suspensdes de hemacias com 30% de
hematdécrito que foram submetidas a um passo de lavagem permitiram um melhor
enriquecimento utilizando a centrifugacédo em gradiente de Percoll, comegando com
pequenos volumes de amostra (3 mL). E importante salientar que os reticuldcitos
sobrevivem a periodos relativamente longos (até 8 dias) de armazenamento a 4 °C.
Em seguida, mostramos que o corante Vybrant DyeCycle Green nas diluicbes
1:2500, 1:5000 ou 1:10000 permitiu uma melhor quantificacido dos parasitas do que
o Vybrant DyeCycle Violet. CONCLUSAO: A técnica de enriquecimento de
reticulécitos foi padronizada. Determinamos o hematécrito ideal a ser utilizado e a
necessidade de etapas de lavagens para um melhor enriquecimento de reticulécitos.
Além disso, conseguimos quantificar a parasitemia por citometria de fluxo utilizando
pequenos volumes da cultura marcada com o corante Vybrant DyeCycle Green. Os
ensaios de invasdo nao puderam ser realizados porque obtivemos quantidades
muito baixas de estagios assexuados viaveis de P vivax no sangue apds o
descongelamento de hemacias infectadas criopreservadas, mas o estagio esta
definido para experimentos futuros.

Palavras-chave: Malaria, Cultivo, Plasmodium vivax, Padronizacao.



ABSTRACT

BARROS, L. B. Standardization of basic techniques for ex vivo erythrocyte
invasion assays by Plasmodium vivax. 2023. 32. f. Pharmacy-Biochemistry
Course Completion Work — Faculty of Pharmaceutical Sciences — University of Sdo
Paulo, Sado Paulo, 2023.

INTRODUCTION: The establishment of a Plasmodium vivax culture is essential for
the development of molecular tests and vaccines. Despite the successful definition of
the short-term culture, reproducibility is stil a challenge to be overcome.
Standardizing the protocol will serve future studies involving invasion assays. AIMS:
We aimed to establish an ex vivo P. vivax culture protocol. In addition, we aimed to
optimize ex vivo invasion assays using cryopreserved P. vivax samples and enriched
human reticulocytes from the peripheral blood of healthy individuals. METHODS: To
obtain reticulocytes from the peripheral blood of healthy donors, we first standardized
protocols for improved reticulocyte enrichment. We either included or omitted a
washing step with KCI solution of leukocyte-depleted blood samples before Percoll
gradient centrifugation and compared different volumes of blood and Percoll solution
(3 mL or 5 mL of each). In addition, we tested red cell concentrations (hematocrits)
for the enrichment protocol. We also compared two fluorescent dyes, Vybrant
DyeCycle Green and Violet, for parasite quantification by flow cytometry using a
strain of Plasmodium falciparum to standardize this technique. RESULTS: We
showed that red blood cell suspensions with 30% hematocrit that underwent a
washing step allowed for a better reticulocyte enrichment using Percoll centrifugation,
starting with small (3-mL) sample volumes. Importantly, reticulocytes survived
relatively long (up to 8 days) periods of storage at 4°C. Next, we showed that the
Vybrant DyeCycle Green dye at either 1:2,500, 1:5,000, or 1:10,000 dilution allowed
for better parasite quantification than the Vybrant DyeCycle Violet dye.
CONCLUSIONS: The reticulocyte enrichment technique was standardized. We
determined the optimal hematocrit to be used and the need for washing steps for a
better reticulocyte enrichment. Furthermore, we were able to quantify parasitemia by
flow cytometry using small volumes of culture labeled with Vybrant DyeCycle Green
dye. Invasion assays could not be carried out because we obtained very low
quantities of viable P. vivax asexual blood stages after thawing cryopreserved
infected red blood cells, but the stage for set for future experiments.

Keywords: Malaria, Culture, Plasmodium vivax, Standardization.



1. INTRODUCAO

1.1 Malaria: problema de saude global

A malaria € uma das doengas com maior relevancia no cenario mundial. De
acordo com o ultimo relatério, no ano de 2021, estima-se que 247 milhdes de
incidéncia e 619 mil mortes foram causadas pelo parasita do género Plasmodium em
85 paises (WHO, 2022).

Ha cinco espécies parasitarias causadoras da malaria humana: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e
Plasmodium knowlesi, sendo as duas primeiras as que apresentam maior ameaca
por serem as mais prevalentes (WHO, 2022).

A maioria dos casos ocorrem no continente Africano e majoritariamente
causados por P falciparum, que também ¢é dominante no Sudeste Asiatico,
Mediterraneo Oriental e Pacifico Ocidental. Nas Américas, o Plasmodium vivax é
prevalente e responsavel por 75% dos casos de malaria (WHO, 2023).

Conforme dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2021 cerca de
50% da populagdo mundial corria o risco de contrair malaria. Grupos como: criangas
abaixo de cinco anos, lactantes, mulheres gravidas, pacientes HIV/AIDS e demais
pessoas que transitam por areas endémicas sao consideradas populagdes de alto

risco para adquirir malaria (WHO, 2022).

1.2 Malaria no Brasil

A malaria representa um grave problema de saude publica encontrada
principalmente em paises tropicais (WHO, 2023). No Brasil, no ano de 2022, foram
registrados 128.977 casos de malaria autoctone, dos quais cerca de 99% dos
registros sao provenientes da regido amazénica (Figura 1). A maioria dos casos, que
corresponde a 84,2%, sdo ocasionados por P. vivax, sendo a cidade de Alto Alegre,
no estado de Roraima, a que teve o maior numero de casos notificados, totalizando
15.443 novos casos no ano de 2022, e apresentou IPA de 654,86 por 1000
habitantes (BRASIL, 2023; BRASIL, Ministério da Saude).



Figura 1 — Mapa de risco de malaria por municipio de infecgéo, Brasil, 2022.
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Data de atualizagdo dos dados: 11 de julho de 2023. Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS.

Fonte: BRASIL. Ministério da Saude, 2023.

De acordo com o Ministério da Saude (2023), no ano de 2017 registraram-se
189.515 casos de malaria autéctone no pais. E a partir desse ano, ocorreu uma
queda continua de novos casos registrados. Esse declinio possivelmente ocorreu
devido ao uso de medicamentos eficazes recomendado pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) (BRASIL, 2022).

Além disso, a maior parte desses casos centralizou-se em regides rurais e
indigenas correspondendo a 37,34% e 31,04%, respectivamente. Espacos de
garimpo que registraram aumento de numeros de casos, enquadradas como
hiperendémicas, que apresentam significativa importancia para a questdo de

controle da doencga na regiao (Tabela 1).



Tabela 1 - Casos autdctones de malaria evidenciados por areas de infecgdes, Brasil, 2021 e 2022.

, 2021 2022

Areas de - - Variagao %
infecgao dNumero % do total ML L % do total  ©Ntre 2021

e casos casos e 2022

Rural 50.883 37,09% 47.584 37,34% -6,48%

Indigena 46.095 33,60% 39.549 31,04% -14,20%

Garimpo 20.530 14,96% 22.859 17,94% 11,34%

Urbana 11.969 8,72% 10.467 8,21% -12,55%

Assentamento 7.724 5,63% 6.962 5,46% -9,86%

Total 137.201 100,00% 127.421 100,00% -7,13%

Fonte: Fonte: BRASIL. Ministério da Saude, 2023. Dados atualizados em: 20/09/2023

Outro ponto de grande importancia epidemioldégica é o desmatamento da
floresta Amazénica, que resulta em aumento do numero de casos de malaria na
regiao (AMINO et al., 2006).

O principal vetor responsavel pelos altos registros de malaria humana no pais
€ o Anopheles darlingi (PIMENTA et al., 2015). No Brasil, a borrifagédo intradomiciliar
e uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas sdo estratégias de controle
quimico utilizadas em areas endémicas com o objetivo de diminuir o contato
humano-vetor e, desse modo, reduzir novos casos de malaria. Entretanto, pouco se
sabe do impacto desses mosquiteiros sobre a populagdo assistida (FIGUEIRA,
2022).

1.3 Infecgdo humana

A infeccdo humana inicia-se pelo repasto sanguineo realizado pela fémea do
vetor Anopheles, que ao depositar sua saliva acaba introduzindo na derme cerca de
15 a 200 esporozoitos (AMINO et al., 2006). Os esporozoitos alcangam a corrente
sanguinea e chegam ao figado, local onde os hepatdcitos tornam-se abrigo para a

esquizogonia hepatica, multiplicagdo assexuada (COX, 2010), que posteriormente



resulta na produgdo de 16 a 32 merozoitos, que caem na corrente sanguinea para
invadir as hemacias (COWMAN et al., 2017).

Tanto os esporozoitos quanto os merozoitos de Plasmodium spp. estao
adaptados para invadirem, respectivamente, hepatdocitos e hemacias, tipos celulares
aos quais o parasita possui tropismo (COWMAN et al., 2017).

Os merozoitos abrigam-se nas hemacias para a esquizogonia sanguinea e
possuem uma unica meta - invadir a hemacia mais préxima, replicar-se por fissao
binaria e liberar mais merozoitos que resultam na ruptura das hemacias e propiciam

os picos febris que s&o caracteristicos da malaria (BRASIL. Ministério da Saude).

