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RESUMO

BARROS, L. B. Padronização de técnicas fundamentais para ensaios ex vivo de
invasão de eritrócitos por Plasmodium vivax . 2023. 32 f. Trabalho de Conclusão
de Curso de Farmácia-Bioquímica – Faculdade de Ciências Farmacêuticas –
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023.

INTRODUÇÃO: O estabelecimento da cultura de Plasmodium vivax é elementar
para o desenvolvimento de testes moleculares e vacinas. Apesar da definição da
cultura de curto prazo sucedida, a reprodutibilidade ainda é um desafio a ser
superado. A padronização do protocolo servirá para futuros estudos que envolvem
ensaios de invasão. OBJETIVO: Estabelecer um protocolo de cultura ex vivo de P.
vivax. Ademais, pretendemos otimizar os ensaios de invasão ex vivo utilizando
amostras criopreservadas de P. vivax e reticulócitos humanos enriquecidos
provenientes do sangue periférico de indivíduos saudáveis. MATERIAL E
MÉTODOS: Para obter reticulócitos do sangue de doadores saudáveis, iniciamos
pela padronização de protocolos para aprimorar o enriquecimento de reticulócitos.
Incluímos ou omitimos um passo de lavagem com solução de KCl de amostras de
sangue leucodepletadas antes da centrifugação em gradiente de Percoll e
comparamos diferentes volumes de sangue e de Percoll (3 mL ou 5 mL de cada).
Além disso, testamos as concentrações de hemácias (hematócrito) para o protocolo
de enriquecimento. Também comparamos dois corantes fluorescentes, Vybrant
DyeCycle Green e Violet, para a quantificação da parasitemia por citometria de fluxo
utilizando uma linhagem de Plasmodium falciparum para a padronização desta
técnica. RESULTADOS: Mostramos que as suspensões de hemácias com 30% de
hematócrito que foram submetidas a um passo de lavagem permitiram um melhor
enriquecimento utilizando a centrifugação em gradiente de Percoll, começando com
pequenos volumes de amostra (3 mL). É importante salientar que os reticulócitos
sobrevivem a períodos relativamente longos (até 8 dias) de armazenamento a 4 ºC.
Em seguida, mostramos que o corante Vybrant DyeCycle Green nas diluições
1:2500, 1:5000 ou 1:10000 permitiu uma melhor quantificação dos parasitas do que
o Vybrant DyeCycle Violet. CONCLUSÃO: A técnica de enriquecimento de
reticulócitos foi padronizada. Determinamos o hematócrito ideal a ser utilizado e a
necessidade de etapas de lavagens para um melhor enriquecimento de reticulócitos.
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 invasão não puderam ser realizados porque obtivemos quantidades
muito baixas de estágios assexuados viáveis de P. vivax no sangue após o
descongelamento de hemácias infectadas criopreservadas, mas o estágio está
definido para experimentos futuros.

Palavras-chave: Malária, Cultivo, Plasmodium vivax, Padronização.
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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 São
Paulo, São 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 still 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 KCl 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.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Malária: problema de saúde global

A malária é uma das doenças com maior relevância no cenário mundial. De

acordo com o último relatório, no ano de 2021, estima-se que 247 milhões de

incidência e 619 mil mortes foram causadas pelo parasita do gênero Plasmodium em

85 países (WHO, 2022).

Há cinco espécies parasitárias causadoras da malária humana: Plasmodium

falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e

Plasmodium knowlesi, sendo as duas primeiras as que apresentam maior ameaça

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 Asiático,

Mediterrâneo Oriental e Pacífico Ocidental. Nas Américas, o Plasmodium vivax é

prevalente e responsável por 75% dos casos de malária (WHO, 2023).

Conforme dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2021 cerca de

50% da população mundial corria o risco de contrair malária. Grupos como: crianças

abaixo de cinco anos, lactantes, mulheres grávidas, pacientes HIV/AIDS e demais

pessoas que transitam por áreas endêmicas são consideradas populações de alto

risco para adquirir malária (WHO, 2022).

1.2 Malária no Brasil

A malária representa um grave problema de saúde pública encontrada

principalmente em países tropicais (WHO, 2023). No Brasil, no ano de 2022, foram

registrados 128.977 casos de malária autóctone, dos quais cerca de 99% dos

registros são provenientes da região amazônica (Figura 1). A maioria dos casos, que

corresponde a 84,2%, são ocasionados por P. vivax, sendo a cidade de Alto Alegre,

no estado de Roraima, a que teve o maior número 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 Saúde).
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Figura 1 – Mapa de risco de malária por município de infecção, Brasil, 2022.

