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RESUMO

A malaria e a dengue sdo doencgas prevalentes nas regides tropicais e subtropicais e
de grande importancia em saude publica. Na malaria, existe um fenbmeno associado
ao aumento da patogenicidade chamado citoaderéncia, no qual ocorre o sequestro do
parasita para outros 6rgdos do corpo. Alguns receptores de células endoteliais estao
envolvidos nesse processo como ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1 e P-selectina. Em
areas endémicas para o parasita malarico e o virus da dengue podem ocorrer
infecgdes simultaneas. Contudo, pouco se sabe sobre coinfeccdo por malaria e
dengue no Brasil. Nenhum estudo mostrou até o presente momento o que ocorre na
citoadesao durante a coinfeccao dengue-malaria. Por isso, nosso objetivo foi observar
se a adesdo de eritrocitos infectados por Plasmodium vivax (PviEs) aumenta em
células do hepatocarcinoma humano (HEP-G2) infectadas concomitantemente por
dengue. O estoque viral de dengue 4 (DENV4) foi feito em células C6/36 e os PviEs
foram enriquecidos por gradiente Percoll para serem usados no ensaio de citoadeséo
com células HEP-G2. Nossos resultados mostraram que as células HEP-G2
expressam a molécula de adesao ICAM-1, mas nao PECAM-1 e VCAM-1, enquanto
as células A549 nao expressam nenhuma destas. Mostramos também que DENV4 se
replica em células HEP-G2 e houve um aumento da expressao de ICAM-1 nas células
infectadas pelo virus, apdés 4 dias de infeccdo. Junto a isso, observamos que a
citoadesao de PviEs aumentou apos infecgdo por DENV4. O tratamento com tripsina,
degradante das proteinas do parasita, diminuiu a adesdo de PviEs, enquanto a
presenca de soro humano anti-Pv nao preveniu a citoadesdo. O uso do inibidor BX795
reduziu os niveis de PviEs, ao contrario da cloroquina. Por fim, a adesao de PviEs
diminuiu 5,5 vezes em células HEP-G2 tratadas com o anticorpo a-ICAM-1, quando
comparadas ao controle sem bloqueador. Esses resultados demonstram que a
citoadesao de PviEs aumenta com uma infecgdo concomitante por DENV e sugerem
maiores investigagdes sobre receptores e vias imunes envolvidos nesse fendbmeno
durante a coinfecgdo dengue-malaria. Este estudo também nos alerta para uma maior
atengao aos pacientes diagnosticados com monoinfeccdo por dengue ou malaria em

areas endémicas.

Palavra chaves: dengue; malaria; receptores endoteliais; células do hepatoma

humano; citoadesio; co-infecgio.



ABSTRACT

Malaria and dengue are prevalent diseases in tropical and subtropical regions and are
great importance in public health. In malaria, there is a phenomenon associated with
pathogenicity called cytoadherence, in which parasite sequestration occurs to other
organs of the body. Some endothelial cell receptors are involved in this process such
as ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1 and P-selectin. In endemic areas to the malarial
parasite and dengue virus, simultaneous infections may occur. However, little is known
about malaria and dengue coinfection in Brazil. None study has yet shown what occurs
in cytoadhesion during dengue-malaria coinfection. Therefore, our objective was to
observe whether the adhesion of Plasmodium vivax-infected erythrocytes (PviEs)
increases in human hepatocarcinoma (HEP-G2) cells concomitantly infected with
dengue. Dengue 4 viral stock (DENV4) was done on C6/36 cells and PviEs were
enriched by Percoll gradient to be used in the HEP-G2 cell cytoadhesion assay. Our
results showed that HEP-G2 cells express the adhesion molecule ICAM-1, but not
PECAM-1 and VCAM-1, while A549 cells do not express the molecules. We also
showed that DENV4 replicates in HEP-G2 cells and increased ICAM-1 expression in
virus-infected cells after 4 days of infection. In addition, we observed that PviEs
cytoadhesion increased after DENV4 infection. Trypsin treatment, degrading parasite
proteins, decreased PviEs adhesion, while the presence of anti-Pv human serum was
not protective against cytoadhesion. Use of the BX795 inhibitor reduced PViEs levels,
unlike chloroquine. Finally, PviEs adhesion decreased 5.5-fold in HEP-G2 cells treated
with the a-ICAM-1 antibody when compared to the without blocker control. These
results demonstrate that PviEs cytoadhesion increases with a concomitant DENV
infection and suggest further investigations into receptors and immune pathways
involved in this phenomenon during dengue-malaria coinfection. This study also alerts
us to greater attention to patients diagnosed with dengue or malaria monoinfection in

endemic areas.

Key words: dengue; malaria; endothelial receptors; human hepatocarcinoma cells;
cytoadhesion; co-infection.
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1. INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, cerca de 8,5 bilhdes de pessoas, pertencentes a paises de
climas tropicais e subtropicais estdo em constante risco de adquirir dengue (DENV) e
malaria, doengas transmitidas por artropodes do género Aedes e Anopheles,
respectivamente. De modo predominante no Sul da Asia, Africa e Amazénia,
constituindo assim uma grande ameaga para o0s paises em desenvolvimento
(ANDERS; HAY, 2012; FAUCI; MORENS, 2012). DENV é uma das doengas
infecciosas agudas com maior circulagéo no Brasil, representando um grave problema
de saude publica principalmente nas regides de climas tropicais ou subtropicais.
Fatores como clima, crescimento populacional desordenado, estruturas basicas
inadequadas, migragao da zona rural para urbana s&o algumas condigbes favoraveis
para o desenvolvimento do mosquito Aedes aegypt, transmissor da doenga (COSTA;
CALADO, 2016). O DENV pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, sendo
um virus de cadeia simples, sentido positivo, com RNA agrupado em quatro sorotipos
antigenicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4
(RIGAU-PEREZ et al., 1998).

DENV manifesta um espectro clinico muito amplo, podendo apresentar desde
quadros assintomaticos a mais graves (hemorragia e choque), podendo evoluir para
ébito. (ARAUJO; DESMOULIERE; LEVINO, 2014). Segundo dados do Ministério da
Saude, a regidao Norte em 2019 apresentou uma taxa de incidéncia de 195,8
casos/100 mil habitantes. Destes, o estado do Amazonas registrou 2,8 mil casos
provaveis. Em Manaus, todos os sorotipos de dengue ocorrem simultaneamente
(MOURAO et al., 2015).

Assim como DENV, a malaria também é uma doenga prevalente na regiao
Amazdnica, sendo responsavel por mais de 42% dos casos de malaria nas Ameéricas.
Houve uma reducéo significativa do ano de 2000 com 1,2 milhdes de casos para
427.000 casos em 2013 (WHO, 2015). A propagacao da malaria no Brasil € fortemente
afetada pelas particularidades sociodemograficas, politicas e ambientais da regiao
amazodnica (SIQUEIRA et al., 2016). O principal vetor da transmissdo € o mosquito
Anopheles darlingi presente em aproximadamente 80% do pais, onde 99,8% dos
casos sao restritos a regido da Bacia Amazonica. O Plasmodium vivax (Pv)
corresponde a 83,7% dos casos registrados, o Plasmodium falciparum (Pf) a 16,3%,

sendo raramente observados casos por Plasmodium malariae (OLIVEIRA-FERREIRA
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et al., 2010).

No estado do Amazonas, durante os anos de 1960 a 1980, a malaria
apresentou pequenos niveis endémicos, com casos de epidemias em poucos
municipios. Na capital Manaus, a incidéncia da malaria é epidémica devido a presenca
de migrantes em grande escala, que saem da periferia da cidade, onde ha uma maior
presenca de criadouros do mosquito Anopheles. O aumento do desmatamento e a
ocupacédo desordenada de areas antes cobertas por mata, e agora por invasdes,
podem estar envolvidos com a reintrodugédo e permanéncia da doenga (SARAIVA et
al., 2009).

Segundo dados da FVS, em 2018 foram notificados 68.396 casos de malaria.
Houve uma redugao de 10% no numero de casos, comparado com 2017 que registrou
76.106 casos notificados. O ciclo biolégico do parasita ocorre quando o mosquito
injeta os esporozoitos na corrente sanguinea e parte deles, chegam aos hepatocitos
e conseguem se multiplicar e dar origem aos merozoitos, estes se rompem e sao
liberados na corrente sanguinea infectando as células do sangue. Esse processo é
capaz de evadir uma resposta imune e no caso da malaria falciparum ocasionar o
sequestro das formas maduras de trofozoitos e esquizontes do parasita para outros
orgaos do corpo.

A capacidade do Pf evadir a resposta imunologica do ser humano esta
associada ao sequestro de eritrocitos infectados para outros 6rgéos e este fendbmeno
esta correlacionado com sua maior patogenicidade. Uma vasta gama de receptores
endoteliais como ICAM-1, CD36, EPCR (receptor de proteina C endotelial), PECAM-
1, P-selectina, E-selectina dentre outros receptores podem se ligar a eritrécitos
infectados por Pf facilitando a citoaderéncia a essas moléculas de ligagao
(METWALLY et al., 2017).

Estudos mostraram que o Pv também tem a capacidade de realizar o
sequestro de eritrécitos infectados, embora este processo seja 10 vezes menor
comparado com o Pf. Este mecanismo de sequestro esta associado a malaria vivax
severa. Ainda que a infecc&o por Pv seja menos grave que por Pf, a acumulagdo em
determinados 6rgdos como pulmdo e placenta de eritrocitos infectados por
Plasmodium vivax (Pv-iEs) esta relacionada a uma resposta inflamatéria exacerbada
e com um quadro clinico grave (CARVALHO et al., 2010)

Atualmente, uma co-infecgdo entre malaria e outras diferentes espécies de

virus, como o HIV e influenza, tem sido reportada como um emergente problema
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mundial. Na Africa sub-sahariana, estudos recentes tém demonstrado que pacientes
infectados com o HIV (HOCHMAN; KIM, 2009) e a Influenza (THOMPSON et al.,
2012) sdo mais susceptiveis a infecdo por Pf. Além do mais, a infeccéo por Pf tornam
os pacientes HIV mais vulneraveis para a progressdo do quadro clinico da AIDS
(CUADROS; BRANSCUM; CROWLEY, 2011; ROGERSON; WIJESINGHE;
MESHNICK, 2010). Visto que, nesses pacientes a gravidade do quadro clinico podera
favorecer um aumento da citoaderéncia de PfiEs.