1.3.1 Invasao do eritrécito

Os merozoitos, uma das formas encontradas durante o estagio sanguineo da
infeccdo, invadem exclusivamente hemacias (KANJEE et al., 2018). O Plasmodium
spp. possui duas principais espécies que infectam humanos: Plasmodium falciparum
e Plasmodium vivax, com o primeiro tendo a capacidade de invadir eritrocitos de
todas as idades, e o segundo sendo mais restrito as hemacias mais jovens
(MALLERET et al., 2017). Essas células, chamadas de reticuldcitos, sdo eritrocitos
imaturos enucleados que contém material reticular. Os merozoitos possuem
estruturas necessarias para o processo de invasiao, como: roptrias € micronemas
(Figura 2) que secretam proteases durante o processo de invaginagdo e sao

facilitadores do processo invasivo (DE NIZ et al., 2017).

Figura 2 - Representagao estrutural de um merozoito de plasmaodio

Anéis polares
apicais

Micronemas

Roptrias Granulos

densos

Fonte: FERREIRA et al. (2021)
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O processo de invasao ocorre, basicamente, em cinco etapas (Figura 3).
Inicialmente, ocorre o reconhecimento dos receptores superficiais das hemacias, que
€ seguido pela reorientagdo apical do merozoito para a membrana da heméacia. O
terceiro passo € a invaginagao do merozoito e, posteriormente, as interagdes de alta
afinidade entre o merozoito e os receptores dos eritrocitos. Durante o ultimo passo,
ocorre o fechamento do vacuolo formado, com o merozoito no interior da célula
(COWMAN et al., 2017).

Figura 3 - Representacédo esquematica do processo de interacdo do merozoito com o eritrdcito

Fonte: FERREIRA et al. (2021)

Desde a década de 1970 os estudos de cultura de P. falciparum foram muito
dominantes e desenvolvidos comparado com P. vivax, pois sua invasao nao €
restrita a presenca de reticulocitos (CHAN et al., 2020). Desse modo, ainda existem
muitos obstaculos para a padronizacdo dessa ferramenta para alavancar a pesquisa
de P. vivax ao nivel de Plasmodium falciparum.

Diversos avangos foram conquistados no cultivo de Plasmodium knowlesi e
Plasmodium cynomolgi. Entretanto, para o P. vivax falta um método exato para seu
cultivo uma vez que um dos principais impedimentos € a nossa inaptidao de lidar
com os parasitas de forma eficiente (THOMSON-LUQUE & BAUTISTA, 2021).

1.3.2 Moléculas envolvidas no processo invasivo de P. vivax

1.3.2.1 PvDBP (Duffy binding protein Plasmodium vivax

O Plasmodium vivax € a espécie com maior dispersdao geografica. Esse

parasita possui preferéncia por infectar reticulécitos, globulos vermelhos jovens
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(MUELLER et al., 2009). A interagdo antigeno-receptor de Duffy Binding Protein de
Plasmodium vivax (PvDBP) e Duffy Antigen Receptor for Chemokine (DARC)
expresso na superficie de hemacias (MILLER et al., 1976) foi amplamente estudada
com a finalidade de saber se esta seria a principal interagdo para a entrada do
parasita nos reticulécitos, pois eritrocitos humanos negativos para DARC
apresentaram resisténcia a invasao in vitro por P. knowlesi (MILLER et al., 1976).

Todavia, observou-se presenga de P vivax em individuos com DARC
negativo, indicando que P. vivax pode invadir eritrocitos por outras interagdes
antigeno-receptor (WOLDEAREGAI et al., 2013).

1.3.2.2 PvRBPs (Reticulocyte binding protein de Plasmodium vivax

No sequenciamento gendmico de P. vivax foram identificados 11 membros da
familia Reticulocyte binding protein (RBP): PvRBP1a, PvRBP1b, PvRBP2a,
PvRBP2b, PvRBP2c, PvRBP1p1, PvRBP2p1, PvRBP2p2, PvRBP2d, PvRBP2e,
PvRBP3 (CARLTON et al., 2008; HESTER et al., 2013).

O Plasmodium vivax invade preferencialmente reticuldcitos que expressam
Receptor 1 de transferrina (TfR1) (MALLERET et al., 2015), que é uma proteina
importante para a manutengao do transporte de ferro para as células que forma um
complexo com transferrina (Tf) (CHENG et al., 2004). Das hemacias circulantes,
TfR1 é expresso exclusivamente nos eritrocitos jovens e é perdido ao longo da
maturacdo (PAN & JOHNSTONE, 1983). Além disso, TfR1 é importante para a
invasao do parasita, pois células que expressam formas mutantes sao refratarias a
invasao de P. vivax (GRUSZCZYK et al,. 2018).

A proteina PvRBP2b, de 326 kDa (CHAN et al., 2021), é a que se liga no
TfR1. Contudo, ja foi mostrado que anticorpos monoclonais de camundongos
especificos para esta proteina sdo capazes de inibir a ligagdo PvRBP2b-TfR1 e
blogqueiam a invasao de Plasmodium vivax em aproximadamente 50% em isolados
brasileiros e tailandeses (GRUSZCZYK et al., 2018).

Em 2021, estudos caracterizaram funcionalmente anticorpos monoclonais
anti-PvRBP2b, obtidos a partir de células B de dois individuos do Camboja que
sofreram de infec¢des naturais por P. vivax (CHAN et al., 2020). Até o momento,

esses anticorpos monoclonais humanos n&o foram avaliados quanto a sua
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capacidade em inibir a invasao de reticulécitos pelo P. vivax em ensaios de cultura

ex vivo.

1.4 Ensaios de cultura ex vivo e seus desafios

Durante um longo periodo da historia, Plasmodium vivax foi associado ao
causador da “malaria benigna” e isso contribuiu para o atraso dos estudos,
comparado com Plasmodium falciparum (MUELLER et al., 2009). Estudos em
cultura in vitro de P. vivax foram desenvolvidos e apresentaram dificuldades pela
auséncia de um sistema continuo, uma vez que P. vivax invade preferencialmente
reticulocitos (CHAN et al., 2021) e, por esse motivo, ha alta exigéncia de
alimentacdo desses eritrocitos jovens. Além disso, o procedimento € trabalhoso e
necessita de um cronograma rigido de atengdo a cada 12 horas em dias alternados
(GOLENDA et al., 1997).

1.4.1 Invasao de Plasmodium vivax restrita a reticulocitos

Os merozoitos de Plasmodium vivax invadem apenas os reticulécitos
(MALLERET et al., 2015), na qual a maturagao dessas células é definida pelo grau
de expressdo de CD71 (CD71 @, CD71 mede, CD71 b3 ¢ CD71 "%°) uma vez que
CD71 @° estd presente em reticuldcitos imaturos e CD71 "%"° em maduros
(MALLERET et al., 2015).

A porcentagem de reticuldcitos encontrada no sangue periférico humano esta
entre 0,5%-1,6% (FEENEY et al, 2005). Desse modo, o enriquecimento de
reticuldcitos para uso em cultura de P. vivax € um desafio a ser superado, pois 0s
reticulocitos amadurecem rapidamente em condigdes de cultura (NEAFSEY et al.,
2013) e exige uma reposigcéo continua.

Com a finalidade de melhorar o rendimento do enriquecimento de
reticuldcitos, algumas tentativas foram realizadas: purificacdo de reticulécitos de
pacientes com hemocromatose, reticulécitos obtidos de corddo umbilical,
desenvolvimento de linhagens progenitoras de células hematopoiéticas (GUNALAN
et al., 2020) e o enriquecimento de reticuldcitos do sangue periférico.

Pacientes com hemocromatose apresentam maior porcentagem de

reticulécitos circulantes, que costumam estar elevados de 3 a 10 vezes, aliado ao
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tratamento, comparada a adultos normais (GOLENDA et al., 1997). De acordo com
estudo realizado com Plasmodium vivax Sal-1 para avaliar diferentes condi¢cdoes de
cultura de curto prazo, foi observado que utilizando amostras sanguineas de
pacientes que sofrem de hemocromatose houve rendimento de no maximo 3 vezes,
fator que pode ser explicado pela diferenca de tratamento comparado com 1997,
uma vez que antes eram realizadas remogdes repetidas de unidades de sangue
antes da flebotomia (SHAW-SALIBA et al., 2016).

A utilizacdo de sangue de corddo umbilical humano como fonte de
reticulécitos € outra alternativa para o enriquecimento de reticulécitos, em virtude de
que ha alta porcentagem de eritrocitos jovens comparada ao sangue periférico
(RUSSELL et al, 2011). Em estudo com amostra de corddo umbilical, com
porcentagem inicial de 4,6% de reticuldcitos, foi alcangado uma média de 57,8%
apos o enriquecimento (RUSSELL et al., 2011). Isso representou uma vantagem
para a cultura de P vivax, uma vez que foi reprodutivel adquirir uma maior
quantidade de reticulécitos (DARWIN et al., 2013).

As células hematopoiéticas possuem a capacidade de se diferenciar em
células especializadas do tecido sanguineo. Desse modo, pode ser uma potencial
fonte de reticulécitos (PANICHAKUL et al.,, 2007). De acordo com o estudo, os
resultados revelaram que uma grande quantidade de reticulécitos foram obtidos no
14° dia, entretanto, o método aplicado € muito complexo e caro, fatores que limitam
a aplicabilidade em muitos grupos que trabalham com malaria (DARWIN et al.,
2013).