Fonte: BRASIL. Ministério da Saúde, 2023.

De acordo com o Ministério da Saúde (2023), no ano de 2017 registraram-se

189.515 casos de malária autóctone no país. E a partir desse ano, ocorreu uma

queda contínua de novos casos registrados. Esse declínio possivelmente ocorreu

devido ao uso de medicamentos eficazes recomendado pela Organização Mundial

da Saúde (OMS) (BRASIL, 2022).

Além disso, a maior parte desses casos centralizou-se em regiões rurais e

indígenas correspondendo a 37,34% e 31,04%, respectivamente. Espaços de

garimpo que registraram aumento de números de casos, enquadradas como

hiperendêmicas, que apresentam significativa importância para a questão de

controle da doença na região (Tabela 1).
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Tabela 1 - Casos autóctones de malária evidenciados por áreas de infecções, Brasil, 2021 e 2022.

Áreas de
infecção

2021 2022
Variação %
entre 2021
e 2022

Número
de casos % do total Número de

casos % do total

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

Indígena 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 Saúde, 2023. Dados atualizados em: 20/09/2023

Outro ponto de grande importância epidemiológica é o desmatamento da

floresta Amazônica, que resulta em aumento do número de casos de malária na

região (AMINO et al., 2006).

O principal vetor responsável pelos altos registros de malária humana no país

é o Anopheles darlingi (PIMENTA et al., 2015). No Brasil, a borrifação intradomiciliar

e uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas são estratégias de controle

químico utilizadas em áreas endêmicas com o objetivo de diminuir o contato

humano-vetor e, desse modo, reduzir novos casos de malária. Entretanto, pouco se

sabe do impacto desses mosquiteiros sobre a população assistida (FIGUEIRA,

2022).

1.3 Infecção humana

A infecção humana inicia-se pelo repasto sanguíneo realizado pela fêmea do

vetor Anopheles, que ao depositar sua saliva acaba introduzindo na derme cerca de

15 a 200 esporozoítos (AMINO et al., 2006). Os esporozoítos alcançam a corrente

sanguínea e chegam ao fígado, local onde os hepatócitos tornam-se abrigo para a

esquizogonia hepática, multiplicação assexuada (COX, 2010), que posteriormente
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resulta na produção de 16 a 32 merozoítos, que caem na corrente sanguínea para

invadir as hemácias (COWMAN et al., 2017).

Tanto os esporozoítos quanto os merozoítos de Plasmodium spp. estão

adaptados para invadirem, respectivamente, hepatócitos e hemácias, tipos celulares

aos quais o parasita possui tropismo (COWMAN et al., 2017).

Os merozoítos abrigam-se nas hemácias para a esquizogonia sanguínea e

possuem uma única meta - invadir a hemácia mais próxima, replicar-se por fissão

binária e liberar mais merozoítos que resultam na ruptura das hemácias e propiciam

os picos febris que são característicos da malária (BRASIL. Ministério da Saúde).

1.3.1 Invasão do eritrócito

Os merozoítos, uma das formas encontradas durante o estágio sanguíneo da

infecção, invadem exclusivamente hemácias (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 eritrócitos de

todas as idades, e o segundo sendo mais restrito às hemácias mais jovens

(MALLERET et al., 2017). Essas células, chamadas de reticulócitos, são eritrócitos

imaturos enucleados que contém material reticular. Os merozoítos possuem

estruturas necessárias para o processo de invasão, como: roptrias e micronemas

(Figura 2) que secretam proteases durante o processo de invaginação e são

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

Figura 2 - Representação estrutural de um merozoíto de plasmódio

Fonte: FERREIRA et al. (2021)
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O processo de invasão ocorre, basicamente, em cinco etapas (Figura 3).

Inicialmente, ocorre o reconhecimento dos receptores superficiais das hemácias, que

é seguido pela reorientação apical do merozoíto para a membrana da hemácia. O

terceiro passo é a invaginação do merozoíto e, posteriormente, as interações de alta

afinidade entre o merozoíto e os receptores dos eritrócitos. Durante o último passo,

ocorre o fechamento do vacúolo formado, com o merozoíto no interior da célula

(COWMAN et al., 2017).

Figura 3 - Representação esquemática do processo de interação do merozoíto com o eritrócito

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 invasão não é

restrita à presença de reticulócitos (CHAN et al., 2020). Desse modo, ainda existem

muitos obstáculos para a padronização dessa ferramenta para alavancar a pesquisa

de P. vivax ao nível de Plasmodium falciparum.