Como mencionado anteriormente, a malaria e a dengue sao doencgas
transmitidas por artrépodes para os seres humanos e consideradas emergentes. A
co-infecgdo DENV-maléria foi relatada em alguns estudos realizados na india,
Paquistdo, sudeste da Asia, Guiana Francesa e Brasil. Além disso, colaboradores do
NOSSO grupo, observaram a presenga de co-infeccdo de DENV e malaria (Pv e Pf) em
regides endémicas, o quadro clinico destes pacientes parece ser mais grave
(EPELBOIN et al., 2012; GUZMAN et al., 2010; HATI et al., 2012; MAGALHAES et al.,
2012). No entanto, até o presente momento ndo ha estudos envolvendo a resposta
imune em pacientes co-infectados com DENV-malaria.

Tanto dengue quanto malaria ocorrem em areas endémicas de paises em
desenvolvimento e ambas as patologias podem ocorrer simultaneamente. A infec¢ao
simultanea poderia levar o paciente a manifestar um quadro clinico mais grave, uma
vez que na malaria ocorre 0 mecanismo de citoadesao dos eritrécitos infectados pelo
plasmodium, com o sequestro das formas maduras do parasita para outros 6rgaos do
corpo, uma coinfecgao poderia intensificar essa citoadesao. Nossa hipétese € de que
células que sado permissiveis tanto a infeccdo por dengue quanto malaria e que
apresentam os receptores envolvidos no processo de citoadesio, possam aumentar

a citoadesao quando infectadas por DENV.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Malaria

Em paises tropicais e subtropicais, a malaria continua a ser um grave problema
de saude publica comparado com outras doencas parasitarias. Os mosquitos
transmissores da malaria pertencem ao género Anopheles e a ordem dos dipteros da
familia Culicidae. A transmissao ocorre em maior parte nas areas rurais € em menor
propor¢cao em areas urbanas. Nas ultimas décadas , 0o mundo vém realizando medidas
preventivas para o controle da malaria (ALONSO; TANNER, 2013). A malaria continua
endémica em 20 paises das Américas, onde a maior parte dos casos ocorrem na sub-
regido amazoénica. A argentina esta em processo de certificacdo da erradicagédo da
doenca, além de paises como Belize, Costa Rica e El Salvador, Equador, México e
Suriname que ja reduziram a incidéncia de casos autéctones. No Brasil, a area
endémica para a transmissao da doenga é a Regido Amazbnica que correspondem a
99% dos casos apresentados no pais. A regido Amazébnica, de todo o cenario
brasileiro € considerada a area de maior endemia para malaria, por apresentar
condicbes socioecondmicas e ambientais tais como saneamento basico, clima e
temperatura que favorecem a proliferacéo do vetor (PARISE, 2009)

Para o controle e prevengcao da presenca do vetor em areas endémicas €
realizada a distribuicdo de redes tratadas com inseticidas, pulverizagdo residual
interna, controle do vetor (redugédo da densidade do vetor ou da taxa de infectividade)
(YEWHALAW et al.,, 2017;HALSEY et al., 2017). Um dos problemas a serem
enfrentados agora é a resisténcia do parasita ao tratamento contra malaria. Em
estudos realizados na Papua Guinea, verificou-se a resisténcia de Pv a cloroquina,
assim como ocorre em Pf (RUNGSIHIRUNRAT et al., 2015).

Como apoio a prevengdo e controle da malaria, a empresa britanica
GlaxoSmithKline (GSK), esta testando a vacina RTS,S em crianga com idade entre 6
semanas a 17 meses na regido. Os casos de malaria foram reduzidos em 39% nos
primeiros 4 anos de vidas das criangas e 27% para os bebés. A RTS,S possui como
alvo a proteina de circunsporozoita (CSP) do Pf, que € expressa no esporozoito do
Plasmodium durante o estagio do seu ciclo de vida que ocorre nos hepatodcitos
(MORIS; JONGERT; MOST, 2017).
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2.1.1 Ciclo biolégico da malaria

A transmissao ocorre apds a picada do mosquito Anopheles fémea durante o
repasto sanguineo com intuito de alimentar sua prole. No momento da picada, ocorre
a inoculagdo da forma infectante para os humanos (os esporozoitos). Esses
esporozoitos sao levados da corrente sanguinea para os hepatdécitos (ciclo pré-
eritrocitico), onde amadurecem e transformam-se em merozoitos (ACHARYA et al.,
2017). Esses merozoitos se rompem e sao liberados na corrente sanguinea, onde
infectam as hemacias, dando inicio a fase intraeritrocitaria, onde ocorre a
transformacdo de merozoitos em trofozoitos, que futuramente dardo origem aos
esquizontes. Esses esquizontes rompem-se e sao liberados para a corrente
sanguinea na forma de merozoitos, que podem infectar novos eritrocitos ou se
diferenciar em gametocitos masculino ou gametdécitos feminino (KIRK, 2001).

Os gametdcitos masculino e feminino podem ser ingeridos pelo mosquito ao
alimentar-se de sangue de uma pessoa infectada, dando fim a fase de esquizogonia.
A proxima fase do ciclo ocorre no mosquito, chamada de esporogonia. Ao ingerir os
gametas apos o repasto ocorre a exflagelagdo, os gametocitos feminino diferenciam-
se em macrogametocito no Anopheles. O microgameta se funde com o macrogameta
dando origem ao zigoto, que se transforma na forma movél, o oocineto, no intestino
médio do vetor, o oocineto se transforma em oocisto (havendo a formagédo de
esporozoitos). Os oocistos se rompem e liberam milhares de esporozoitos para as
glandulas salivares dos mosquitos, estando prontos para continuar o ciclo e infectar
novos hospedeiros vertebrados (Figura 1) (MATUSCHEWSKI, 2006).

Na malaria por Pv, ocorre um processo chamado de recaida, na qual a forma
de hipnozoitas, ficam de forma latente no figado e pode resultar na liberagcdo de
merozoitos para a corrente sanguinea, dando inicio novamente a infecgao (WHITE,
2011).
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Figura 1: Ciclo biolégico do Plasmodium. Fonte: Adaptado da sigla em inglés CDC
(Centers for disease control and prevention).

2.1.2 Epidemiologia da Malaria

Em 2017, estima-se que 219 milhdes de casos tenham ocorrido mundialmente.
Destas, cerca de 435.000 mortes por malaria ocorreram em todo o mundo. No
continente africano, ocorre a maior prevaléncia dos casos de malaria no mundo, sendo
responsavel por aproximadamente 92% dos casos e 93% das mortes relacionadas a
malaria, o que ocorre principalmente em criangas menores de 5 anos por serem mais
susceptiveis a doencga, infeccdo e mortalidade. Em seguida, para os casos de
incidéncia de malaria estéo o Sudeste da Asia (5%) e Regido oriental do Mediterraneo
(2%). A taxa de incidéncia de malaria caiu para 18%, globalmente no periodo de 2010
a 2017. Mundialmente, cerca de 266 mil criangas vieram a obito em 2017. Mesmo
havendo redug&o na taxa, ainda continua elevado o numero de mortes em menores

de 5 anos em areas endémicas (Figura 2) (WHO, 2019).
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Taxas de incidéncia de Malaria, por pais 2000-2015

B Casos reduzidos a zero desde 2000 Minima mudanga de 50% na incidéncia projetada,
Na faixa de >75% de redugdo da incidéncia entre 2000-2015 2000-2015

Na faixa de >50 % -75% de redugdo de casos entre 2000-2015 B Aumento da incidéncia

Dados consistente insuficientes 1 Area de nio transmissdo 0 N3o aplicavél
para avaliar de Malaria

Figura 2: Incidéncia de malaria globalmente. Fonte: Adaptado de (WHO,2015).

No Brasil, ha 3 espécies responsaveis pela incidéncia da malaria: Pv, Pf e Pm.
Casos esporadicos podem ocorrer no Brasil por Plasmodium ovale, mas isto se deve
a importacédo de infecgbes advindas de regides do continente africano, ja que esta
especie é restrita a este continente. O Brasil apresenta uma média de 422.858 casos
totais por ano. De acordo com o Ministério da Saude, em 2018, o Brasil registrou
186.863 novos casos de Malaria (Figura 3). Dentre esses, mais de 90% dos casos
ocorreram na Regido Amazoénica. A Regiao Amazoénica € composta por: Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhao, Mato Grosso, Para, Rondbdnia, Roraima e Tocantins. Cerca de
73% dos casos registrados oriundos de outros paises, pertencem a Venezuela. Os
paises africanos representam uma menor proporgao nesse numero de casos (Brasil,
2019).
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Mapa de risco da malaria por municipio de infec¢do, Brasil, 2017.
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Figura 3: Epidemiologia de malaria no Brasil. Fonte: Sinan e Sivep-Malaria/SVS/MS.

Conforme dados do relatério do Sistema Nacional de Vigilancia em Saude, o
estado do Amazonas em 2019 notificou 63.361 casos de malaria, correspondendo um
total de mais de 20% dos casos da Amazonia Legal. Os municipios que tiveram maior
incidéncia de casos de malaria foram Sdo Gabriel da Cachoeira, Barcelos, Manaus e
Santa Isabel do Rio Negro. A Fundagédo de Vigilancia em Saude do Amazonas
também registrou uma diminui¢do no numero de casos por Pf, foram 1.417 casos a
menos em relagdo ao ano anterior. O numero de internagdes também reduziu tanto

no estado quanto nos municipios 16% e 15,8%, respectivamente (Brasil, 2011).