A concentragao de reticulécitos no sangue periférico humano saudavel néo é
o suficiente para sustentar uma cultura de P. vivax in vitro (GOLENDA et al., 1997).
Diante disso, a técnica de enriquecimento de reticuldcitos obtidos de sangue
periférico utilizando gradiente de Percoll passou a ser um procedimento
relativamente facil e acessivel, sendo uma fonte promissora de reticuldcitos a ser

utilizada nos ensaios de cultura.
1.4.2 Ensaio ex vivo
Atualmente, o procedimento viavel, contudo, o mais pratico e reprodutivel de

cultivar P. vivax é usar isolados ex vivo (RUSSELL et al., 2012), pois ainda que

esteja trabalhando fora do organismo, as condi¢des sdo mais realistas e ha o
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minimo de perturbagdo do sistema. Entretanto, ha desafios a serem superados
como: baixa parasitemia apresentado por P. vivax (MOREIRA et al., 2015),
populagdo assincrona e morte significativa de parasitas durante a maturagao
intraeritrocitaria (RANGEL et al., 2018).

Portanto, o ensaio ex vivo de Plasmodium vivax é uma alternativa promissora
para o cultivo dos parasitas, sendo de grande importancia o estudo das diferentes
maneiras de adaptagcdo e padronizagdo do protocolo de cultivo, assim como do
enriquecimento de reticuldcitos que s&o necessarios para a manutengao do parasito

ex vivo.

1.4.3 Determinacgao da parasitemia por microscopia e citometria de fluxo

Apo6s o cultivo do parasita, a quantificacdo da parasitemia no ensaio de
invasdo pode ser determinada pelo método baseado em citometria de fluxo, bem
como pela microscopia optica.

De acordo com o estudo, que avaliou a medigao precisa da parasitemia por
citometria de fluxo diferenciando eritrocitos infectados por unico parasita ou mais, foi
mostrado que essa técnica é altamente comparavel a microscopia 6ptica. A taxa
com que a citometria de fluxo detecta eritrocitos infectados comparada a microscopia
Optica é rapida, principalmente para culturas que possuem baixa parasitemia (BEI et
al., 2010). Além disso, a facilidade e a especificidade a torna mais precisa para
medicido de efeitos inibitérios de anticorpos nos ensaios de invasao, pois possibilita
analisar reticuldcitos infectados utilizando marcadores para CD71 (molécula
expressa nestas células) e corantes especificos de acido desoxirribonucleico (DNA),
qgue marcam o DNA do parasita, uma vez que reticuldcitos sdo desprovidos (BEI et
al., 2010).

Apesar de ser o “padrdo ouro” para medicdo precisa, a citometria de fluxo é
uma técnica dispendiosa e necessita de equipamentos sofisticados além de pessoas
treinadas para utiliza-la (IMADE et al., 2005). Por outro lado, a técnica da
microscopia oOptica que € padrdo ouro para deteccdo da parasitemia de malaria
(WHO), comparada a citometria de fluxo € mais acessivel e de facil manuseio

quando devidamente treinada.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Otimizar o protocolo de enriquecimento de reticulocitos provenientes de
amostras de sangue periférico de individuos saudaveis e padronizar a quantificagédo

da parasitemia por citometria de fluxo.

2.2 Objetivos especificos

1. Otimizar o enriquecimento de reticuldcitos utilizando amostras frescas
de sangue periférico de individuos saudaveis, testando diferentes
condi¢des da técnica.

2. Padronizar a cultura ex vivo de Plasmodium vivax.

3. Avaliar a quantificacdo da parasitemia pelo método de citometria de

fluxo utilizando Plasmodium falciparum.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Enriquecimento de reticulécitos

Para todos os experimentos foram coletados cerca de 70 mL de sangue
venoso de doadores saudaveis, em tubos com acido citrico citrato e dextrose (ACD)
(BD Bioscience). O volume de sangue foi passado primeiramente por um filtro de
leucodeplegcao (BioR 01 Plus, Fresenius Kabi). Posteriormente, o sangue
leucodepletado foi centrifugado a 1000 g, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Uma parte da amostra foi utilizada para o teste de quatro concentragcdes
de Percoll (64%, 65%, 67% e 69%), diluido em solugdo de KCI (RANGEL et al.,
2018), com a finalidade de encontrar a concentragao ideal para o enriquecimento
dos reticuldcitos de cada amostra sanguinea coletada.

Foram realizados alguns testes para verificar a melhor eficiéncia no
enriquecimento dos reticuldcitos. Foi comparada a lavagem ou nao, com KCI buffer,
do sangue leucodepletado antes da centrifugagcdo em gradiente de Percoll, assim
como diferentes quantidades de amostra/sangue e Percoll (3 mL ou 5 mL de cada

fragdo) para verificar se ha uma melhora na obtengao e purificagado de reticuldcitos.
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Ademais, foram testadas diferentes porcentagens de hematdcrito, que consiste na
porcentagem de glébulos vermelhos em relagdo ao volume total de sangue, para
verificarmos se este € um fator que influencia na concentragéo final de reticuldcitos
enriquecidos. A quantificacdo de reticuldcitos foi realizada por microscopia 6ptica,
utilizando o reticulo de Miller, a partir de esfregagos corados com Novo Azul de

Metileno.

3.2 Descongelamento de Plasmodium vivax

As amostras de sangue parasitado por Plasmodium vivax foram coletadas
de individuos infectados por P. vivax residentes na cidade de Mancio Lima,
pertencente ao estado do Acre (AC). O projeto de pesquisa CAAE n°
63942222.9.000.5467, sob responsabilidade da pesquisadora Natalia Soares
Fernandes, contribuiu para a padronizagdo de técnicas do projeto de TCC. Essas
amostras sanguineas foram leucodepletadas, ainda em campo, utilizando filtro BioR
01 Plus (Fresenius Kabi), seguida da adicdo de Glycerolyte (Glicerina; NaC;H;Os;
KCI; pH 7,2) e criopreservadas em nitrogénio liquido até serem utilizadas nos
experimentos (NICOLETE, 2017).

No laboratério, em Sao Paulo, os criotubos contendo as amostras foram
descongelados em banho maria a 37 °C. Apds descongelamento, o sangue
parasitado foi transferido para tubos tipo Falcon de 50 mL e foram adicionadas
solugdes de NaCl a 12% e 1,6%, seguida de lavagens com meio de cultura, meio
dulbecco modificado (IMDM) (GE Healthcare). Checou-se a viabilidade parasitaria
em laminas de esfregaco coradas com pandtico rapido LB (Laborclin, Parana, Brasil)
(NICOLETE, 2017).

3.3 Cultivo de Plasmodium vivax

Apos a checagem da viabilidade, os parasitas foram colocados em garrafas
de cultura, a um hematocrito entre 3 a 12%, com meio IMDM completo: sem
L-Glutamina (GE Healthcare), suplementado com 10% de soro AB+ inativado, 1% de
Glutamax (Gibco), com adigdo de uma mistura de gases contendo 5% O,, 5% CO, e

90% N, e mantidos em estufa a 37 °C.
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Apos 36 horas de incubacgado, a partir de uma aliquota da cultura foram
realizados esfregagos para observacédo da viabilidade e dos estagios dos parasitos
por microscopia. Quando observado que cerca de 50% dos parasitos estavam em
estagio de esquizonte jovem, a cultura foi coletada para o enriquecimento dos
esquizontes utilizando gradiente de Percoll a 45%, que foi centrifugado a 1200 x g
por 15 min.

As laminas foram analisadas na objetiva 63x no microscopio 6ptico Zeiss Axio
Imager M2 (Jena, Germany) com 6leo de imersao. As imagens foram capturadas
com a camera Zeiss AxioCam HRc (Jena, Germany), no qual foi observado um
campo claro com hemacias e esquizontes de Plasmodium vivax, proveniente de um

esfregago sanguineo corado com pandtico rapido LB (Laborclin, Parana, Brasil).

3.4 Cultura de Plasmodium falciparum para a testagem da quantificagdo da

parasitemia por citometria de fluxo

Neste experimento, os parasitas de P. falciparum (cedidos pelo laboratério do
Dr. Alejandro Katzin) foram importantes para simular o comportamento dos futuros
experimentos com P. vivax para a quantificacdo da parasitemia por citometria de
fluxo.

A cultura foi realizada em uma placa de 96 pogos, com fundo chato, contendo
em cada poco 2 uL de hemacias com parasitemia de 1%, em um volume final de 100
uL de meio RPMI. A placa foi colocada em um recipiente hermeticamente fechado,
contendo gaze umedecida com agua, e adicionado uma mistura gasosa de 5% O,,
5% CO, e 90% N, (30 segundos com a valvula aberta e 30 segundos com valvula
fechada). A incubagao ocorreu em estufa seca a 37 °C por 20 horas.

Apo6s as 20 horas de incubacdo, as amostras foram transferidas para uma
placa fundo V, foi adicionado AUTOMACs Buffer (AMB) [5 mM acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA); 1% (w/v) Bovine Serum Albumin, Fraction V; Phosphate
buffered saline (PBS) pH 7.4] para lavagem e a placa foi centrifugada a 800 x g por 5
minutos. Em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionado novamente 100 uL
AMB para uma segunda lavagem. Apds o descarte do sobrenadante, em cada pogo

foi adicionada uma concentracao diferente dos corantes especificos de DNA.