Diversos avanços 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 é a nossa inaptidão 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 de Plasmodium vivax)

O Plasmodium vivax é a espécie com maior dispersão geográfica. Esse

parasita possui preferência por infectar reticulócitos, glóbulos vermelhos jovens
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(MUELLER et al., 2009). A interação antígeno-receptor de Duffy Binding Protein de

Plasmodium vivax (PvDBP) e Duffy Antigen Receptor for Chemokine (DARC)

expresso na superfície de hemácias (MILLER et al., 1976) foi amplamente estudada

com a finalidade de saber se esta seria a principal interação para a entrada do

parasita nos reticulócitos, pois eritrócitos humanos negativos para DARC

apresentaram resistência à invasão in vitro por P. knowlesi (MILLER et al., 1976).

Todavia, observou-se presença de P. vivax em indivíduos com DARC

negativo, indicando que P. vivax pode invadir eritrócitos por outras interações

antígeno-receptor (WOLDEAREGAI et al., 2013).

1.3.2.2 PvRBPs (Reticulocyte binding protein de Plasmodium vivax)

No sequenciamento genômico de P. vivax foram identificados 11 membros da

família 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 reticulócitos que expressam

Receptor 1 de transferrina (TfR1) (MALLERET et al., 2015), que é uma proteína

importante para a manutenção do transporte de ferro para as células que forma um

complexo com transferrina (Tf) (CHENG et al., 2004). Das hemácias circulantes,

TfR1 é expresso exclusivamente nos eritrócitos jovens e é perdido ao longo da

maturação (PAN & JOHNSTONE, 1983). Além disso, TfR1 é importante para a

invasão do parasita, pois células que expressam formas mutantes são refratárias à

invasão de P. vivax (GRUSZCZYK et al,. 2018).

A proteína PvRBP2b, de 326 kDa (CHAN et al., 2021), é a que se liga no

TfR1. Contudo, já foi mostrado que anticorpos monoclonais de camundongos

específicos para esta proteína são capazes de inibir a ligação PvRBP2b-TfR1 e

bloqueiam a invasão 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 indivíduos do Camboja que

sofreram de infecções naturais por P. vivax (CHAN et al., 2020). Até o momento,

esses anticorpos monoclonais humanos não foram avaliados quanto a sua
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capacidade em inibir a invasão de reticulócitos pelo P. vivax em ensaios de cultura

ex vivo.

1.4 Ensaios de cultura ex vivo e seus desafios

Durante um longo período da história, Plasmodium vivax foi associado ao

causador da “malária 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

ausência de um sistema contínuo, uma vez que P. vivax invade preferencialmente

reticulócitos (CHAN et al., 2021) e, por esse motivo, há alta exigência de

alimentação desses eritrócitos jovens. Além disso, o procedimento é trabalhoso e

necessita de um cronograma rígido de atenção a cada 12 horas em dias alternados

(GOLENDA et al., 1997).

1.4.1 Invasão de Plasmodium vivax restrita a reticulócitos

Os merozoítos de Plasmodium vivax invadem apenas os reticulócitos

(MALLERET et al., 2015), na qual a maturação dessas células é definida pelo grau

de expressão de CD71 (CD71 alto, CD71 médio, CD71 baixo e CD71 negativo), uma vez que

CD71 alto está presente em reticulócitos imaturos e CD71 negativo em maduros

(MALLERET et al., 2015).

A porcentagem de reticulócitos encontrada no sangue periférico humano está

entre 0,5%-1,6% (FEENEY et al., 2005). Desse modo, o enriquecimento de

reticulócitos para uso em cultura de P. vivax é um desafio a ser superado, pois os

reticulócitos amadurecem rapidamente em condições de cultura (NEAFSEY et al.,

2013) e exige uma reposição contínua.

Com a finalidade de melhorar o rendimento do enriquecimento de

reticulócitos, algumas tentativas foram realizadas: purificação de reticulócitos de

pacientes com hemocromatose, reticulócitos obtidos de cordão umbilical,

desenvolvimento de linhagens progenitoras de células hematopoiéticas (GUNALAN

et al., 2020) e o enriquecimento de reticulócitos do sangue periférico.

Pacientes com hemocromatose apresentam maior porcentagem de

reticulócitos 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 condições de

cultura de curto prazo, foi observado que utilizando amostras sanguíneas de

pacientes que sofrem de hemocromatose houve rendimento de no máximo 3 vezes,

fator que pode ser explicado pela diferença de tratamento comparado com 1997,

uma vez que antes eram realizadas remoções repetidas de unidades de sangue

antes da flebotomia (SHAW-SALIBA et al., 2016).