2.2 Dengue

DENV é transmitido pela picada dos mosquitos Aedes aegypti e em menor
proporcdo pelo Aedes albopictus. O DENV possui 4 sorotipos circulantes,
antigenicamente distintos (DENV1-4), os quais pertencem a familia Flaviviridae do
género Flavivirus. (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013). E um virus de RNA,
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com polaridade positiva e cadeia simples codificando 10 proteinas, sendo estas
divididas em trés proteinas estruturais: capsideo (C), membrana (prM) e envelope (E)
e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS)5)
(BACK; LUNDKVIST, 2013).

A prevencao e controle da dengue pode ser em trés etapas: controle fisico,
controle bioldgico e controle quimico. No controle fisico, sdo medida preventivas: o
mapeamento dos focos de dengue, vigilancia, determinagéo dos locais de oviposigéo,
programas de controle nas comunidades e educacgéo de estratégias de prevengéo.
Como estratégia no controle biolégico pode-se utilizar: bactérias geneticamente
modificadas que sado reintroduzidas no vetor limitando assim a transmissao da doenga,
vetores geneticamente modificados, uso de técnica de insetos estéreis, peixes
larvicolas e crustaceos. O controle quimico tem como foco o uso de inseticidas e
derivados de plantas, reguladores de crescimento de insetos, ferombnios como
abordagem de atrair e matar o inseto (RATHER et al., 2017).

Embora dengue n&o seja uma doenga recente, ainda ndo ha comercializagéo
de vacinas especificas mundialmente, mas existem algumas vacinas candidatas.
Umas dessas candidatas é vacina Dengvaxia que foi recentemente aprovada em 12
paises incluindo o Brasil, para individuos de 9 a 45 anos que moram em areas
endémicas, e vém sendo licenciada nesses paises desde dezembro de 2015. Essa
aprovacao foi baseada em estudos de fase lll, porém os estudos ainda estédo
avaliando a melhor definigdo da eficacia da vacina e seguranca (FEZZAZI, EL et al.,
2017;WICHMANN et al., 2017).

2.2.1 Ciclo de replicagdo do dengue
A infecgdo pelo DENV inicia quando o mosquito realiza seu repasto sanguineo no
hospedeiro e o virus € introduzido. A partir da picada, o virus entra e internaliza em
uma célula por endocitose, mediada pelos receptores do hospedeiro como Dendritic
Cell- molécula de adeséo intercelular especifica 3 agarradas a n&o integrinas (DC-
SIGN), sulfato de heparan, glicoesfingolipideo nLc4Cer, manose, CD14 e HSP70/90.
Apos a entrada do virus ocorre a acidificagdo do endossoma, fazendo com que haja
a fusdo da membrana vesicular e viral, permitindo a entrada do nucleocapsideo no
citoplasma e no genoma (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015).

O RNA de sentido positivo é traduzido em uma grande poliproteina no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Essa poliproteina € processada por clivagem pela
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acgao de proteases virais e do hospedeiro gerando as proteinas estruturais maduras.
Apoés essa clivagem, ocorre a tradugdo do RNA sentido positivo em um RNA de
sentido negativo, que atua como uma fita molde para formar novas particulas virais
de sentido positivo. Os virions imaturos ficam no RER, durante seu transporte para o
meio extracelular, a proteina prM funciona como uma protecgao, para impedir a fusédo
prematura. Com a maturagao dos virions no complexo de Golgi, através da clivagem
da proteina prM em M, as particulas virais estdo prontas para serem liberadas por
exocitose no meio extracelular (Figura 4) (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).
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Figura 4: Ciclo de replicacédo do DENV. Fonte: Adaptado de (SCREATON et al.,
2015)

2.2.2 Epidemiologia de Dengue

Nos ultimos anos, a incidéncia de dengue aumentou mundialmente, muitos
casos de dengue estao subnotificados, no entanto, uma estimativa recente indica que
390 milhdes de individuos podem ser infectados por ano, desses 96 milhdes podem
apresentar sintomas. Estima-se que 3,9 bilhdes de pessoas em 128 paises, estdo em
risco de infecgdo por dengue. De 2010 para 2016, os numeros de registros
aumentaram de 2,2 milhdes para 3,2 milhdes. O numero de casos em toda a América,



25

Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental superaram a margem de 3,4 milhdes em 2016.
Em 2016, as Américas relataram mais de 2,35 milhdes de casos (WHO, 2017).

No Brasil, segundo dados do boletim epidemiolégico langado pelo Ministério da
Saude, em 2019 até a semana epidemiolégica 11 (SE 11), foram registrados mais de
229 mil casos provaveis de dengue, tendo uma incidéncia de 109,9 casos/100
habitantes. A incidéncia por regides geograficas mostrou que as regides Centro-oeste
e Sudeste apresentaram as maiores taxas de incidéncia: 250,8/100 mil hab. casos e
170,8/100 mil hab., respectivamente (Brasil, 2019).

No estado do Amazonas em 2016, foram notificados 3694 casos de dengue,
destes 204 obtiveram positividade para dengue. A taxa de incidéncia de casos
notificados foi de 97,8/100.000 habitantes. Em 2019, de acordo com a SE 11 do
Ministério da Saude, o estado do Amazonas registrou 4.080.611 casos provaveis, com
uma taxa de incidéncia de 18,6 casos/ 100 mil hab. (FVS, 2016; Brasil, 2019).

2.3 Resposta imune

A resposta imunoldgica é realizada pelo sistema imune inato (responsavel pelo
reconhecimento dos microrganismos patogénicos) e adaptativo (responsavel pela
memoria imunolégica e os perfis de resposta imune celular e humoral). O
reconhecimento do Padrdo Molecular Associado aos Patégenos (PAMPs) é realizado
principalmente pelos Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs), Toll-like
receptores (TLR) e RIG-like receptores (RLRs) (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI,
2006). A ativacédo desses PRRs modula a expresséo de citocinas e de receptores de
superficie em mondcitos e células endoteliais. No entanto, as vias de sinalizagao
envolvidas na resposta imune contra malaria e DENV ainda ndo estdo totalmente
estabelecidas.

2.3.1 Resposta imune na malaria

Na malaria, um dos principais PRR’s envolvidos s&o membros da familia TLR’s
como TLR-2, TLR-4 e TLR-9, no entanto, o papel deles na patologia ainda ndo esta
claro. O fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) & essencial para a producéo de
citocinas por meio de TLR’s (COBAN et al., 2007). Os fagocitos, como por exemplo a
célula dendritica, macrofagos e mondcitos, apresentam em sua superficie os TLR’s,
0 mecanismo de acgdo de reconhecimento através de PAMP’s do patégeno incluem
GPI, hemozoina e toxinas permitindo a ativagao dessas células. Na malaria, ocorre

um fendmeno chamado tempestade de citocinas, onde o patégeno induz uma
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producao exacerbada da produgao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IFN-y
e IL-6. Os macrofagos e mondcitos sdo os principais mediadores, para que ocorra
esse evento que é observado durante o periodo de fase aguda da doenca (LOPEZ et
al., 2017);(HUNT; GRAU, 2003; PORTILLO et al., 2012).

Foram estudados até o momento 3 componentes no parasita capazes de
induzir uma resposta imune no hospedeiro: glicosilfosfatidinositol (GPI), hemozoina,
DNA e RNA. GPI's sédo estruturas de carboidratos preservada, etanolamina-fostato-
6Mana1-2Mana1-6Mana1-4GIcN, alpha (1-6) - ligada para o PIl. Estes ativam a
proteina tirosina quinase e a proteina quinase C, que juntos regulam a ativagédo do
fator de transcrigdo NF-kB. Os efeitos danosos de GPI's podem ser associadas a
possibilidade de induzir o TNF-a e outras citocinas pré-inflamatérias e éxido nitrico,
que contribuem para a patologia da doenga. Estudos mostraram que o
reconhecimento de GPI's de Pf por macrofagos ocorre por TLR2 e em menor
proporgao por TLR4 (Figura 5) (KRISHNEGOWDA et al., 2005)

A hemozoina (HZ), também conhecida como pigmento malarico € gerada a
partir da desintoxicagdo de moléculas de heme que persistem nos vacuolos
alimentares na malaria. Quando ocorre a ruptura do esquizonte e fagocitose pelas
células mieldides ocorre a liberagdo de HZ intracelular na circulagdo sanguinea,
ocasionando sua concentracdo no reticulo-endotelial. Estas, assim como GPI’s
também ativam macréfagos para produzir citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico pré-
inflamatérios e aumentam também a maturacdo de células dendriticas mieldides.
Verificou-se que tanto em testes in vitro quanto in vivo, a HZ complexada ao DNA ativa
TLRO e esta ativagao € dependente de MyD88 (Figura 5) (COBAN et al., 2005).

No entanto, ainda ndo é claro o papel da HZ na resposta imunoldgica, ndo se
sabe se ha outros receptores envolvidos além do TLR9. Pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para identificar se este pode ativar o NLRP3 e os componentes da
cascata de ativacao do inflamassoma, sendo responsavel por uma maior liberagcéo de
citocinas pro-inflamatorias (OLIVIER et al., 2014).

O genoma de Pf possui aproximadamente 300 CpG e 6000 motivos rico em AT
imunoestimuladores, Pv possui um numero parecido, contém préximo de 200 CpG.
Quando estes estao no fagolissomos ativam o receptor TLR9. O DNA de esquizontes
também induz a ativagao de TLR9, através de sua presenca citosélica (GOLENBOCK
et al., 2014). Além disso, o RNA citosodlico do Plasmodium induz a ativagdo de TLR7

via proteina 5 associada ao melanoma de diferenciacdo (MDAS5) e nédo via RIG- |
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(BACCARELLA et al., 2013)

| Producgao de citocinas |

I Fagocitose — Opsonizacdao |

TLR2 AGPI
IgG1 Hemozoina “* Q
'863 & TLRO = _Aa

%
C3b & Q:; m K>

‘ ‘( FoyR | “{ ' Produgdo de citocinas .,
FoR
CR1 FC*rR::laa /OCQ

Microparticles

Fagocitose sem
opsoniza¢ao
® " -
®
IgG1l

CD36 Mediadores soltveis
. IgG3
| Eritrocito infectado

I Inibicdo do crescimento do
f parasita
®%e Merozéitos

Figura 5. Ativacdo de mondcitos/macréfagos por PAMPs do Plasmodium. Fonte:
Adaptado de (CHUA et al., 2013).