3.5 Titulagao dos corantes de DNA
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O teste da marcacéo de células parasitadas pelo P. falciparum foi realizado
utilizando o corante Vybrant DyeCycle Green (Invitrogen V35004) e Vybrant Violet
(Invitrogen V35003). Para cada um, foram testadas as diluicbes: 1:2.500, 1:5.000 e
1:10.000. As dilui¢des foram realizadas na solugdo AMB. Assim, foram adicionados
100 uL de cada diluicdo dos corantes por poc¢o, que foram incubados em estufa seca
a 37 °C por 20 minutos, sem lavagens posteriores. Em seguida, as amostras foram
transferidas para minitubos de citometria e mantidas no gelo até a leitura no
citbmetro.

Os dados da citometria de fluxo foram analisados no software FlowJo 9.9.6
(TreeStar), sendo utilizados graficos de pontos (pseudocolor plots) para analisar os
resultados.

As células provenientes da cultura foram adquiridas no citbmetro de Fluxo
LSRFortessa (BD Bioscience), sendo adquiridos 200.000 eventos totais por amostra.
Anteriormente, foi retirada uma aliquota da placa de cultura incubada por 20 horas
para verificacdo da parasitemia por microscopia, utilizando o protocolo de contagem
por Reticulo de Miller (LIM et al., 2016). Para isso, foi realizado um esfregago corado

com panotico rapido, como descrito anteriormente.

4. RESULTADOS

4.1 Enriquecimento dos reticulécitos

A exclusividade para infecgdes de reticulécitos por P. vivax € um fator limitante
para o ensaio de invasao. Dessa forma, para um bom resultado de enriquecimento
destas células, foram testadas amostras de sangue lavado ou nao; diferentes
quantidades de sangue e Percoll para o gradiente (3 e 5 mL), e diferentes

porcentagens de hematdcrito para a padronizagao do protocolo.
4.1.1 Teste da densidade de Percoll
O teste preliminar para determinagcdo da densidade de Percoll é importante,

pois cada individuo possui uma concentracido ideal, que pode variar entre 1080,

1082, 1084 e 1086 g/mL. Seguindo o protocolo, o gradiente ideal para o
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enriquecimento de reticuldcitos de cada amostra coletada possibilita maior sucesso
no experimento (RANGEL et al., 2018).

Para a aplicagdo da técnica de centrifugacdo em gradiente de Percoll, cada
amostra coletada foi testada utilizando quatro densidades diferentes, que
representam as seguintes porcentagens de Percoll na solugao: 64%, 65%, 67% e
69%.

A figura 4 mostra o gradiente formado apds a centrifugacgéao, ficando evidente
que para esta amostra a densidade mais adequada e que deve ser escolhida para o
enriquecimento de reticulécitos € a 1084 g/mL (67% de Percoll), pois € a que

mostrou a formacéo de um anel de reticuldcitos mais nitido.

Figura 4 - Quatro gradientes de Percoll para a melhor visualizagéo do anel de reticulécitos

Fonte: Autoria propria

4.1.2 Teste da lavagem do sangue antes do gradiente de Percoll

Os tubos contendo sangue lavado, em solugao KCI duas vezes apds a
leucodeplecao, e tubos controle (ndo lavado), foram testados e comparados apéds a
centrifugacdo do gradiente de Percoll. Nesse experimento, foi observado que os
tubos com sangue lavado (figura 5B) ficaram com anéis de reticulocitos mais

evidentes quando comparados aos tubos onde foram utilizados sangue nao lavado.
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Figura 5 : Tubo controle (A) e lavado (B) de anel de reticulécitos em gradiente de Percoll

Fonte: Autoria propria

A partir deste resultado, decidimos padronizar o experimento de
enriquecimento de reticuldcitos utilizando amostra de sangue lavado para a

realizacao do gradiente de Percoll por facilitar a visibilidade do anel de reticuldcitos.
4.1.3 Padronizagédo do hematdcrito (Ht) e do volume do gradiente de Percoll
Diferentes hematécritos foram testados para verificarmos a porcentagem ideal

a ser utilizada a fim de obter um enriquecimento que gere maior numero de

reticulécitos recuperaveis. Foram testadas amostras contendo hematdcritos de 20%,
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30% e 50% (diluidas em solu¢cdo KCI), para posterior realizagdo do gradiente de
Percoll.

Nos experimentos, utilizamos como variaveis o volume do gradiente, na
proporgcao 1:1 de sangue e Percoll, sendo testados 3 e 5 mL de cada, assim como
diferentes hematocritos (20%, 30% e 50%), utilizando tubos tipo Falcon de 15 mL, e
amostras de dois doadores saudaveis. Os resultados da porcentagem de

reticuldcitos obtidos em cada experimento teste estdo expostos na tabela 2.

Tabela 2: Média da porcentagem de reticuldcitos obtidos em diferentes condi¢des

Doador A Doador B
Ht Antes do 3mL  5mL Antes do 3mL  5mL
enriguecimento enriguecimento
20% 0,6% 12,9% 15,6% - - —
30% 0,7% 246% 18% 0,8% 13,75% 7,73%
50% - - — 0,5% 14,20% 12,50%

Nota: Os tracos indicam auséncia de resultados. O volume de 3 mL representa a proporgao 1:1 de
sangue/Percoll em volume final de 6 mL. O volume de 5 mL representa a propor¢gédo 1:1 de
sangue/Percoll em volume final de 10 mL. Ht = hematécrito.

Fonte: Autoria propria

Utilizando um Ht de 30%, ambos os tubos contendo um volume de 3 mL
(figura 6A) ou 5 mL (figura 6B) apresentaram anéis de reticulocitos evidentes,
entretanto, o tubo com volume de amostra de 3 mL sempre ficou melhor definido.
Dessa forma, decidimos padronizar o enriquecimento de reticuldcitos utilizando
amostras de sangue lavadas, hematécrito de 30 %, e volume de 3 mL de sangue e 3

mL de Percoll para a realizagdo do gradiente.



Figura 6 - Tubos de 3 mL (A) e 5 ml (B) com anel de reticuldcitos em gradiente de Percoll

Fonte: Autoria propria

Além dos testes de diferentes condigdes para melhor enriquecimento de
reticulécitos, checamos o nivel de maturacédo dos reticulocitos quando armazenados
em geladeira a 4 °C. Como mostrado na tabela 3, a porcentagem de reticuldcitos foi

calculada apds 1, 2, 3, 6 e 8 dias de armazenamento.

Tabela 3: Contagem de reticuldcitos apds armazenamento em geladeira

Dia N° eritrécitos N° reticulécitos % reticulécitos
01 116 108 10,34

02 115 109 10,53

03 113 99 9,02

06 115 105 10,14

08 113 94 9,24

Fonte: Autoria propria

Os resultados mostram que houve uma baixa variagdo do nivel de
reticuldcitos ao longo de oito dias corridos de armazenamento em geladeira (média:
9,85%; desvio-padrao: 0,67%).

4.2 Padronizagao do enriquecimento de esquizontes de P. vivax
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Apos o descongelamento, as amostras de P. vivax foram mantidas em cultura
em torno de 39 horas, e a partir de uma amostra foram realizados esfregagos
corados com pandético rapido LB (Laborclin, Parana, Brasil) onde observamos a
presenga de esquizontes com quatro nucleos ou mais. Em seguida, realizamos o
enriquecimento de esquizontes por gradiente de Percoll a 45%, que apds a
centrifugacéo foi possivel visualizar o anel contendo os parasitas (figura 7A). Por
microscopia, confirmamos a presenga de esquizontes, contudo, observamos
também a presenga de muitas células nao infectadas (figura 7B). A quantidade
volumétrica de esquizontes enriquecidos neste experimento foi de apenas 2 uL, um
volume que inviabilizou a continuagao do experimento para os ensaios de invasao ex

Vivo.

Figura 7 - Anel de esquizonte em gradiente de Percoll 45% (A) e lamina de esfregaco com

esquizontes enriquecidos (imagem capturada utilizando objetiva de 63x com éleo de imersao) (B)

A B

Fonte: Autoria propria

4.3 Padronizacao da quantificagcdo da parasitemia de P. falciparum por

citometria de fluxo

Amostras infectadas pelo Plasmodium falciparum foram analisadas para a

verificacdo de qual diluicao dos corantes melhor representa a parasitemia.
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Como controle da marcacao dos corantes, utilizamos amostras de hemacias
nao infectadas, sendo elas ndo marcadas e também coradas com as diferentes
diluicdes de VybrantGreen e VybrantViolet.

Como estratégia de gate, selecionamos primeiramente todas as células com o
mesmo padrao de aquisi¢gdo ao longo do tempo (Figura 8A) e, posteriormente, por
meio dos parédmetros de tamanho e granulosidade, delimitamos um gafte na

populagao de hemacias (Figura 8B).

Figura 8 - Estratégia de gate inicial para a andlise de hemécias.
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Fonte: Autoria propria

Conforme exibido nos painéis inferiores das figuras 9 (VybrantGreen) e 10
(VybrantViolet) (ndo marcado, diluigdo 1:2.500, 1:5.000, 1:10.000), podemos
observar a frequéncia de células marcadas pelos corantes, que representam as
células infectadas pelo P. falciparum. A delimitagdo do gate contendo eventos
positivos para a marcacao foi escolhida com base nas amostras nao infectadas,
porém marcadas com os corantes (painéis superiores de cada figura).