A utilização de sangue de cordão umbilical humano como fonte de

reticulócitos é outra alternativa para o enriquecimento de reticulócitos, em virtude de

que há alta porcentagem de eritrócitos jovens comparada ao sangue periférico

(RUSSELL et al., 2011). Em estudo com amostra de cordão umbilical, com

porcentagem inicial de 4,6% de reticulócitos, foi alcançado uma média de 57,8%

após o enriquecimento (RUSSELL et al., 2011). Isso representou uma vantagem

para a cultura de P. vivax, uma vez que foi reprodutível adquirir uma maior

quantidade de reticulócitos (DARWIN et al., 2013).

As células hematopoiéticas possuem a capacidade de se diferenciar em

células especializadas do tecido sanguíneo. Desse modo, pode ser uma potencial

fonte de reticulócitos (PANICHAKUL et al., 2007). De acordo com o estudo, os

resultados revelaram que uma grande quantidade de reticulócitos foram obtidos no

14º dia, entretanto, o método aplicado é muito complexo e caro, fatores que limitam

a aplicabilidade em muitos grupos que trabalham com malária (DARWIN et al.,

2013).

A concentração de reticulócitos no sangue periférico humano saudável não é

o suficiente para sustentar uma cultura de P. vivax in vitro (GOLENDA et al., 1997).

Diante disso, a técnica de enriquecimento de reticulócitos obtidos de sangue

periférico utilizando gradiente de Percoll passou a ser um procedimento

relativamente fácil e acessível, sendo uma fonte promissora de reticulócitos a ser

utilizada nos ensaios de cultura.

1.4.2 Ensaio ex vivo

Atualmente, o procedimento viável, contudo, o mais prático e reprodutível de

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

esteja trabalhando fora do organismo, as condições são mais realistas e há o
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mínimo de perturbação do sistema. Entretanto, há desafios a serem superados

como: baixa parasitemia apresentado por P. vivax (MOREIRA et al., 2015),

população assíncrona e morte significativa de parasitas durante a maturação

intraeritrocitária (RANGEL et al., 2018).

Portanto, o ensaio ex vivo de Plasmodium vivax é uma alternativa promissora

para o cultivo dos parasitas, sendo de grande importância o estudo das diferentes

maneiras de adaptação e padronização do protocolo de cultivo, assim como do

enriquecimento de reticulócitos que são necessários para a manutenção do parasito

ex vivo.

1.4.3 Determinação da parasitemia por microscopia e citometria de fluxo

Após o cultivo do parasita, a quantificação da parasitemia no ensaio de

invasão pode ser determinada pelo método baseado em citometria de fluxo, bem

como pela microscopia óptica.

De acordo com o estudo, que avaliou a medição precisa da parasitemia por

citometria de fluxo diferenciando eritrócitos infectados por único parasita ou mais, foi

mostrado que essa técnica é altamente comparável à microscopia óptica. A taxa

com que a citometria de fluxo detecta eritrócitos infectados comparada à microscopia

óptica é rápida, principalmente para culturas que possuem baixa parasitemia (BEI et

al., 2010). Além disso, a facilidade e a especificidade a torna mais precisa para

medição de efeitos inibitórios de anticorpos nos ensaios de invasão, pois possibilita

analisar reticulócitos infectados utilizando marcadores para CD71 (molécula

expressa nestas células) e corantes específicos de ácido desoxirribonucleico (DNA),

que marcam o DNA do parasita, uma vez que reticulócitos são desprovidos (BEI et

al., 2010).

Apesar de ser o “padrão ouro” para medição precisa, a citometria de fluxo é

uma técnica dispendiosa e necessita de equipamentos sofisticados além de pessoas

treinadas para utilizá-la (IMADE et al., 2005). Por outro lado, a técnica da

microscopia óptica que é padrão ouro para detecção da parasitemia de malária

(WHO), comparada a citometria de fluxo é mais acessível e de fácil manuseio

quando devidamente treinada.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Otimizar o protocolo de enriquecimento de reticulócitos provenientes de

amostras de sangue periférico de indivíduos saudáveis e padronizar a quantificação

da parasitemia por citometria de fluxo.

2.2 Objetivos específicos

1. Otimizar o enriquecimento de reticulócitos utilizando amostras frescas

de sangue periférico de indivíduos saudáveis, testando diferentes

condições da técnica.

2. Padronizar a cultura ex vivo de Plasmodium vivax.

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

fluxo utilizando Plasmodium falciparum.