Inibicao Dependente de
anticorpo

X

Mediante uma infecgdo por malaria, o hospedeiro produz uma grande
quantidade de citocinas pro-inflamatorias como: IL-6, TNF-a, IL-1, IL-12 IFN-y, essas
citocinas tem papel importante no crescimento parasitario (GOWDA, 2007). Segundo
SAMPAIO; ERIKSSON; SCHOFIELD, 2018), macrofagos e mondcitos de pacientes
infectados com plasmodium falciparum apresentaram um nivel menor de NF-«B,
TNF-a, IL-10, IL-6, MCP-1 (proteina quimioatraente monocitaria), MIP-1a (proteina
1a) e MIP-1pB, sugerindo que essa regulagdo imune por Pf-EMP, afeta fatores de
transcricéo, citocinas e quimiocinas do hospedeiro.

A cloroquina além de ser usada como droga antimalarica, também tem um
papel anti-inflamatério. Em doengas autoimunes é usada para tratar pacientes com
LES (lupus eritomatoso sistémico). A cloroquina com potencial anti-inflamatério
interage com os acidos nucleicos que s&o reconhecidos por TLR’s, como
consequéncia da interacdo da cloroquina com os acidos nucleicos causam
modificagdes estruturais nos TLR’s impedindo que haja reconhecimento dos acidos
nucleicos. Um outro papel importante da cloroquina é a inibicdo da autofagia ao
prejudicar a ligacdo do autofagossomo com os lisossomos. O farmaco também induz

uma desorganizagdo grave do complexo de Golgi endo-lisossémico, isso pode ter
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como consequéncia o comprometimento da fusdo e producdo de novas proteinas
(KUZNIK et al., 2011; MAUTHE et al., 2018).

2.3.2 Resposta imune no dengue

DENYV pode ocasionar uma febre rapida ou uma forma mais grave, denominada
febre hemorragica. A patologia pelo DENV pode propiciar algumas alteragdes no
sistema imune como: derrame vascular, diatese hemorragica, ascite, derrame pleural,
anemia e trombocitopenia. A trombocitopenia, desequilibrio na regulagdo da
coagulagao e fibrindlise talvez sejam indutores da dengue hemorragica (YEH et al.,
2013a).

Durante uma infecg&o viral, o sistema imune inato reconhece RNA ou DNA do
virus através de PRR’s, gerando um estado antiviral. Na resposta imune para dengue,
os PRR’s que estdo correlacionados a induzir uma resposta imune s&o o gene
indutivel pelo acido retinoico | (RIG-I) e a proteina 5 associada a diferenciacédo de
melanoma (MDAS), além desses, o TLR3 e TLR7 participam do reconhecimento do
virus da dengue. O RIG-I ativa a proteina de sinalizag&o antiviral mitocondrial (MAVS).
Como consequéncia dessa ativagdo, ha a ativagdo da quinase de ligacado TANK1
(TBK1) através de TRIF associado a TRAF3, levando a fosforilagdo de IKKe, fatores
reguladores de IFN fosforilantes (IRF3 e IRF7) que entram no nucleo para induzir a
producao de IFN tipo | como IFN. Varios inibidores para TBK1 ja foram descobertos,
dentre eles, o inibidor BX795, assim com a inibicdo de TBK1 ndo é possivel ocorrer a
fosforilacdo de IKKe e gerar um estado antiviral, permitindo assim que o virus possa
se replicar ainda mais (CLARK et al., 2009; UNO; ROSS, 2018).

Estudos mostraram que algumas citocinas estdo aumentadas em pacientes
com febre hemorragica do dengue, estas incluem, TNF-a e IFN-y, contribuindo para o
aumento da permeabilidade de células endoteliais durante o curso da doencga, no
entanto, outras citocinas também podem estar envolvidas como IL-12, IL-6 e IL-8. A
infeccdo pelo DENV modifica a expressdao de moléculas de adesdo em células
endoteliais e a producao de citocinas (DEWI; TAKASAKI; KURANE, 2004).

A ativacédo exacerbada de NF-kB na resposta imune contra o DENV reduz o
clareamento viral e ocorre uma produgao aumentada de citocinas que afetam os
monaocitos e a permeabilidade das células endoteliais, aumentando a expressao de
ICAM-1, CD-36 (YEH et al., 2013a). Essa elevagdo na expressao de receptores
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ligantes de mondcitos e plaquetas ativam estas células e aumentam os danos
vasculares. Os mecanismos iniciais da patogénese dessa doenga ainda estdo sendo
estudados e mais estudos sdo necessarios para entender melhor o mecanismo de
citoadesao de receptores e ativacdo de PRRs em células endoteliais infectadas pelo
DENV.

Nas infecgdes por DENV, ocorre um fenémeno no qual infecgdes secundarias
por diferentes sorotipos do dengue, podem levar a um aumento na gravidade da
doenca. O sistema imune apds uma primo-infeccdo por um determinado sorotipo do
virus, leva a uma imunidade protetora posteriormente ao mesmo sorotipo viral da
primeira infeccdo. Mas em infecgdes secundarias por heterétipos diferentes pode
ocorrer um melhoramento dependente de anticorpo sigla em inglés de (ADE) Esse
mecanismo de ADE inibi uma resposta antiviral através da diminuigao da resposta de
RLR-MAVS reduzindo a autofagia celular (HUANG et al., 2016)

Os anticorpos reativos cruzados neutralizantes que visam proteinas estruturais
virais facilitam a infecgdo de células portadoras do receptor Fcy, levando a um
aumento da carga viral. O aumento de anticorpos dependentes e células T de reagao
cruzada sao hipotéticas para desencadear uma resposta imune exacerbada e
distorcida a um sorotipo diferente de DENV, resultando em uma alta producéo de
citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a e IL-6 que levam a permeabilidade vascular e
endotelial (DEJNIRATTISAI et al., 2010; BEATTY et al., 2015).

No DENV ocorre uma disfungdo da barreira endotelial ocasionada pela
replicagdo viral, o qual leva o extravasamento plasmatico, porém essa disfungéo ainda
€ mal compreendida. Alguns estudos vém mostrando que esse vazamento plasmatico
ocorre devido a uma producéo exacerbada de citocinas pré-inflamatérias, fatores de
angiogenése e outros mediadores (por exemplo trombina, metaloproteinases e
prostaglandinas), ocasionando uma diminuicdo da funcdo da barreira endotelial e
como consequéncia um aumento da permeabilidade vascular (LIU et al., 2009). As
plaguetas também podem liberar uma grande quantidade de fatores, incluindo
citocinas que alteram a levam a uma alteracido da funcao endotelial e manifestacdes
patoldgicas. Durante a infec¢ao por dengue, as plaquetas ativam as vias dependentes
de caspase-1 para liberar IL-1p, essa liberagéo de IL-1p3 esta associada a um aumento
da permeabilidade vascular durante a doenga por DENV (HOTTZ et al., 2013)

Células endoteliais infectadas por DENV em pacientes pode agravar o quadro
clinico do hospedeiro, como mencionado anteriormente essa alteragdo das fungdes
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das barreiras permite a ativagao de células do sistema imune aumentando a produg¢ao
de citocinas e quimiciocinas contribuindo para uma maior viremia (Figura 6). A
proteina n&o estrutural NS1 que serve como marcador de diagndéstico para infecgao
aguda por DENV, pode se ligar a componentes do complemento do hospedeiro e inibir
a ativacao do complemento (BEATTY et al., 2015)

Os anticorpos reagem de forma cruzada com plaquetas, células endoteliais e
trombina sugerindo que assim contribuam para a patogénese. Estudos verificaram
que os proteoglicanos de heparan sulfato tiveram uma alta expressdo em células
endoteliais da microvasculatura primarias (HMVEC-d) e imortalizadas HMEC-1
infectadas com DENV. Derivados de Escherichia coli sulfatados conseguiram
bloquear a infecgdo por DENV das células HMVEC-d e HMEC-1 mostrando que o
virus se liga ao receptor heparan sulfato das células. No entanto, esse mecanismo da
gravidade de dengue como evasao da resposta imune por células endoteliais ainda &
mal compreendido DALRYMPLE; MACKOW, 2011; VERVAEKE et al., 2013).
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Figura 6: Representacdo esquematica do mecanismo de replicagéo viral de
dengue através de células endoteliais.

O DENV, utiliza células como macréfagos, mondcitos, células dendriticas e
HEP-G2 para sua replicagdo. O virus sofre endocitose via clatrina causando a
ativacao proteolitica de caspase 4, 7, 8 e 9, e mudanga no potencial de membrana
dessas células. Isso mostra que o virus pode utilizar varios mecanismos para se
replicar. Além disso, mostra a possibilidade do virus se direcionar para varios
compartimentos celulares do hospedeiro (THEPPARIT et al., 2004; SUKSANPAISAN,;
SUSANTAD; SMITH, 2009a).

A resposta imune em pacientes coinfectados com dengue e outros virus ja &

descrita na literatura. Por exemplo, uma infecgdo concomitante entre Zika e dengue
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reduz a capacidade de células TCD4 a produzir citocinas pro-inflamatérias como IFN-
v, TNF-a, e IL-2. Uma hiporresponsividade das células T efetoras, em uma grande
maioria de pacientes agudos contra o antigeno da DENV NS1 pode ocorrer devido a
uma exaustao clonal. Uma capacidade reduzida da funcéo de células T, pode interferir
no desenvolvimento de linfécitos de memdria especificos ou de reagdo cruzada
proporcionando uma baixa resposta em infec¢gbes futuras com outros arbovirus.
(BADOLATO-CORREA et al., 2017)

Outra possivel infecgdo simultédnea € a de DENV com o virus da influenza. Um
estudo feito com camundongos infectados observou que ocorre aumento no titulo de
anticorpos de DENV em 6rgdos como pulmao, rins e bago gerando um fendtipo
exacerbado da doencga. Além disso, esses animais apresentaram pneumonia grave,
com necrose dos pulmdes, e um maior numero de neutrofilos em comparagdo com
macrofagos ou mondcitos. Essa infecgdo conjunta de DENV e virus da influenza no
estudo mostrou ser letal para os camundongos (BADOLATO-CORREA et al., 2017;
SCHMID et al., 2017). Entretanto, a coinfeccao entre virus e o parasita da malaria
também é possivel.