Com base na analise dos Dot Plots que representam os dados obtidos pela
marcagdao com o corante Vybrant DyeCycle Green (Figura 9), observamos que
utilizando qualquer diluigdo do marcador a frequéncia de células parasitadas € muito

semelhante.
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Figura 9 - Titulagédo do marcador VibrantGreen por citometria de fluxo.
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Fonte: Autoria propria

Contudo, os dados obtidos da marcagdo com o corante ViybrantViolet (Figura
10) mostram uma frequéncia menor de células marcadas/parasitadas em relagéao a
marcagao com VybrantGreen (Figura 9), independente da diluicdo utilizada do

corante.

Figura 10 - Titulagdo do marcador VibrantViolet por citometria de fluxo.
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5. DISCUSSAO

5.1 Enriquecimento dos reticulocitos

As baixas parasitemias tipicas de Plasmodium vivax dificultam a cultura dos
parasitas. Com o objetivo de enriquecer o cultivo, foi adaptado um protocolo de
Nicolete (2017) para o enriquecimento de reticuldcitos, onde avaliamos acrescentar
o teste de densidade de Percoll para cada amostra utilizada, etapas de lavagens do
sangue com KCI, teste de diferentes volumes do gradiente e padronizagdo do

hematdcrito.

5.1.1 Padronizagéao

Antes desta padronizagdo, ndo eram realizadas as etapas de lavagens e
verificacdo do hematdcrito da amostra utilizada para o enriquecimento de
reticuldcitos, com isso, utilizando o protocolo de Nicolete (2017), obtivemos um
enriquecimento de 2,3% de reticulécitos apenas, e para contornar esse baixo valor
de reticuldcitos decidimos testar a adigao de etapas de lavagens e padronizagéo do
Ht.

As duas etapas de lavagens do sangue, em solugcao de KCI, permitiu um
melhor enriquecimento do reticulécitos, aliado a padronizacdo do gradiente de
Percoll em tubos com 3 mL na proporgao 1:1 (sangue:Percoll), que possibilitou uma
visualizagao satisfatoria do anel de reticulécitos.

Para a padronizagdo do hematdcrito sabe-se que cada individuo possui uma
determinada quantidade de reticulécitos no sangue e essa quantidade recuperada
pode variar apos o processo de enriquecimento, contudo, definir o hematécrito ideal
para o processo visando trabalhar com volumes compativeis para a realizagdo do
gradiente de Percoll sdo fundamentais para a eficiéncia da técnica.

Inicialmente foi realizado um experimento ao hematdcrito de 20%, porém o
anel de reticul6citos em gradiente de Percoll ndo ficou evidente. Desse modo, foi
testado Ht de 30%, que ficou bem definido tanto em tubo de 3 mL quanto 5 mL,
entretanto, o anel de células ficou mais evidente no tubo de 3 mL. Ademais, no Ht de
50% a fase do Percoll nédo ficou limpida fator que pode indicar contaminagao de

eritrécitos maduros.
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Assim como o estudo de Leonart (2009), envolvendo a maturagdo de
reticulocitos armazenados em geladeira, neste trabalho, houve baixa variagdo da
porcentagem de reticulocitos ao longo de uma semana, nos mostrando que estas

células podem ser armazenadas e utilizadas posteriormente dentre deste periodo.

5.2 Descongelamento e cultura de Plasmodium vivax

Sobre o descongelamento dos parasitas de Plasmodium vivax para cultivo e
enriquecimento de esquizontes foram realizadas trés tentativas e apenas uma
atingiu um volume suficiente para o enriquecimento dos esquizontes utilizando o
gradiente de Percoll a 45%. Entretanto, apos as etapas de lavagens o rendimento
volumétrico foi baixo, partindo de 4 criotubos (8 mL) de sangue criopreservado.
Desse modo, fica claro a dificuldade de realizar o cultivo de P. vivax.

Essa técnica de cultivo para posterior enriquecimento de esquizontes esta em
aprimoramento, pois apenas as formas de anel jovens normalmente sobrevivem ao
processo de congelamento e descongelamento, e isso acaba dificultando a obtencao
de uma cultura bem sucedida com boa parasitemia. Além disso, mesmo quando a
cultura ex vivo inicia-se bem, ha grande perda de parasitas viaveis ao longo do
periodo de cultivo (RANGEL et al., 2018).

5.3 Padronizagao da quantificacao da parasitemia por citometria de fluxo

No total, para todas as amostras foram adquiridos 200.000 eventos. O corante
Viybrant Violet apresentou marcacao satisfatéria, entretanto, o Vybrant Green
apresentou o melhor resultado, com maior nitidez da populacdo de células
positivas/infectadas e maior frequéncia das mesmas. Diante disso, o corante Vybrant
Green foi escolhido para quantificacdo da parasitemia por citometria de fluxo. O uso
de P. falciparum facilitou as escolhas de corante e concentragao ideal para os

experimentos com P. vivax.

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo contribuem para a padronizacdo da técnica de

enriquecimento de reticulécitos para posterior uso em ensaios de invasao. Definimos



28

a necessidade das etapas de lavagem do sangue leucodepletado, o hematdcrito na
proporcionalidade do volume de sangue/Percoll de 3 mL. Além da constancia do
nivel de reticulécitos armazenados na geladeira por 7 dias.

O uso de P. falciparum a fim de simular os futuros experimentos com P. vivax
proporcionou a definicdo do corante e a diluicdo que deve ser utilizada para a
quantificacdo da parasitemia por citometria de fluxo. Concluimos pela superioridade
de Viybrant DyeCycle Green para essa finalidade.

O ensaio de invasao ex vivo com P. vivax nao foi realizado, pois a cultura ndo
atingiu a quantidade minima de parasitas viaveis para o processo. Portanto, a
dificuldade em cultivar P. vivax € um desafio a ser superado, ndo sabemos qual € o
ponto critico que ainda temos que melhorar na cultura e enriquecimento dos
parasitas, mas uma alternativa € iniciar todo este processo com um numero maior de
amostras criopreservadas, uma vez que a parasitemia é baixa e apenas as formas
jovens do parasito sobrevivem ao descongelamento. Desse modo, todos os testes
que foram realizados ajudardo nos futuros estudos que envolvem ensaios de

invasao com P, vivax.
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Apresentacio do Projeto:

A malaria presente em certas regides do Brasil esta concentrada na regido amazdnica, onde a maioria dos
casos reportados estio associadosprincipalmente a infeccio pela espécie Plasmodium vivax (P. vivax). Dos
145 mil casos registrados no ano de 2021, 90% foram devido ao P. vivax (Ministério da Salde do Brasil,
2022). Do ciclo de vida do parasito, a forma assexuada do estagio sanguineo & a responsavel pela
manifestacio dossinais e sintomas tipices da malaria. A doenca pode se manifestar de maneira diferente de
acordo com o nivel da parasitemia e espécie do parasito,tempo da doenga, resposta imune adquirida, idade
do paciente, assim como fatores genéticos (Basu & Sahi, 2017) Na infeccdo pelo P. vivax, das

células vermelhas do sangue, os reticuldcitos s&o preferencialmente infectados pelo parasito, estando em
uma frequéncia de aproximadamente 1 a 2% do total de entrécitos (Mueller et al., 2009), causando uma
parasitemia baixa, que raramente excede 2% (Dayanand et al., 2018). Uma das principais proteinas do P.
vivax estudadas é a proteina de ligagdio ao antigenoe Duffy (FvDEP), gue se liga no receptor DARC presente
nas células vermelhas do sangue, sendo considerada uma interagdo essencial para o processo de invasao
(Adams & Mueller, 2017). Este grande foco de estudo se deu principalmente pelo fato de individuos com
auséncia genética deste receptor serem resistentes a infeccio (Mueller et al_, 2009). uma vez que sdo raros
03 casos de malaria vivax em certas regides da Africa onde ha predominancia destas populagies