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Enriquecimento de reticulócitos

Para todos os experimentos foram coletados cerca de 70 mL de sangue

venoso de doadores saudáveis, em tubos com ácido cítrico citrato e dextrose (ACD)

(BD Bioscience). O volume de sangue foi passado primeiramente por um filtro de

leucodepleção (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 concentrações

de Percoll (64%, 65%, 67% e 69%), diluído em solução de KCl (RANGEL et al.,

2018), com a finalidade de encontrar a concentração ideal para o enriquecimento

dos reticulócitos de cada amostra sanguínea coletada.

Foram realizados alguns testes para verificar a melhor eficiência no

enriquecimento dos reticulócitos. Foi comparada a lavagem ou não, com KCl buffer,

do sangue leucodepletado antes da centrifugação em gradiente de Percoll, assim

como diferentes quantidades de amostra/sangue e Percoll (3 mL ou 5 mL de cada

fração) para verificar se há uma melhora na obtenção e purificação de reticulócitos.
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Ademais, foram testadas diferentes porcentagens de hematócrito, que consiste na

porcentagem de glóbulos vermelhos em relação ao volume total de sangue, para

verificarmos se este é um fator que influencia na concentração final de reticulócitos

enriquecidos. A quantificação de reticulócitos foi realizada por microscopia óptica,

utilizando o retículo de Miller, a partir de esfregaços corados com Novo Azul de

Metileno.

3.2 Descongelamento de Plasmodium vivax

As amostras de sangue parasitado por Plasmodium vivax foram coletadas

de indivíduos infectados por P. vivax residentes na cidade de Mâncio Lima,

pertencente ao estado do Acre (AC). O projeto de pesquisa CAAE nº

63942222.9.000.5467, sob responsabilidade da pesquisadora Natália Soares

Fernandes, contribuiu para a padronização de técnicas do projeto de TCC. Essas

amostras sanguíneas foram leucodepletadas, ainda em campo, utilizando filtro BioR

01 Plus (Fresenius Kabi), seguida da adição de Glycerolyte (Glicerina; NaC3H5O3;

KCl; pH 7,2) e criopreservadas em nitrogênio líquido até serem utilizadas nos

experimentos (NICOLETE, 2017).

No laboratório, em São Paulo, os criotubos contendo as amostras foram

descongelados em banho maria a 37 ºC. Após descongelamento, o sangue

parasitado foi transferido para tubos tipo Falcon de 50 mL e foram adicionadas

soluções de NaCl a 12% e 1,6%, seguida de lavagens com meio de cultura, meio

dulbecco modificado (IMDM) (GE Healthcare). Checou-se a viabilidade parasitária

em lâminas de esfregaço coradas com panótico rápido LB (Laborclin, Paraná, Brasil)

(NICOLETE, 2017).

3.3 Cultivo de Plasmodium vivax

Após a checagem da viabilidade, os parasitas foram colocados em garrafas

de cultura, a um hematócrito 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 adição de uma mistura de gases contendo 5% O2, 5% CO2 e

90% N2 e mantidos em estufa a 37 ºC.
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Após 36 horas de incubação, a partir de uma alíquota da cultura foram

realizados esfregaços para observação da viabilidade e dos estágios dos parasitos

por microscopia. Quando observado que cerca de 50% dos parasitos estavam em

estágio 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 lâminas foram analisadas na objetiva 63x no microscópio óptico Zeiss Axio

Imager M2 (Jena, Germany) com óleo de imersão. As imagens foram capturadas

com a câmera Zeiss AxioCam HRc (Jena, Germany), no qual foi observado um

campo claro com hemácias e esquizontes de Plasmodium vivax, proveniente de um

esfregaço sanguíneo corado com panótico rápido LB (Laborclin, Paraná, Brasil).

3.4 Cultura de Plasmodium falciparum para a testagem da quantificação da
parasitemia por citometria de fluxo

Neste experimento, os parasitas de P. falciparum (cedidos pelo laboratório do

Dr. Alejandro Katzin) foram importantes para simular o comportamento dos futuros

experimentos com P. vivax para a quantificação da parasitemia por citometria de

fluxo.

A cultura foi realizada em uma placa de 96 poços, com fundo chato, contendo

em cada poço 2 uL de hemácias 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 água, e adicionado uma mistura gasosa de 5% O2,

5% CO2 e 90% N2 (30 segundos com a válvula aberta e 30 segundos com válvula

fechada). A incubação ocorreu em estufa seca a 37 ºC por 20 horas.

Após as 20 horas de incubação, as amostras foram transferidas para uma

placa fundo V, foi adicionado AUTOMACs Buffer (AMB) [5 mM ácido 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. Após o descarte do sobrenadante, em cada poço

foi adicionada uma concentração diferente dos corantes específicos de DNA.