Na literatura, vém sendo descrito que o quadro clinico de pacientes
coinfectados tendem a ser mais grave do que monoinfectados. Um estudo
restrospectivo realizado na Guiana Francesa no periodo de 2004 a 2010, identificou
em 104 pacientes coinfectados com dengue e malaria, que o nivel de plaquetas e
hematocrito estavam diminuidos, bem como proteina C reativa elevada (PCR) e baixa
carga parasitaria de Pf (EPELBOIN et al., 2012).

2.3.1.1 Coinfecg¢ao de malaria e virus

A coinfecgao entre malaria e outros virus ja vém sendo estudada a algum
tempo. Alguns estudos verificaram que a contagem de células CD4 em pacientes
coinfectados com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e malaria diminui
significativamente em comparacdo com monoinfectados. Pacientes coinfectados
apresentam malaria grave associada ao HIV, caracterizada por uma alta parasitemia
e anemia grave. As citocinas produzidas por células Th1 podem nao ser protetoras
contra a malaria. A expansédo de células Th17 e efetoras IL-22 podem atuar
concomitantemente com os anticorpos e outros componentes imunologicos para

evitar a malaria fatal em pacientes com apenas o plasmodium em seu organismo
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(RYAN-PAYSEUR et al., 2011; JEGEDE et al., 2017).

Uma outra possivel infeccdo simultdnea é da malaria com o virus da hepatite
C (HCV), os ultimos utilizam os hepatocitos para a replicagéo viral e parasitaria,
devido a esse mecanismo de compartilhamento de replicagdo no mesmo local, uma
possivel coinfecgcdo de malaria e HCV pode tornar o quadro de qualquer uma das
doengas mais grave (NASIR; YAKUBU; MUSTAPHA, 2017).

A infecgdo simultdnea por dengue e malaria também é capaz de ocorrer. Alguns
estudos mostraram que pacientes que apresentam concomitantemente as duas
infeccbes podem manifestar um quadro clinico mais grave, podendo desenvolver
anemia, hemorragia, plaquetopenia, febre, dentre outras manifestagdes clinicas.
Esses patogenos tém tropismo por algumas células humanas, podendo levar ao
aumento da permeabilidade vascular, facilitando a replicagao viral e permissividade a
infeccdo do parasita (EPELBOIN et al., 2012; MAGALHAES et al., 2012; NG et al.,
2015; DIONICIO et al., 2018).

Tabela 1: Estudos avaliando sintomas e manifesta¢des clinicas em pacientes
coinfectados por dengue e malaria.

Espécie de | Local de estudo Quadro clinico Referéncias
plasmodium

P. vivax e P.|Cayene (Guiana | Febre prolongada, | Epelboin et al,
falciparum Francesa) anemia, 2012.

trombocitopenia e
baixo hematdcrito
P. vivax Amazonas (Brasil) | Ictericia, vOmito, | Magalhdes et al,
sindrome febril | 2012.

aguda, mialgia |,
artralgia, dentre
outros sintomas.

P. vivax e P.|Lahore (Paquistdo) | Ictericia Assir, Masood,

falciparum Ahmad, 2014

P. vivax Amazonas (Brasil) | Trombocitopenia e | Magalhdes et al,
baixo hematocrito | 2014

P. vivax Amazonas (Brasil) | Hemorragia, febre | Mendonga et al,
prolongada, 2015
vomito,

hepatomegalia e
ictericia.
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2.3.1.2 Citoades&o em malaria

A mortalidade e a morbidade diferem para as espécies de parasita Plasmodium
falciparum e Plasmodium vivax. Pf tem um poder de se multiplicar em maior escala e
infectar mais eritrocitos (Pf-iEs) contribuindo para sua maior viruléncia. Mas é o
deslocamento das formas maduras de eritrécitos infectados por Pf da circulagéo
sanguinea para outros 6rgaos do corpo que causam o sequestro. Este € um evento
patogénico chave para o estabelecimento da infec¢ao, fazendo com que raras formas
maduras de Pf-iEs sejam observadas no sangue periférico durante a doenga. Em Pv,
a circulacao das formas maduras do parasita podem ser observadas frequentemente
em amostras de sangue periférico, sugerindo que esse sequestro talvez ndo ocorra
com esta espécie. A maioria dos casos de malaria grave registrados sdo quase que
exclusivos em Pf, exemplos disso sdo os episodios de malaria cerebral e placentaria
(CARVALHO et al., 2010b).

A citoaderéncia por Pf as células endoteliais € um fendmeno bastante
conhecido que coopera para uma maior patogenicidade e sequestro parasitario
(ROWE et al.,, 2009). Um estudo realizado por um de nossos colaboradores
demonstrou que eritrécitos infectados por Pv-iEs também sao capazes de aderir as
células endoteliais (Figura 6) (CARVALHO et al., 2010b; COSTA et al., 2011). Os
receptores endoteliais ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina sdo sugeridos para o
envolvimento na adesao. Células estimuladas com fator de necrose tumoral (TNF-a)
ou lipopolissacarideo (LPS) apresentam uma elevagdo na adesdo de Pv-iEs
(WASSMER; COMBES; GRAU, 2003).
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Figura 7: A: Formas maduras de Pv-iEs obtidos apds enriquecimento do
gradiente Percoll. B e C: Adesdo das formas maduras de Pv-iEs (trofozoitos e
esquizontes) as células endoteliais. Fonte: (COSTA, F. T. et al., 2011).

Pacientes com malaria grave por Pf tem uma perda generalizada da barreira
endotelial, devido a liberagdo de produtos ou componentes do parasita préximo ao
endotélio, resultando em uma regulagdo de expressao de moléculas de adesao,
producdo de quimiocinas, citocinas e aumento da permeabilidade vascular. As
histonas de merozoitos de Pfinduzem uma resposta pré-inflamatéria e permeabilidade
endotelial. O aumento da permeabilidade endotelial pelas histonas induz a ruptura das
proteinas juncionais e morte celular, ao qual pode estar relacionado com a alta carga
parasitaria GILLRIE et al., 2012)

Outra consequéncia dessa disfuncdo da barreira endotelial é o
comprometimento da permeabilidade vascular de érgaos vitais. Células endoteliais
infectadas por Plasmodium modifica, em sua superficie celular a permeabilidade do
endotélio vascular renal, contribuindo para um aumento dos microambientes
hipoxicos, resultado de uma combinacéo final de estresse oxidativo produzido durante
a infecgao e diminuigao da produgao de oxigénio para células e tecidos (ELIAS et al.,
2012; GILLRIE et al., 2012).
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Figura 8: Ativacdo das moléculas de ades&o durante o sequestro de eritrocitos
infectados por Plasmodium.

O sequestro de eritrocitos infectados por Plasmodium nao € um fenébmeno que
ocorre apenas in vitro. Estudos analisando autopsia de criancas de areas endémicas
para malaria como Africa e Malai, que morreram apés infeccdo por Plasmodium,
verificaram a presengca de Pf no cérebro. Um unico estudo realizado na regiédo
Amazdnica, por um de nossos colaboradores observou a presenca de Pv m tecidos
do figado, rins e pulmdo e ndo detectou a presenga no cérebro como nos outros
estudos. A causa da morte desses pacientes da regidao Amazodnica foi sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA), edema pulmonar associado a infiltrado
neutrofilico no espaco alveolar, ruptura do bago e disfungdo de multiplos 6rgaos. A
provavel causa dessas manifestacbes e complicagdes que levaram a morte desses
pacientes, pode ser devido a infec¢ao pelo Plasmodium, tendo em vista que, em todos
os estudos observaram-se a presenca de eritrocitos infectados nesses tecidos
(DOROVINI-ZIS et al., 2011; LACERDA et al., 2012; MOXON et al., 2013).

No entanto, outras células humanas estdo relacionadas a maturacdo do
parasita. Nas células hepaticas do hospedeiro, local da transformacdo de
esporozoitos em merozoitos liberam uma parcela dos estagios maduros do parasita.
Essas células hepaticas também podem expressar moléculas de adesao como ICAM-
1(HOLLINGDALE; LELAND; SCHWARTZ, 1983; STONANS et al., 1999). Tanto
dengue quanto a malaria tem tropismo por moléculas de adesao. Visto isso, nés nos
propusemos a avaliar se células infectadas por dengue aumentaria a ades&o de
eritrocitos infectados por plasmodium vivax. Até o presente momento ainda ndo ha
trabalhos mostrando a citoades&do por malaria durante uma coinfeccdo com outra
doenca. Este € o primeiro trabalho a ser realizado mostrando a citoadesao na

coinfec¢cdo dengue-malaria.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de citoadesao dos eritrocitos infectados por Plasmodium
vivax em células infectadas com virus Dengue (DENV).

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a expresséo de moléculas de adesdo em células HEP-G2 e investigar
in vitro a capacidade de citoadeséao de eritrocitos infectadas por Plasmodium
vivax na presenga ou auséncia de infecgao por virus Dengue e sua replicagao
viral

o Analisar o papel da resposta imune inata na expressdo de moléculas de
adeséao e capacidade de citoadesao de eritrocitos infectados por Plasmodium

vivax .
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo do tipo transversal experimental foi usado para caracterizacdo do
mecanismo da citoadesdo na coinfecgdo Dengue - Malaria. As amostras foram
coletadas no periodo de maio 2019 até agosto 2019, na Fundagdo de Medicina
Tropical (FMT-HVD) de Manaus, Amazonas, centro de referéncia para tratamento de
doencas tropicais na Amazénia Ocidental. Os pacientes confirmados positivos para
malaria vivax por gota espessa, foram convidados a participar do estudo, antes de
iniciar qualquer tratamento antimalarico. Apos a apresentacdo do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) e assinado pelo paciente, foi coletado 16mL

de sangue periférico em tubos contendo heparina.