(Zimmerman et al_, 2013).
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Contudo, o P. vivax parece ter superado, ao menos parcialmente, este blogueio da invasao em regides da
Africa e das Américas (Zimmerman et al., 2013). Trabalhos mostraram que mesmo individuos DARC-
negativos podem ser infectados pelo parasito (Ryan et al., 2006, Cavasini et al., 2007), indicando a
presenca de outro possivel receptor fundamental para a invasio. Recentemente foi identificada a proteina
de ligagao ao reticuldcito (PWRBPZ2b), que faz parte da familia de adesinas PvRBF, como a responsdvel pela
invasdo celular por se ligar ao receptor de transferrina-1 (TfR1), expresso somente em reticuldcitos
(Gruszczyk et al., 2018a). O TfR1, também conhecido como CD71, estd presente em células vermelhas
jowens, com a expressio sendo perdida conforme estas células sofrem o processo de maturacdo em
normacitos (Gruszezyk et al., 2018a). O processo de

invasio celular pelo P. vivax pode ser impedido por anticorpos especificos para a proteina PvRBP2b
(Gruszczyk et al., 2018) e. uma vez gue muitos estudos mostraram a presenca destes anticorpos no sangue
de individuos expostos & maldra, evidéncias sobre a associacio destes anticorpos com a redugio do risco
de maldria comecaram a surgir. Até mesmo criangas expostas em areas de intensa transmisso, na Papua
Mova Guiné, e com

altos niveis de anticorpos para a PvRBP2b, mostraram possuir menos risco de apresentar a malaria vivax
clinica durante 16 meses de seguimento (Franca et al., 2016). Essa protecdo também ja foi vista em
individuos moradores de dreas de baixa transmissdo no Brasil e Taildndia (He et al., 2019). Estudos ja
mostraram que apenas uma pequena fragio de anticorpos que reconhecem a proteina PvDBEP, detectados
em sorologia, possuem atividade blogueadora com capacidade de reduzir a invasdo das células pelo P.
vivax (Grimberg et al., 2007, King et al_, 2008: Nicolete et al., 2016, Carias et al., 2019). Em relacdo a
proteina PvRBP2b, epitopos presentes no dominio M-terminal sdo reconhecidos por trés anticorpos
monoclonais, adquiridos pela imunizagio de camundongos, capazes de inibir parcialmente a ligagdo e
invasao de reticuldcitos pelo P vivax em ensaios ex vivo (Gruszczyk et al., 2018a; Gruszczyk et al.. 2018b).
Diante disso, a triagem de um grande ndmero de amostras clinicas para ensaios funcionais & necessaria,
para a determinagdo da frequéncia de pessoas

expostas 4 malaria que desenvolvemn anticorpos especificos para estes epitopos da PvRBP2b com atividade
de blogueio da invasdo. Uma vez qgue muitas pessoas que vivem nas areas endémicas da regido amazdnica
sofrem constantes episddios de malaria, enguanto outras parecem possuir um menor risco de adguirir a
doenga, acreditamos gque essa heterogeneidade do risco de maldria possa estar associada com o
desenvolvimento natural

de anticorpos protetores, especificos para certas proteinas do parasito, que sio essenciais para o processo

de invasdo das células vermelhas do sangue. Sendo assim, nosso estudo pretende testar
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se anticorpos anti-PvRBP2b adquiridos naturalmente competem por epitopos reconhecidos por anticorpos
monoclonais protetores, se possuem capacidade de bloqueio da invasio, & se predizem o risco de malaria
vivax clinica. A caracterizagio da resposta destes anticorpos serd realizada ufilizando amostras de uma
coorte de individuos moradores de uma cidade endémica para malaria localizada na Amazdnia brasileira.

Objetive da Pesquisa:

Em linhas gerais, propde investigar a resposta de anticorpos a proteinas ligantes a reticuldcitos (PYRBP)
em amostras de sangue oriundas de biorepositdrio de pacientes com infegdo aguda de Plasmodium vivax,
verificar a atividade de blogueio de invasio e correlacdo com a protecdo contra a malaria.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Uma vez gue as amosiras ja foram coletadas e armazenadas, cadastradas em biomepositdrio, ndo existemn
mais riscos aos participantes durante a coleta, mas ainda existem os riscos de exposigdo de dados
pessoais, como a perda da confidencialidade dos dados e de exames. Contudo, como medidas para
reducdo do risco, o acesso aos dados sera limitados apenas & equipe de pesguisa, com os registros e
identificacdo da amostra sendo codificados.

Como beneficios, a pesquisa oferecera beneficio indireto, coletivo, uma vez que o conhecimento adgquirido
sobre a capacidade de protecdo de anticorpos adguiridos naturalmente sera mais aprofundado,
possibilitando descobertas gue num potencial future podera ajudar no controle da infecgdo malarica.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa relevante & importante para a darea de pesguisa em que se insere: estabelecer a
importancia de anticorpos especificos gerados durante infecgio aguda na protecdo contra malaria. Os
resultados poderdo gerar dados para estabelecimento de uma terapia especifica 4 base de anticorpos
monoclonais. A proponente & o grupo de pesquisa tem experiéncia na drea e tem colaboragdo com grupos
do exterior e do Brasil. O projeto esta bem elaborado e apresentado. Os principios, diretrizes e regras para a
conducdo de pesquisas clinicas em seres humanos foram contemplados. O projeto atende as exigéncias da
Resolucio 46672012,

Consideragbes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Os termos de apresentacio obrigatdria ndo 580 necessarios neste caso, uma vez que foram
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aplicados no momento da coleta para composicdo do biorrepositério. O atual projeto propde dispensa de
TCLE uma vez que o estudo ird utilizar amostras oriundas de biorrepositdrio autorizado para uso em outros
projetos cientificos, com os respectivos TCLEs dos participantes da pesquisa ja tendo sido obtidos. O atual
estudo utilizara informacgdes clinicas e

demograficas disponiveis, sem a necessidade de coleta de mais dados e de material bioldgico. O
investigador principal & demais colaboradores envolvidos no estudo acima se comprometem, individual e
coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas para os fins descritos no projeto, cumprindo
com o sigile e confidencialidade dos dados coletados.

Recomendacbes:

Aprovacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto é de relevancia, esta bem apresentado. Nenhuma pendéncia.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

0O Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do relator em aprovar o projeto. Cabe aos
pesquisadores executantes elaborar e apresentar a este comité relatérios anuais (parciais ou final) de
acordo com o item I, .19 e 11.20 da resolugdo 466/12 do Conselho Nacional da Sadde. Com relagdo as
amostras bioldgicas, em ndo havendo ainda um biorrepositorio e se houver retencio de material devera ser
solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site” do ICB. Ao pesquisador cabe também

finalizar o processo junto & plataforma Brasil quando do encerramento deste.

0 presente projeto, seguiu nesta data para andlise da CONEP e s0 tem o seu inicio autorizado apds a
aprovacao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informagdes Basicas F-‘E._INFDHMA!;GES_BAEIC#.E_DD_F‘ 27109/2022 Aceito

do Projeto ROJETO 2015991 pdf 16:36:40

Folha de Rosto FolhaDeRosto NSF.pdf 26/09/2022 |Matdlia Soares Aceito
14:05:02  |Ferreira

Cutros Autorizacao_biomepositorio MUF pdf 16/09/2022 |MNatilia Soares Aceito
15:35:41 _ |Ferreira
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rojeto de Pesquisa:
o= anli-PvRBF2b adquiridos raturalments, blogueio de invasdo de glébulos vermelhos e prolecio contra maldria por Plasmodium viva.
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malana por Plasmodium viva.
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Desenho de Estudo [ Apoio Financeiro

DS i

Aprodmadamente, 180 amosiras de sangue, afundas de biormepositdnia, de individuos com infecido aguda por P vivax, moradores de Manao Lima,
regifio endémica na Amaztnia brasileira {Ladeia-Andrade &t al., 2018), serfo uliizadas para a caraclenzacho da resposia de anlicorpos especificos
para a probeina PvREP2b. Para calcularmos a prevaléncia de individuos que possuem anticorpos especificos para membros da famiia PvREP, seis
proleinas recombinanies serdo ulilizadas como anligena de caplura nos ensaios de ELISA. As amosiras que possuirem allos niveis de anbioorpos
anti-PvREPZ serdo lesladas nos ersaios de compelicko com inés anBicorpos monoclonais murinas, que sabidaments possuem fofe alividade dea
blogueio da invasdo, & que Bm como alvo diferenbes epilopos presantes na PYvREPZD. Para os ensaios de bloqueio da invaslo, serdo uliizadas s
amosiras de plasma com porcentagem de compeiicio igual ou acima de B0% para a purificago de anlicorpos anti-PVREP2H. Reticulbcitos
erriguecides (oblidos de doadores sauddveis) serio incubados com reticulécilos infectados por P. vivax (oblidos des individuos com malaria
moradares de Mancio Lima) na propangio de 1:1. Diferenes concentragies dos anSicorpos anli-PvRBP2b, purficados do pool de 5 amosiras de
plasma, serdo lestadas para a capaadade de bloqueio da invasio do P. vivax. A contagem de células sard feila por dlometria de luxo, uma vez gue
o DMA do parasilo serd mancadao, aktm de esfregacos corados com Giemsa, que Bambém serdo realizados para a conlagem diferencial dos estdgios
do parasilo por microscopia. As andlises esialislicas serdo realizadas nos programas Sata (versdo 15.1) ou R (versdo 3.3.0), eslabelecendo um
nivel de significhncga estatislica de 5%, intervalo de confidéncia de 85%, com estimacio do intervalo inlerquantil quando apropriado para o dado.

—— Apeie Finangeiro

CHNPJ Muome E-mail Tedalone Tipo
56.577.059/0001-00 (FUNDACAD FACULDADE DE MEDICIMA 1130164988 Institucional
‘Secunddno

——— Palavra Chave

Plasmaosdium vivax

PvRBF2b

anficarpos proletares:

Detalhamento do Estudo

Riesumio:

A Amazdnia @ uma das dreas endémicas de maldria cavsada princapalmente pelo Plasmodium vivax Muitas pessoas que vivem nas dreas
endémicas desta regido sofrem constantes apisodios de maldria, enquanio oulras, parecam POSSUIr UM nsco menor de adguinr a doenca. Essa
heterogenesidade do risco de maldria pode estar associada com o dessnvolvimento ratural de anlicompos probeiores especificos para certas proleinas
do parasilo, que sio essencias para o processo de invasio das céulas vemelhas do sangue. Dentro da Bamilia de probeinas igantes a reicukdcilos
{PREP), f Toi mosirado que a proleina PvRBP2b, expressa duranie o ﬂ.ﬁgn sanguinea tardio, possui capacidade de se hgar 30 receplor de
transferring-1 (TRR 1), altamerte expresso em relicubdcilos, células alva do P. vivax, e que anticopos anli-PyvRBPZa bloqueiam com sucessa a
enirada do parasito. Dianle disso, prelendemos idenlificar anticorpos especificos para a proleina PWREP 2, adquiridos naluralmenle, que tenkam
capacidade de bloguear a invasdo do P. vivax em ensaios &x vivo, = analisar s= a agquisicio desla resposts imune especifica estd associada com a
protecio contra a malara ra Bacia Amazdnica brasileira.