3.5 Titulação dos corantes de DNA
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O teste da marcação 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 diluições: 1:2.500, 1:5.000 e

1:10.000. As diluições foram realizadas na solução AMB. Assim, foram adicionados

100 uL de cada diluição dos corantes por poço, que foram incubados em estufa seca

a 37 ºC por 20 minutos, sem lavagens posteriores. Em seguida, as amostras foram

transferidas para minitubos de citometria e mantidas no gelo até a leitura no

citômetro.

Os dados da citometria de fluxo foram analisados no software FlowJo 9.9.6

(TreeStar), sendo utilizados gráficos de pontos (pseudocolor plots) para analisar os

resultados.

As células provenientes da cultura foram adquiridas no citômetro de Fluxo

LSRFortessa (BD Bioscience), sendo adquiridos 200.000 eventos totais por amostra.

Anteriormente, foi retirada uma alíquota da placa de cultura incubada por 20 horas

para verificação da parasitemia por microscopia, utilizando o protocolo de contagem

por Retículo de Miller (LIM et al., 2016). Para isso, foi realizado um esfregaço corado

com panótico rápido, como descrito anteriormente.

4. RESULTADOS

4.1 Enriquecimento dos reticulócitos

A exclusividade para infecções de reticulócitos por P. vivax é um fator limitante

para o ensaio de invasão. Dessa forma, para um bom resultado de enriquecimento

destas células, foram testadas amostras de sangue lavado ou não; diferentes

quantidades de sangue e Percoll para o gradiente (3 e 5 mL), e diferentes

porcentagens de hematócrito para a padronização do protocolo.

4.1.1 Teste da densidade de Percoll

O teste preliminar para determinação da densidade de Percoll é importante,

pois cada indivíduo possui uma concentração 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 reticulócitos de cada amostra coletada possibilita maior sucesso

no experimento (RANGEL et al., 2018).

Para a aplicação da técnica de centrifugação em gradiente de Percoll, cada

amostra coletada foi testada utilizando quatro densidades diferentes, que

representam as seguintes porcentagens de Percoll na solução: 64%, 65%, 67% e

69%.

A figura 4 mostra o gradiente formado após a centrifugação, ficando evidente

que para esta amostra a densidade mais adequada e que deve ser escolhida para o

enriquecimento de reticulócitos é a 1084 g/mL (67% de Percoll), pois é a que

mostrou a formação de um anel de reticulócitos mais nítido.

Figura 4 - Quatro gradientes de Percoll para a melhor visualização do anel de reticulócitos

Fonte: Autoria própria

4.1.2 Teste da lavagem do sangue antes do gradiente de Percoll

Os tubos contendo sangue lavado, em solução KCl duas vezes após a

leucodepleção, e tubos controle (não lavado), foram testados e comparados após a

centrifugação do gradiente de Percoll. Nesse experimento, foi observado que os

tubos com sangue lavado (figura 5B) ficaram com anéis de reticulócitos mais

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

Fonte: Autoria própria

A partir deste resultado, decidimos padronizar o experimento de

enriquecimento de reticulócitos utilizando amostra de sangue lavado para a

realização do gradiente de Percoll por facilitar a visibilidade do anel de reticulócitos.

4.1.3 Padronização do hematócrito (Ht) e do volume do gradiente de Percoll

Diferentes hematócritos foram testados para verificarmos a porcentagem ideal

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

reticulócitos recuperáveis. Foram testadas amostras contendo hematócritos de 20%,
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30% e 50% (diluídas em solução KCl), para posterior realização do gradiente de

Percoll.

Nos experimentos, utilizamos como variáveis o volume do gradiente, na

proporção 1:1 de sangue e Percoll, sendo testados 3 e 5 mL de cada, assim como

diferentes hematócritos (20%, 30% e 50%), utilizando tubos tipo Falcon de 15 mL, e

amostras de dois doadores saudáveis. Os resultados da porcentagem de

reticulócitos obtidos em cada experimento teste estão expostos na tabela 2.

Tabela 2: Média da porcentagem de reticulócitos obtidos em diferentes condições

Ht

Doador A Doador B

Antes do
enriquecimento 3 mL 5 mL Antes do

enriquecimento 3 mL 5 mL

20% 0,6% 12,9% 15,6% – – –

30% 0,7% 24,6% 18% 0,8% 13,75% 7,73%

50% – – – 0,5% 14,20% 12,50%

Nota: Os traços indicam ausência de resultados. O volume de 3 mL representa a proporção 1:1 de

sangue/Percoll em volume final de 6 mL. O volume de 5 mL representa a proporção 1:1 de

sangue/Percoll em volume final de 10 mL. Ht = hematócrito.