Figura 9: Local de coleta das amostras - FMT-HVD. Fonte: Imagens de divulgagao
FMT-HVD.

4.1 Critérios de Inclusdo e Exclusao de pacientes

Foram incluidos pacientes maiores de 18 anos, com diagndostico microscépico
positivo para Pv com parasitemia igual ou maior que duas cruzes. Foram excluidos do
estudo os pacientes com diagndéstico microscopico para Pfou infecgdo mista (P. vivax
e P. falciparum), gestantes e pacientes que fizeram uso recente de antimalarico como

cloroquina e primaquina.

4.2 Comité de Etica
O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas (CEP/FUA) CAAE: 36936614.3.0000.5020.
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4.3 Cultura de células e cepa viral de DENV4

As células HEP-G2 (ATCC HB-8065), A549 (ATCC CCL185) e Vero (ATCC
CCL81) foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Gibco), suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, Life
Technologies, EUA), com 10.000 Unidades/mL de penicilina e 10.000 ug/mL de
estreptomicina (Gibco®, Life Technologies, EUA) e mantidas em 37°C e 5% de CO..
A cepa viral H241 (doacgao do Prof. Dr. Luiz Tadeu Figueiredo, FM-USP/Riberao Preto,
Sé&o Paulo) de DENVA4, foi replicada em células C6/36 (célula de Aedes albopictus),
em meio Leibowitz L15 contendo 2% de soro fetal bovino e temperatura de 28°C. Apos
6 a 7 dias de infec¢do, o sobrenadante foi coletado e centrifugado por 10 minutos a
5000 rpm e congelado no -80°C para ser utilizado nos experimentos. As células HEP-
G2 foram plaqueadas em placas de 24 pocgos, apos confluéncia de 80% foram
infectadas com 1 MOI (abreviatura do termo em inglés de “Multiplicity of Infection”) de

DENV4 para avaliar replicacédo e expressao de moléculas de adesao.

4.4 Citometria de Fluxo
As células HEP-G2 e A549 foram cultivadas e apds confluéncia de 80%, foram
tripsinizadas, em seguida foi adicionado DMEM com 10% de SFB e transferido 2x10°
para cada tubo de ensaio. As células foram lavadas 3 vezes com PBS. Seguidamente
foram homogeneizadas e adicionadas anticorpos monoclonais CD36 (10uL, Clone
CB38), CD54(20uL, Clone HA58) e CD106 (20uL, Clone 51-10C9) conjugados com
fluorocromo APC (BD Biosciences) em 50uL volume final com PBS +10% SFB. Foram
incubadas por 30 minutos na geladeira. Apds a marcagéo, as células foram lavadas 3
vezes com PBS, homogeneizadas. Em seguida foi adicionado 200uL de
paraformaldeido-PBS a 0,05% para a realizacdo da leitura no citometro de fluxo
FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) do Instituto
Leonidas e Maria Deane (ILMD)- Fiocruz Amazoénia. Para as analises foi utilizado o
programa FlowdJo (verséo 9.1).

4.5 Isolamento e enriquecimento do parasita
ApOs a coleta do sangue do paciente em tubo heparina foi feita uma lamina
para confirmar a presencga de trofozoitos e esquizontes. Posteriormente, a amostra foi

centrifugada para separagao de plasma. Os sedimentos sanguineos foram lavados 3
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vezes em meio RPMI 1640 (Sigma) incompleto (meio de lavagem) para um
hematdcrito final de 10%. A suspensdo foi conduzida a uma coluna de celulose
(Sigma) para a remogao dos leucocitos. Depois, os eritrécitos foram lavados 3 vezes
e suspendidos em meio RPMI 1640.

Os eritrocitos contendo trofozoitos e esquizontes, foram separados das formas
mais jovens, em um gradiente de 45% de Percoll (GE Healthcare) como descrito por
(CARVALHO et al., 2010c). Cinco mililitros (5mL) dessa solugéo foram sobrepostos
em uma solugcdo de 5mL de Percoll a 45% (2,25mL de Percoll, 2,25mL de agua
ultrapura filtrada e 0,5 microlitros (0,5uL) de RPMI 1640 (10x), em um tubo falcon de
15 mililitros (15mL). A solugao foi centrifugada a 1500g, sem freio e sem aceleragao,
por 15 minutos. Logo apds, a interface de células foi coletada e depositadas em tubo
falcon de 15mL e lavadas 3 vezes. Uma lamina pds Percoll foi realizada para
determinar a porcentagem de células parasitadas e o numero total de células obtidas

foi determinado a partir de contagem na cdmara de Neubauer.

4.6 Titulagéo Viral

Foi adicionado 1x10° de células HEP-G2 em placas de 24 pogos e mantidas
por 24h em incubadoras com temperatura de 37°C, contendo 5% de CO2, em meio
DMEM suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, Life
Technologies, EUA), com 10.000 Unidaddes/mL de penicilina e 10.000 ug/mL de
estreptomicina (Gibco®, Life Technologies, EUA). Apés o periodo de incubagéao, as
células foram infectadas com trés diferentes valores de MOI 0,1, 1 e 2 do virus dengue.
As células foram incubadas por 1h a 37°C, contendo 5% de CO> para que ocorresse
a adsorgao do virus. Logo apds, o sobrenadante viral foi retirado e adicionado meio
DMEM suplementado com 1% de SFB, as células foram mantidas na incubadora até
avaliagdo. O sobrenadante foi recolhido para avaliar a replicacdo do virus nessas
células.

Células Vero foram utilizadas para realizar a titulacdo viral. As células Vero
foram plaqueadas em placas de 24 pocgos e incubadas por 24h com temperatura de
37°C. Logo apds, foram realizadas diluigdes do estoque viral de 10" a 10° e mantidas
por 1h na incubadora. Depois, o virus foi retirado e adicionado uma solucédo de DMEM
2X concentrado suplementado a 2% de SFB com 1.5% de CMC (carboximetil
celulose). As células foram mantidas em cultura por 5 dias e ap0s isso foi realizado o
ensaio de PFU. As células foram fixadas com paraformadeido a 2,5% dissolvido em
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agua destilada por 1h a temperatura ambiente. Foi realizado 3 lavagens com PBS e
as células permeabilizadas com PBS+0,05% Tween (Sigma) por 10 minutos.
Novamente, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e bloqueadas com PBS +10%
de SFB por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas 3 vezes
com PBS e adicionado o anticorpo primario derivados de um pool de soro de pacientes
sabidamente positivos com alta titulagao para Flavivirus (1:200) e incubadas por 30
minutos. Apds isso, as células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS1X e
adicionado o anticorpo secundario anti-lgG de humanos (1:5000) e incubados por 30
minutos. Novamente as células foram lavadas com PBS e adicionado 200uL do
substrato TrueBlue para se ligar a enzima peroxidase conjugada ao anticorpo
secundario anti-lgG de humanos e incubadas por 20 minutos no escuro. A placa foi
lavada com agua corrente e o numero de focos foi estabelecido mediante contagem

a olho nu.

4.7 Ensaio de citoadesao

Foram utilizados para o ensaio de citoadesao, as células HEP-G2 como
descrito previamente (CARVALHO et al., 2010c) com modificagbes. Estas células
foram utilizadas por apresentar constitutivamente a molécula de adesdo CD54 (ICAM-
1), sabidamente envolvidas na citoades&o de Pv. Ao atingirem a confluéncia de 80%,
as células foram desagregadas, utilizando 1mL de Tripsina/EDTA. Em seguida, foram
adicionadas em laminas de 8 pogos (Lab-Tek) na presencga ou auséncia de 1 MOI
(multiplicidade de infecgdo) de DENV4, uvDENYV (virus da dengue inativo por luz ultra
violeta por 30 minutos), a uma concentracdo de BX795 (10uM/mL) ou cloroquina
(100uM/mL) e mantidas em incubagao por 4 dias.

Para avaliar o papel de ICAM-1 na adesao de Pv-iEs em presenga ou auséncia
do virus dengue, as células foram incubadas com ou sem anti-CD54 (1:10) por 1h a
37°C. Para avaliar papel das proteinas de superficie do parasita na adeséo, Pv-iEs
foram tratados com Tripsina por 30 minutos, apos foram centrifugados a 1500 RPM
por 5 minutos. Também foi feito uma incubagéo de por 1h a 37°C com soro de
pacientes com histérico de multiplas infeccdo de malaria para avaliar o possivel papel
de anticorpos em bloquear a adeséo dos Pv-iEs. Em seguida, foram adicionados em
cada pogo, 1x10° de Pv-iEs por pogo e incubados por 1h a 37°C. Apds a incubacio,

os eritrocitos n&o aderidos foram removidos por meio de extensivas lavagens com
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meio de adesao. As laminas foram fixadas e coradas com pandtico rapido e o numero

de Pv-iEs aderidos foram contados.

5. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPadPrism
(verséo 8.0). Nossos dados foram realizados através de testes ndo paramétricos de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Foram considerados valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Células HEP-G2 expressam a molécula de adesiao ICAM-1 em
condicoes basais

Primeiramente, nés verificamos a expressao de moléculas de adesdo PECAM-
1, ICAM-1 e VCAM-1 em células epiteliais do carcinoma hepatocelular humano (HEP-
G2) e em células epiteliais do adenocarcinoma alveolar humano (A549). HEP-G2
expressa a molécula de adesao ICAM-1 em condicbées normais € ndo expressou a
molécula PECAM-1 e VCAM-1 (Figura 10). No entanto, a célula A549 ndo expressou
nenhuma das trés moléculas de adesdo avaliadas no nosso estudo em células

tratadas nos tubos de ensaio com os marcadores acima.
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Figura 10: As células HEP-G2 expressam a molécula de adesdo ICAM-1. As
células cresceram até uma confluéncia de 80% até o dia da analise. A: Demonstracao
estratégica da populagdo selecionada e citometria. B: A expressao celular das
moléculas de adesdo PECAM-1, ICAM-1 VCAM-1 foi analisada por imunofenotipagem
por citometria de fluxo. O valor da intensidade média de fluorescéncia (MFI) é dado
no canto superior direito. No eixo X € mostrado a MF| em escala logaritmica, enquanto
0 eixo Y representa o numero de células. A imagem é representativa de um
experimento, os dados foram gerados em triplicatas.