Introdugio:

A maldria presente em cerlas regifes do Brasidl estd concentrada na regiiio amazdnica, ande a maiona dos casoes reportados estiio sssociados
principalmante & infeccio pela espécie Plasmodium vivax (P. vivax) Dos 145 mil casos regsbrados no ano de 3021, 90% foram devido ao P. vivax
{Ministéno da Sabde do Brasil, 2022).Do cido de vida do parasilo, a forma assexuada do estagio sanguineo & a responsdvel pela manifestacko dos
sinais & sinfomas lpicos da maldna. A doenga pode == manifestar de maneira difenente de acorda com o nivel da parasilemia & espécie do parasilo,
tempa da doenca, resposta imune adquirida, idade do paciente, assim como fatores genélicos ([Basu & Sahi, 2017LMNa infecgio pelo P. vivax, das
céjulas vermelhas do sangue, os reliculkcilos sio preferencialments infeclados pelo parasiio, estando em uma frequénecia de aproximadamente 1 a
2% do total de erirdcitos (Musler of al., 2009), causando uma parasilemia baica, que raramenbe exceds 2% (Dayanand et al., 2018} Uma das
principais proleinas do P. vivax esiudadas & a proleina de ligaglio ao anligeno Dulfy (PvDBEP), que se kga no receplor DARE presente nas otlulas
wermelhas do sangue, senda considerada uma interagio sssencial para o processa de invasho (Adams & Mueler, 2017). Este grande fooo de
esiudo se deu principalimenls pelo fabo de individuos com aus&ncia genélica deste receplor samem resislenles i nfecgio (Mueller el al., 2009), uma
wel que ko ranos o8 Gasos de maldna vivax em cerlas regides da Africa onde ha predomindnca desias populaches (Zimmerman e al, 2013).
Conbuda, o P. vivax parece ler superado, 30 menos parcalmente, esle bogueio da invasio em mgbu-h.ﬁhimtduhrr&iﬁuiﬁmm‘nnela]..
2013} Trabalhos masiraram que mesmao individuas DARC-negativas podem ser infeclados pelo parasiio (Ryan et al., 2006; Cavasini o1 al_, 2007),
indicando a presenga de outra passivel receplor fundamental para a invasdo. Recenlemente foi idenlificada a probeina de igacdo ao relicul deito
{PVREPZb), que Taz parie da familia de adesiras PvRBP, como a responsdvel pela invasio celular por == ligar ao receplor de trarsferrina. 1 [TIR1),
expresso somente em reticulbcilos (Gruszcryk =l al, 2018a). O TIR1, também conheddoe como COT1, esld presente em céulas vermelhas jovens,
oom & expressio sendo perdida conforme estas células sofrem o processo de maluracio em normécitos (Gruszczyk el al, 2018a). O processo de
invasio celular pedo P. vivax pode ser impedido por anlicorpos especificos para a profeina PvRBP2b (Gruszcryk el al., 2018) &, wma vez que muilas
eshudos moshraram a presenca desies anlicorpos no sangue de individuos expostos & maliria, eviddnaas sobre a sssociacho destes anticorpos com
a redugdo do nsco de maldna comegaram a surgir. Alé mesmo aianGas expostas em dreas de infersa ransmissio, na Papua Nova Guiné, & com
alios niveis de anlicompos para a PyRBP2h, mostraram possuir menos risco de apreseniar a maldna vivax dinica duranbe 18 messs de seguimenio
(Franca et al., 2016). Essa probecha também & foi visla em individuos moradones de areas de baixa lransmissda no Brasil & Tailhndia (He et al.,
2019). Estudos ji mosiraram que apenas uma pequena fracho de anlicorpos que reconbecem a proleina PvDBP, detectados sm somlogia, possuem
alividade blioqueadora com capacidade de reduir a invasio das células pelo P. vivax (Grimberg &t al., 2007, King el al., 2008; Nicokels o al, 2016;
Caras o al , 2019). Em refagio & profeina PvRBP2b, epilopos presenies no dominio N-terminal s&a rm-h:ﬂ:lmputl'l!s anlicorpos monodanais,
adquiridos pela imunizacko de camundongas, capazes de
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inibir parcalmente a gagho & imrvasdo de reliculdcios pelo P vivax em ensaios ex vivo (Grusperyk o al |, 2018a; Grosrcryk ef al, 2018b). Dianl=
disso, a ragem de um grande nimen de amosiras clinicas para ensaios funcionas & necessiria, para a deleminag@o da frequincs de pessoas
expastas & maldria que desenvolvem anlicorpos especificos para esles epilopos da PvREFPZb com alividade de blogueio da invasio. Uima vez gue
muitas pessoas que vivem nas dreas endémicas da regido amasinica solrem constanies epsddios de maldna, enguanio oulras parecem poSsuir um
menor risco de adquinr a doenca, acreditamos gue sssa helerogenadade do rsco de maldria possa eslar assocada com o desemvolvimento nalural
de anlicorpas prolelores, especificos para cerlas proleinas do parasilo, que S80 esendiais para o processo de invasio das céllas vermehas do
sangue. Sendo assim, nossa estudo pretende lestar se anlicorpos ant-PYREPID adquindas naturalmente compelem por epilopos reconhecidos por
anlicarpos monaclonais probelores, se passuem capacidade de blogueio da invas®o, & se predizem o risco de malika vivax clinica. A caracterizacko
da resposia desles anlicorpos serd realirada uliizando amosiras de wma coorle de individuos moradores de wma cidade endémica para malaria
localizada na Amarinia brasisra.

Hipdtese:
A hipitese desle rabalha & de que a taxa de desenvalvimenio da resposta prolefora de anlicorpos nos individuos pode Ser um dios principais falones
ermalvidos na helerogeneidade do sco de maldna na Bacia Amardnica.
Objetive Primdrio:
Invesligar a aquisicio relacionada i idade de resposias de anlicorpos a um antigeno-chave do estigio sanguineso assexuado do P. vivax & sua
assodagia com o risco de maliria na Bada Amaxbnica.
Objetive Secundario:
= Avaliagho da compelicio pels igacio 3 epiiopos entre anlicorpos ant-PYRERIS humancs, adquiridos rburalments, & anbicorpes manockinais
munnos especificos;- Realizacio de ensaos para lestar a capacidade de bloguen da invasio sx-vivo do P. vivax por anbicopoes anli-PvREP2b
purificades adguiridos raturalments;- Andlise sobre a predicio do risco de maldria vivax cdinica subssquente.
Metodologia Proposta:
Em resumo, aproximadaments, 180 amostras de sangue (oriundas de biorepositdria) de individuos com infeccdo aguda por P. vivax, moradanes de
Mancio Lima, regido endémica na Amazonia brasieira, serdo ulilzadas para a caraclerizacho da resposta de anlicompoes especificos para a prol=ina
PvRBP2Zb. Primeiramente, para caboular a prevaléncia de individuos, de acordo com a idade, que possiuem anlicorpos especificos para membros da
farilia PvRBP, seis probeinas recombinantes sarfio ulilizadas como anligena de caplura, s=ndo elas: a PvRBP1a, PvREMb, PvRBP2a, PWREPZE,
PvRBP2c e PWREBPZP-2. Para os ensaios de ELISA, a delecclio de anlicorpas IgG especilicos ullizando as amosiras de plasma serd realizada em
placas high=binding de 98 pogos, conlendo as diflsrenbes proleinas recombinantes, incubadas em concentracdes olimizadas para a caplura de sinal
maximo. O resullados serdo exprassos como indics de realividade, wikzando coma cul-off 20 amasiras de individuos nunca exposios & malaria fs
amosiras gue possuirem allos niveis de anlicorpos anti-PYREPZD serdo lestadas nos ensaios de compelicho com inés anbicorpos manoaclonais
murinos, que sabidamenies possuem forte atividade de blogueio da invasdo, & que Bm como alvo diferenies apilopos presenies ma PYREPZb. Para
=, as placas de ELISA serdo incubadas com a proleinag PYREPZS & com as amasiras de plasma conlendo allos niveis de anli-PvRBP2b, & apds
lavagens, os anlicorpos monodonais murines biotinilados serfo adconados. Assm, a presenca de sinal, devido a ligagho da esireplavidina
conugada & peroxidase, serd quanficada para verificarmos o nivel da compedticio dos anlicorpos humanos com o= anlicorpos murinos pela Bgacka
acs epilopos presenies na prodeina PvRBP2b Para os ensaios de bloqueio da invaso, serdo uliizadas as amostras de plasma com porcentagem de
oompeli¢io igual ou acima de B0% para a purficacio de anlicorpos anti-PVREPZh. Essa purificacio serd realirzada a partir da juncio de 5 amosiras
de plasma, que serda filradas e incubadas com CHER-aclivaled sephamse acoplada com a probeina recombirante PvRBP2b. Os
espacilicos serdo eluidos, dialisados, filrados & concenlrados. Para os ensaos de imvasda, em placas de 96 pogos serdo incubados reliculdcilos
emiguecidos, oblidos de doadones sauddweis, juntaments com reliouldcilos infeclados, ma propongiio de 1:1. Diferenies concentragoes dos
anticarpos anli-PvRBP2b, puriicados do pool de 5 amostras de plasma, serfio tesladas para a capacidade de blogueio da imvasdo do P. vivax. O
anficorpo g5 monoc onal anti-PvDEP servird como conlrole positvo da alividade de blogueio, & cutro monedonal especifion para a loxina letinica
serd ulilizado coma conlrole negaliva. Aldm disso, cilocatasing O, que impossibilla a enirada do parasilo na cféula, também Serd ulilizada coma
cannale posiivo do bBlogueio da invasio. A conlagem de células serd realizada por cilometia de fluxo &, para B=0, o DNA do parasilo serd marcada,
permilinde a distinglo dos esldgios uninucsados & mullinucleados do P. vivax. Esfregagos das amostras de cullura serdo realizados a partir da
canrifugacio das oblulas, sendo marcades com Giemsa = ulilizados para a contagem diferencial dos esldgios do parasilo por microscopia As
andlizes eslalisticas serdo realizadas nos programas Slata (vensdo 15.1) ou R (versda 5.3.0). Dados de proporgdes sarlo comparados pelo leste
padrio 2 ou Maniel-Haenszel 2 para lendéncia inear, enguanio os dados de varidgveis conlinuas serdo comparados ullizando o beste ndo-
paraméirics Mann-Whilney U. As comelaghes serfo analizadas pelo leste ndo-paraméirico de cormelacko de Spearman. Serd estabelecido um nivel
de significincia estalistica de 5%, inlervalo de confidéncia de 85%, com estimagio do intervalo inberguartl quando apropriado para o dado. Para a
comparaiia do lempo do surgimento do pim siro episidio de maldria vivax dinica com oS nives vaiveis de anlicorpos especificos, uma andlise de
sobrevivknoa serd realizada.