Fonte: Autoria própria

Utilizando um Ht de 30%, ambos os tubos contendo um volume de 3 mL

(figura 6A) ou 5 mL (figura 6B) apresentaram anéis de reticulócitos evidentes,

entretanto, o tubo com volume de amostra de 3 mL sempre ficou melhor definido.

Dessa forma, decidimos padronizar o enriquecimento de reticulócitos utilizando

amostras de sangue lavadas, hematócrito de 30 %, e volume de 3 mL de sangue e 3

mL de Percoll para a realização do gradiente.
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Figura 6 - Tubos de 3 mL (A) e 5 ml (B) com anel de reticulócitos em gradiente de Percoll

Fonte: Autoria própria

Além dos testes de diferentes condições para melhor enriquecimento de

reticulócitos, checamos o nível de maturação dos reticulócitos quando armazenados

em geladeira a 4 ºC. Como mostrado na tabela 3, a porcentagem de reticulócitos foi

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

Tabela 3: Contagem de reticulócitos após armazenamento em geladeira

Dia Nº eritrócitos Nº reticulócitos % reticulócitos

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 própria

Os resultados mostram que houve uma baixa variação do nível de

reticulócitos ao longo de oito dias corridos de armazenamento em geladeira (média:

9,85%; desvio-padrão: 0,67%).

4.2 Padronização do enriquecimento de esquizontes de P. vivax
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Após o descongelamento, as amostras de P. vivax foram mantidas em cultura

em torno de 39 horas, e a partir de uma amostra foram realizados esfregaços

corados com panótico rápido LB (Laborclin, Paraná, Brasil) onde observamos a

presença de esquizontes com quatro núcleos ou mais. Em seguida, realizamos o

enriquecimento de esquizontes por gradiente de Percoll a 45%, que após a

centrifugação foi possível visualizar o anel contendo os parasitas (figura 7A). Por

microscopia, confirmamos a presença de esquizontes, contudo, observamos

também a presença de muitas células não infectadas (figura 7B). A quantidade

volumétrica de esquizontes enriquecidos neste experimento foi de apenas 2 uL, um

volume que inviabilizou a continuação do experimento para os ensaios de invasão ex

vivo.

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

esquizontes enriquecidos (imagem capturada utilizando objetiva de 63x com óleo de imersão) (B)

Fonte: Autoria própria

4.3 Padronização da quantificação da parasitemia de P. falciparum por
citometria de fluxo

Amostras infectadas pelo Plasmodium falciparum foram analisadas para a

verificação de qual diluição dos corantes melhor representa a parasitemia.
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Como controle da marcação dos corantes, utilizamos amostras de hemácias

não infectadas, sendo elas não marcadas e também coradas com as diferentes

diluições de VybrantGreen e VybrantViolet.

Como estratégia de gate, selecionamos primeiramente todas as células com o

mesmo padrão de aquisição ao longo do tempo (Figura 8A) e, posteriormente, por

meio dos parâmetros de tamanho e granulosidade, delimitamos um gate na

população de hemácias (Figura 8B).

Figura 8 - Estratégia de gate inicial para a análise de hemácias.

Fonte: Autoria própria

Conforme exibido nos painéis inferiores das figuras 9 (VybrantGreen) e 10

(VybrantViolet) (não marcado, diluição 1:2.500, 1:5.000, 1:10.000), podemos

observar a frequência de células marcadas pelos corantes, que representam as

células infectadas pelo P. falciparum. A delimitação do gate contendo eventos

positivos para a marcação foi escolhida com base nas amostras não infectadas,

porém marcadas com os corantes (painéis superiores de cada figura).

Com base na análise dos Dot Plots que representam os dados obtidos pela

marcação com o corante Vybrant DyeCycle Green (Figura 9), observamos que

utilizando qualquer diluição do marcador a frequência de células parasitadas é muito

semelhante.
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Figura 9 - Titulação do marcador VibrantGreen por citometria de fluxo.

Nota: NM= Não marcado com corante VybrantGreen
Fonte: Autoria própria

Contudo, os dados obtidos da marcação com o corante VybrantViolet (Figura

10) mostram uma frequência menor de células marcadas/parasitadas em relação à

marcação com VybrantGreen (Figura 9), independente da diluição utilizada do

corante.
Figura 10 - Titulação do marcador VibrantViolet por citometria de fluxo.