6.2 Replicagcao de DENV4 e expressao da molécula ICAM-1 esta

aumentada em células HEP-G2

Para verificar se o virus DENV4 se replica em células HEP-G2, nds analisamos
0 sobrenadante dessas células com 48 e 96 horas pos-infeccdo, e com trés
concentragdes diferentes de virus (MOI 0,1,1 e 2). A Figura 11A mostra que, com
dois dias de infecgéo, a replicacdo do virus aumenta gradativamente em funcdo da
quantidade de particulas virais utilizadas, sendo representada pela quantidade de
unidade formadora de focos por mL (FFU/mL) mas nao é estatisticamente significante.
No entanto, apds quatro dias de infeccao, a replicagao do virus se mantém proxima
entre as trés concentragcdes de MOI (multiplicidade de infeccdo) de DENV4 utilizadas
no nosso estudo.

A expressao de ICAM-1 também foi analisada em células HEP-G2 infectadas
por DENV4 nesses dois tempos e nas trés concentracbes de MOI de virus. Nos
observamos que, apos dois dias de infeccdo, ndo houve diferenga nos niveis de
expressao de ICAM-1 para as trés concentracées de MOl em comparagéo ao controle
de células sem infecgédo. No entanto, com quatro dias de infecg&o € possivel observar
que a expressao de ICAM-1 aumentou significativamente de acordo com a quantidade
de particulas virais na célula, comparado ao controle, e se mantém similar entre as

concentragdes de MOI 1 e 2 de virus (Figura 11B).
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Figura 11: DENV4 se replica em células HEP-G2 e aumentam a expressao de
ICAM-1 apds 96H de infecgao pelo virus. As células foram infectadas e incubadas
por 48 e 96 horas e foram utilizadas trés concentragcdes de MOI de 0.1, 1 e 2 de
DENV4. A: Replicagdo de DENV4 em células epiteliais HEP-G2. O sobrenadante foi
coletado para avaliar a replicagao do virus por Unidade Formadora de Foco por mL
(FFU/mL). (B) As células foram marcadas e imunofenotipadas por citometria de fluxo
e o nivel de expressao de ICAM-1 foi dado por porcentagem de MFI. B: Expresséao de
ICAM-1 apos 48 horas e 96 horas de infeccdo por DENV4. As medidas foram feitas
em ftriplicatas e os resultados mostrados representam a média * desvio padréo; n=3.
Os dados foram analisados usando o two-way ANOVA com o teste de multiplas
comparacgoes de Tukey. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas
quando p<0.05, sendo mostrados: **p<0.01, ***p<0.001. Todos os graficos sao
representativos de um experimento.



45

6.3 Citoadesao de PviEs em células HEP-G2 infectadas por DENV4

Os PviEs foram testados pela primeira vez quanto a sua capacidade de
citoaderir em células HEP-G2. Os PviEs foram obtidos de pacientes nao graves. O
fendmeno de citoadesao do parasita foi avaliado em dois momentos (48 e 96 horas),
na presenga ou auséncia de células infetadas com DENV4 ou na presenga do virus
inativado por luz ultravioleta (UV).

Nés observamos que apds 48 horas de infeccdo por DENV4, ndo houve
aumento da adesao do parasita a célula infectada (Figura 12 A-B). Sugere-se que o
virus nao esta conseguindo se replicar suficientemente em 48 horas para aumentar a
expresséo de ICAM-1, suportando os dados da Figura 11B avaliando a expresséao de
ICAM-1 apds dois dias de infecgdo. No entanto, com 96 horas de infeccédo da célula
pelo virus, conseguimos observar um aumento na taxa de adesao do parasita (Figura
12 A-B). Esses dados corroboram com os resultados da Figura 11B, no qual a
infecgdo por virus aumentou a expressao de ICAM-1 com quatro dias de infecgao.
Noés avaliamos também a porcentagem das fases do parasita obtidos ap6s o gradiente
Percoll (Figura 12C). Vimos que a maior porcentagem dentre as fases obtidas foi de

trofozoitos (82,3%), seguido de gametdcitos (13,4%) e esquizontes (4,1%).
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Figura 12: A citoadesdao de PviEs esta elevada nas células infectadas por
DENV4. (A, B): A citoadesédo de eritrocitos parasitados em células HEP-G2 foi
analisada com 48 horas e 96 horas de infecgdo na concentracdo de 1 MOI de virus.
B: Adesdo de PviEs por mm? em células HEP-G2 nao infectadas e infectadas por
DENV4 ap6s 48 horas (graficos a esquerda) e 96 horas de infecgao (graficos a direita).
C: Fases do parasita obtidos para ensaio de citoadesao apos extragao pelo gradiente
Percoll. As laminas foram coradas com panético. Os dados representam a média de
Pv-iEs aderidos por poco + desvio padrao de trés experimentos; n=3. Os dados foram
analisados usando o two-way ANOVA com o teste de mdultiplas comparagdes de
Tukey. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0.05,
sendo mostrado: *p<0.05.
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6.4 DENV-4 inativado ndao aumenta a citoadesao de PviEs

Para confirmar se infecgdo pelo virus em células HEPG2, aumenta a adeséao
de PviEs, n6Gs inativamos o virus por UV e observamos a capacidade de adesdo dos
PviEs (Figura 13). Verificamos que a adesdo dos PviEs ndo aumentou quando
colocados em contato com as células infectadas com o virus inativado, quando
comparada as células infectadas com o virus ativo. Isso mostra que a replicagcédo do

virus tem um papel importante no aumento da citoades&o em células infectadas.
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Figura 13: DENV4 inativado por UV ndo aumenta a adesao de PviEs nas células.
O experimento foi realizado em células HEP-G2 infectadas por DENV4 na
concentragdo de 1MOI e uvDENV4 (virus DENV4 inativado por UV). O tempo de
infeccao por DENV4 foi de 96h. Foi adicionado 1x10° de parasita, incubados por 1h a
37°C em laminas de 8 pogos de cultura (0,80 cm?/pogo), extensivamente lavados e os
Pv-iEs aderidos foram contados. O resultado € representativo de 3 experimentos
independentes. Os dados representam a média de Pv-iEs aderidos por pogo + desvio
padrdao de trés experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way
ANOVA com o teste de multiplas comparag¢des de Tukey. As diferengas estatisticas
foram consideradas significativas quando p<0.05.

6.5 O tratamento de Pv-iEs com tripsina diminui a adesao na coinfecgao

dengue-malaria

Para observar se as proteinas do parasita estavam envolvidas na citoadesao
dos eritrécitos aos receptores celulares, eritrécitos infectados foram pré-tratados com
ou sem tripsina (Figura 14). A adesé&o dos Pv-iEs tratados com tripsina diminuiu tanto
nas células ndo infectadas (p<0.05) quanto nas infectadas por DENV4 (p<0.001)

comparada com o PviEs aderidos em células sem tratamento.
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Figura 14: As proteinas do parasita parecem estar envolvidas na citoadesao de
células coinfectadas. O experimento foi realizado em células HEP-G2 n&o infectadas
e na presenga de Pv-iEs tratados com ou sem tripsina (a esquerda), e em células
infectadas por DENV4 na presenca de Pv-iEs tratados com ou sem tripsina (a direita).
Foi adicionado 1x10° de parasita, incubados por 1h a 37°C em laminas de 8 pocos de
cultura (0,80 cm?/pogo), foram lavados 10 vezes no meio de citoadeséo e os Pv-iEs
aderidos foram contados. O resultado é representativo de dois experimentos
independentes. Os dados representam a média de Pv-iEs aderidos por pogo + desvio
padrdao de dois experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way
ANOVA com o teste de multiplas comparag¢des de Tukey. As diferengas estatisticas
foram consideradas significativas quando p<0.05, sendo mostrados: *p<0.05,
***p<0.001.

6.6 Anticorpos contra Plasmodium vivax nao diminuem a adesao de Pv-
iEs em células HEP-G2 infectadas por DENV4

Foi avaliado também a capacidade de adesao de Pv-iEs apds tratamento com
soro humano contendo anticorpos contra Plasmodium vivax (soro anti-Pv). Noés
observamos, que néo houve alteracédo na citoadesao tanto em células nao-infectadas
quanto infectadas por DENV-4 tratadas com anti-Pv (Figura 15).
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Figura 15: Anticorpos contra Plasmodium vivax nao reduzem a citoadesao em
células infectadas por DENV4. O experimento foi realizado em células HEP-G2 nao
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infectadas e infectadas por DENV-4 e na presenca de Pv-iEs tratados com e sem soro
anti-Pv. Foi adicionado 1x10° de parasita, incubados por 1h a 37°C em laminas de 8
pogos de cultura (0,80 cm?/pogo), extensivamente lavados e os Pv-iEs aderidos foram
contados. O resultado € representativo de 3 experimentos independentes. Os dados
representam a média de Pv-iEs aderidos por po¢o + desvio padrdo de trés
experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way ANOVA com o teste
de multiplas comparagdes de Tukey. As diferencas estatisticas foram consideradas
significativas quando p<0.05.