Critério de Inclusio:

D biameposiitnia, apenas amasiras coletadas durante a nfecilio aguda por P. vivax serfio uliizadas nos ensaios de esludo dos anlicorpas. Para os
ersaios de invasio ex vivo, apenas amosiras de sangue de adullos, de ambos o sexos, com parasibemia acgma de duas ouzes serdo ulizadas em
NOSS0S ANSA05.

Critério de ExclusSo:

Amasiras que ndo spresenbarem parasilos vidveis serdo excluidas dos ensaios de invasio ex viva.

Riscos:

Urna vez que as amosiras & foram coleladas & armarenadas, cadasiradas em biorreposibdnio, nio existem mais riscos aos parScpanies duranbe a
caleta, mas ainda exisbem o riscos de exposicho de dados pessoais, coma a perda da conlidencaidade dos dados & de exames. Contudo, coma
medidas para redugio do risco, o acessa 305 dades serfo Emilados apenas 3 equipe de pesquisa, com os regisiros & denlificagho da amostra
=ando codificados.

Beneficios:

Cama beneficios, a pesquisa aferacerd beneficio indirslo, colstiva, uma vaz que o conhedmenlo adguirida sobre a capacidade de prolecho de
anticarpos adguiridas naturalmente serd mais aprofundada, pessibiitande descobertas que num patencial fulure poderd ajudar no cortrale da
infecgio maldrica

Metodologia de Andlise de Dados:

As andises estatisticas serdo realizadas nos programas Stala (versdo 15.1) ou R [werslio 3.3.0). Dados de proporpies sarbo comparados pelo leste
padrio 2 ou Maniel-Haenszel 2 para lendéncia inear, enguanio os dados de varidgveis conlinuas serdo comparados ullizando o beste ndo-
paraméirico Mann-¥Whitney L. As comelaches serdo analisadas pelo lesie de cormelagho ndo-paramélirico de Spearman. Serd estabalecido wm nivel
de sigrifichncis estalistica de 5%, nlervalo de confidéncia de 85%, com eslimagio do interval mlerquartill quando apropriada para o dado. Para a
comparaiia do lempo do surgimento do pim siro episidio de maldria vivax dinica com oS nives vaiveis de anlicorpos especificos, uma andlise de
sobrevivknoa serd realizada. A maldria vivax clinica serd conslatada em individue que spresentar infecio pale P. vivax confimada em laboraldeio,
como tambem alguns dos sinais & Snlomas Hpicos, s
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oMo lebre & or de cabeca, reportados no momenio 6o diagnoshiod ou nas alimas 38 horas, Como Torma de conlrolar o polimarmsma de CYHZLE,
os individuos serdo agrupados de acordo com o escore de alividade previsto, em < 1.0 ou > 1,0 (Gaedigk et al., 2008). Além disso, serio wlilizados
modelas de riscos proporcionais de Cox para comparar as raries de fsoo do lempo #té o primeiro episddio clinico de maldnia vivax alravés dos
niveis de anlicorpos ou porcentagens de compelicko de anicompos, uliizando ajustes para a idade dos individuos (esiraificada coma <13, 13 a 20,
21 a 40, & >40 anos), sexo, lipo de ratamenlo, & alividade de CYP2D6 (como < 1.0 ou > 1.0).

Desfecho Primdrio:
Espara-se encontrar relacko entre a presenca de anlicompos bloqueadores da invasio do P. vivax com o menor fsco em se conbrair 8 maliria dinica.

Tamanho da Amostra no Brasil: 180

——  Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Eshudo Pai= N® de participanies da pesquisa
Sim BRASIL 180
Outras Informagdes
Haverd uso de fontes secundarias de dados (prontudrios, dados demograficos, ete)?
Sim
Detalhamenio:

Para a dassificacho dos individuos que adguiricam maldria ou ndo apds a primeira coleta @ a relacio com a prolegio via anSoopos, serdo
oonmullados os dados clinicos & demogrificos. Como of individuos serlo agrupados, dados sobre a idade {estralificada como 13, 13 a 20, 21 a 40, &
>40 anos), sexa, lipo de iratamenio e alividade de CYP2ZDE sero uliizados.

Informe o ndmerd de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerfio algum tipo de intervencio neste centro de
pesquisa:

180

Grupos em que serdo dividides os participantes da pesquisa neste centro

I Gnupa W® de Individucs Inlenenciies a serem realizadas
Grupa (nico 180 uso das amostras de sangue jd coletadas
0 Estudo & Multicintrico no Brasil?
Mo
Propbe dispensa do TCLE?
Sim
Justificativa-

0 atual projeto propie dispersa de TCLE uma vez que o esludo ird uliizar amosiras orundas de biorreposiléeio autorizada para uso em oubros
projetos centificos, com os respaclives TCLEs dos paricipanies da pesquisa & tendo sdo obSdes O atual estude ulifzard informactes dinicas
demogrificas disponiveis, sem a necessidade de coleta de mais dados e de materal bioldgico. O invesSgador principal & demais colaboradores
ermalvidos no estudo acima se compromelbem, individual & coletivamente, a uliizar os dados provenienbes deste, apenas para os fins describos no
projedo, cumprindo com o sigik & confidencabidade dos dados coletados.

Haverd retencdo de amostras para armazenamento om banco?

N
Cronograma de Exscugio
Idenlificaciio da Etapa | Inicio (DOVMMAAAA) Terming {DOVRMAAAA)
Tesles de competicho entre anlicorpos humanos DR01/2023 FRDL2023
especificos & 08 anticarpos murinos manoclonais
Purilicagiio dos anlicorpos blogueadares & |I}1.I'I:I-l.l‘2ll.'33 31052023
canfim da i fici dasches
Redagio de relalirios & comunicagies cienlificas |B1J'I:I'E|.I‘2[I:2;3 302023

Padrorizagio da culiura de P vivax e realizacio 01/052023 A1/08/2023
dos ensaios de blogueio da invasio ex viva

Delscgiio dos anlicorpos especificos para seis 2202 FRDL2023

probeinas recombinantes da PvRBP

=ejecionadas para o esuda

Organizacko dos prolocolos, materiais & amostras |I}1I11.I‘2 30112022

Andise dos dados para a predicio do risoo de 0170772023 A 2023
makiria vivax
nn;-am-in Financeira
| Id=rificacde de Orcamenio | Tipe | Valar em Reais (RE)
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|Reagenh:trnﬂ:riais Il:h.l.mu RS ‘II}[I.EHI],II]|
Bolsa Bolsas Re§ 75.600,00
l I |

RS 175.600,00

Dutras informagies, justificativas ou consideragbes a eritério do pesquisadar:

As amosiras que serdo ulilizadas =ho de biomeposibdng, que foram colestadas durante oulro projeto aprovado, possuindo o ndmero de regestro o
ClinicalTriaks. gov NCTO2591910, CAAE n® 274707 14.3.0000.5467, protocolo CEFSH n™ 120903014, sob responsabibdade do prod. Dr. Marcedo
Urbana Ferreira.
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