Nota: NM= Não marcado com corante VybrantViolet
Fonte: Autoria própria



26

5. DISCUSSÃO

5.1 Enriquecimento dos reticulócitos

As baixas parasitemias típicas 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 reticulócitos, onde avaliamos acrescentar

o teste de densidade de Percoll para cada amostra utilizada, etapas de lavagens do

sangue com KCl, teste de diferentes volumes do gradiente e padronização do

hematócrito.

5.1.1 Padronização

Antes desta padronização, não eram realizadas as etapas de lavagens e

verificação do hematócrito da amostra utilizada para o enriquecimento de

reticulócitos, com isso, utilizando o protocolo de Nicolete (2017), obtivemos um

enriquecimento de 2,3% de reticulócitos apenas, e para contornar esse baixo valor

de reticulócitos decidimos testar a adição de etapas de lavagens e padronização do

Ht.

As duas etapas de lavagens do sangue, em solução de KCl, permitiu um

melhor enriquecimento do reticulócitos, aliado à padronização do gradiente de

Percoll em tubos com 3 mL na proporção 1:1 (sangue:Percoll), que possibilitou uma

visualização satisfatória do anel de reticulócitos.

Para a padronização do hematócrito sabe-se que cada indivíduo possui uma

determinada quantidade de reticulócitos no sangue e essa quantidade recuperada

pode variar após o processo de enriquecimento, contudo, definir o hematócrito ideal

para o processo visando trabalhar com volumes compatíveis para a realização do

gradiente de Percoll são fundamentais para a eficiência da técnica.

Inicialmente foi realizado um experimento ao hematócrito de 20%, porém o

anel de reticulócitos em gradiente de Percoll não 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 não ficou límpida fator que pode indicar contaminação de

eritrócitos maduros.
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Assim como o estudo de Leonart (2009), envolvendo a maturação de

reticulócitos armazenados em geladeira, neste trabalho, houve baixa variação da

porcentagem de reticulócitos ao longo de uma semana, nos mostrando que estas

células podem ser armazenadas e utilizadas posteriormente dentre deste período.

5.2 Descongelamento e cultura de Plasmodium vivax

Sobre o descongelamento dos parasitas de Plasmodium vivax para cultivo e

enriquecimento de esquizontes foram realizadas três tentativas e apenas uma

atingiu um volume suficiente para o enriquecimento dos esquizontes utilizando o

gradiente de Percoll a 45%. Entretanto, após 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 está em

aprimoramento, pois apenas as formas de anel jovens normalmente sobrevivem ao

processo de congelamento e descongelamento, e isso acaba dificultando a obtenção

de uma cultura bem sucedida com boa parasitemia. Além disso, mesmo quando a

cultura ex vivo inicia-se bem, há grande perda de parasitas viáveis ao longo do

período de cultivo (RANGEL et al., 2018).

5.3 Padronização da quantificação da parasitemia por citometria de fluxo

No total, para todas as amostras foram adquiridos 200.000 eventos. O corante

Vybrant Violet apresentou marcação satisfatória, entretanto, o Vybrant Green

apresentou o melhor resultado, com maior nitidez da população de células

positivas/infectadas e maior frequência das mesmas. Diante disso, o corante Vybrant

Green foi escolhido para quantificação da parasitemia por citometria de fluxo. O uso

de P. falciparum facilitou as escolhas de corante e concentração ideal para os

experimentos com P. vivax.

6. CONCLUSÃO

Os resultados deste estudo contribuem para a padronização da técnica de

enriquecimento de reticulócitos para posterior uso em ensaios de invasão. Definimos
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a necessidade das etapas de lavagem do sangue leucodepletado, o hematócrito na

proporcionalidade do volume de sangue/Percoll de 3 mL. Além da constância do

nível de reticulócitos armazenados na geladeira por 7 dias.

O uso de P. falciparum a fim de simular os futuros experimentos com P. vivax

proporcionou a definição do corante e a diluição que deve ser utilizada para a

quantificação da parasitemia por citometria de fluxo. Concluímos pela superioridade

de Vybrant DyeCycle Green para essa finalidade.

O ensaio de invasão ex vivo com P. vivax não foi realizado, pois a cultura não

atingiu a quantidade mínima de parasitas viáveis para o processo. Portanto, a

dificuldade em cultivar P. vivax é um desafio a ser superado, não sabemos qual é o

ponto crítico que ainda temos que melhorar na cultura e enriquecimento dos

parasitas, mas uma alternativa é iniciar todo este processo com um número 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 ajudarão nos futuros estudos que envolvem ensaios de

invasão com P. vivax.
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