6.7 A droga BX795 aumenta a expressao de ICAM-1 em HEP-G2 infectadas

por DENV4, mas o mesmo nao ocorre para Cloroquina

Nés avaliamos a expressao de ICAM-1 apds as células infectadas serem
tratadas na presenga ou auséncia dos imunomoduladores BX795 e Cloroquina.
Observamos que a expressdo de ICAM-1 aumentou nas células infectadas na
presenca de BX795 comparada as células infectadas sem estimulo com o inibidor
(p<0.0001) (Figura 16A). As células em contato com cloroquina sem infecgdo por
DENV4 aumentou a expressao de ICAM-1 comparada com as células sem a presenca
da droga (p<0.0001). O tratamento das células infectadas por DENV4 com cloroquina
nao alterou a expressado de ICAM-1 comparada a células infectadas n&o tratadas.
(Figura 16B).
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Figura 16: Os inibidores BX795 e Cloroquina aumentam a expressao de ICAM-1
em células infectadas por DENV4. A expressdo da molécula de adesdo foi
determinada em células infectadas ou ndo na presenca ou auséncia de BX795 (A) e
de cloroquina (B). As células foram marcadas e imunofenotipadas por citometria de
fluxo e o nivel de expresséo de ICAM-1 foi dado por porcentagem de MFI. O resultado
€ representativo de trés experimentos independentes. Os dados representam a média
de expressao de ICAM-1 + desvio padrao de trés experimentos; n=3. Os dados foram
analisados usando o two-way ANOVA com o teste de multiplas comparacdes de
Tukey. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0.05,
sendo mostrados: ***p<0.001, ****p<0.0001
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6.8 Citoadesao de PviEs em células HEP-G2 infectadas por DENV-4

diminui na presenc¢a do inibidor BX795, mas nao na presenca de Cloroquina

Para avaliar a adesao dos PviEs apos o estimulo com BX795 ou Cloroquina,
as células foram tratadas na presenca ou auséncia de cada droga, e com ou sem
infeccdo por DENV4. N6s notamos que nas células infectadas, a adesédo dos PviEs
diminuiu na presencga de BX795 comparada a célula infectada sem estimulo com o
inibidor (p<0.05) (Figura 17A). O uso de cloroquina nao influenciou a diminuicado da
adesédo de PviEs em células infectadas por DENV-4 comparada aos PviEs aderidos a

células infectadas na auséncia da droga (Figura 17B).
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Figura 17: Citoadesdo de PviEs em células HEP-G2 infectadas por DENV-4
diminui na presenca de BX795 mas nao reduz na preseng¢a de Cloroquina.
Adesao de PviEs em células infectadas ou ndo na presenca ou auséncia de BX795
(A) e da droga cloroquina (B). Foi adicionado 1x10° de parasita, incubados por 1h a
37°C em laminas de 8 pogos de cultura (0,80 cm?/pogo), extensivamente lavados e os
Pv-iEs aderidos foram contados. O resultado € representativo de 2 experimentos
independentes. Os dados representam a média de Pv-iEs aderidos por pogo + desvio
padrdao de trés experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way
ANOVA com o teste de multiplas comparag¢des de Tukey. As diferengas estatisticas
foram consideradas significativas quando p<0.05, sendo mostrados: *p<0.05.

6.9 Bloqueio de ICAM-1 reduz a citoadesao de Pv-iEs em células HEP-G2
infectadas por DENV4

Em seguida, nds investigamos se o receptor ICAM-1 estava envolvido no
fendbmeno de citoadesdo. A habilidade de citoadesao foi avaliada na presenca ou
auséncia de anticorpo anti-ICAM-1 (a-ICAM-1) em células infectadas ou nao por
DENV-4 (Figura 18). NO0s observamos que a ades&o de Pv-iEs diminuiu com a
presenca de a-ICAM-1 mesmo apos infeccdo por DENV-4 comparado ao grupo de

PviEs infectados por DENV-4 na auséncia de a-lcam-1 (p<0.001).
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Figura 18: A molécula de adesdo ICAM-1 participa da adesdo de PviEs em
células infectadas. O experimento foi realizado em células HEP-G2 nao infectadas
€ na presenga ou auséncia de a-lcam-1 (a esquerda), e em células infectadas por
DENV4 na presencga ou auséncia de a-ICAM-1 (a direita). Foi adicionado 1x10° de
parasita, incubados por 1h a 37°C em laminas de 8 pogos de cultura (0,80 cm?/pogo),
extensivamente lavados e os Pv-iEs aderidos foram contados. O resultado é
representativo de trés experimentos independentes. Os dados representam a média
de Pv-iEs aderidos por pogo + desvio padrao de dois experimentos; n=3. Os dados
foram analisados usando o two-way ANOVA com o teste de multiplas comparagdes
de Tukey. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0.05,
sendo mostrados: *p<0.05, ***p<0.001.

7. DISCUSSAO

E de conhecimento da literatura que tanto o virus da dengue quanto a maléria
tém tropismo por células hepaticas. O virus utiliza a maquinaria celular para sua
replicacdo mediado por clatrina e sulfato de heparan. Ja o parasita da malaria usa os
hepatocitos para dar inicio a esquizogonia, onde comega a fase extraeritrocitica do
parasita onde passa de esporozoito para merozoito, para entdo dar inicio a fase
intraeritrocitica do parasita (KAISER; CAMARGO; KAPPE, 2003; SUKSANPAISAN;
SUSANTAD; SMITH, 2009b; ARTPRADIT et al., 2013). Baseado nesses achados e
sabendo a capacidade do parasita da malaria em realizar o fenbmeno da
citoaderéncia, n0s nos propusemos a investigar a capacidade citoadesiva do parasita
em células HEP-G2 com coinfecgdo dengue-malaria.

A expressao de moléculas de adeséo € constitutiva de células endoteliais como
HBMEC, HUVEC, HMEC-1 e esta relacionada a migracdo transendotelial de
leucocitos durante um processo infeccioso e inflamatoério. Essas moléculas formam
uma barreira que separa a corrente sanguinea dos 6rgdos e tecidos subjacentes.

Algumas dessas moléculas como VCAM-1, PECAM-1, ICAM-1 e E-selectina estédo
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envolvidas nesse processo de recrutamento de leucocitos (CERUTTI; RIDLEY, 2017;
TAVARES; MUSCARA, 2018). Nosso estudo mostrou que células HEP-G2, mas nao
A549, expressam a molécula de adesdo ICAM-1 e que essa molécula é constitutiva
dessa linhagem celular em crescimento em moncamada celular em superficie plastica.
Outras duas moléculas, PECAM-1 e VCAM-1, foram avaliadas. PECAM-1 apresentou
uma baixa expressao em HEP-G2, e VCAM-1 nao foi expressa por nenhuma das duas
linhagens utilizadas em nosso projeto. Um estudo avaliando a expressao de ICAM-1
mostrou que IFN-y € uma das principais citocinas nos hepatdcitos responsaveis pela
expresséo de ICAM-1 (STONANS et al., 1999).

Como mencionado anteriormente, o virus da dengue utiliza a maquinaria
celular para se replicar via endocitose. Uma das principais vias para entrada em
células HEP-G2 ¢ a clatrina, no entanto, essa ndo € a unica via utilizada pelo virus
para replicagdo. Como consequéncia da entrada do virus na célula, ocorre estresse
no reticulo endoplasmatico, apoptose e indugdo de autofagia. Além disso, dengue
pode estimular macréfagos e células endoteliais a expressar fator inibitorio de
migragdo de macrofago (MIF), o qual leva a ativagdo de Trombomodulina e ICAM-1
por meio de sinalizagao de Erk, JNK MAPK e PI3K. O aumento da expressao de ICAM-
1 pode ser dependente do contato com o sobrenadante de macréfagos infectados pelo
virus (THEPPARIT et al., 2004; SUKSANPAISAN; SUSANTAD; SMITH, 2009a; YEH
et al., 2013b). No6s observamos que dengue conseguiu se replicar em células HEP-
G2, como observado em outros estudos. E em virtude da replicagéo viral, houve um
aumento da expressao de ICAM-1, totalmente dependente do contato do virus com a
célula.

O mecanismo de citoadesdo na malaria tem sido fortemente relacionado com
casos de malaria grave em infecgdes por Plasmodium falciparum (Pf) e P. vivax (Pv),
uma vez que eritrocitos infectados por essas espécies de Plasmodium foram
encontrados citoaderidos em 6rgaos de diferentes tecidos em estudo post-morten
(DOROVINI-ZIS et al.,, 2011; LACERDA et al., 2012). Entretanto, a capacidade
adesiva do Pf ndo é restrita a gravidade da doenga, pois os estagios maduros dos
parasitas ndo sao encontrados na corrente sanguinea de pacientes com quadro
clinico sem gravidade. Portanto, demonstra que esse sequestro das formas maduras
para outros tecidos é um mecanismo pertencente a biologia do parasita e ndo é
exclusivo de casos graves de malaria (HUGHES; BIAGINI; CRAIG, 2010; OCHOLA et
al., 2011). Atualmente, sabe-se que a citoaderéncia e sequestro dos eritrocitos
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infectados € um mecanismo de escape do parasita contra a resposta imune do
hospedeiro, fazendo com que ndo ocorra sua depuragdo no bago (PASTERNAK;
DZIKOWSKI, 2009).

Alguns estudos analisaram fatores bioldgicos envolvidos nesse fendbmeno,
mostrando a participagdo da proteina de membrana de Pf (PfEMP-1) e de proteinas
codificadas por genes variantes presentes na superficie de eritrocitos infectados. Além
disso, identificaram em células endoteliais, os receptores responsaveis por esse
mecanismo de adesdo como ICAM-1, CD36, VCAM-1 e CSA (CARVALHO et al.,
2010c; HUGHES; BIAGINI; CRAIG, 2010; BERNABEU et al., 2012; MUSTAFFA et al.,
2017).

Estudos ja ttm demonstrado que a citoades&do n&o € um processo exclusivo de
Pf, sendo observado que isolados de pacientes infectados por Pv também sao
capazes de citoaderir (CARVALHO et al., 2010c). O presente estudo corroborou com
trabalhos anteriores e mostrou pela primeira vez que eritrocitos infectados por P. vivax
foram capazes de aderir a células HEP-G2 na presencga ou auséncia de DENV-4.

Nesse estudo foi avaliada a capacidade citoadesiva das formas maduras de
PviEs em modelo in vitro de células HEP-G2 com e sem infec¢gao por DENV4 e virus
inativado por UV. Foi possivel observar que PviEs apresentaram habilidade de aderir
as células HEP-G2, no entanto, com 48 horas de infecgdo, ndo observamos aumento
da adesao dos eritrécitos infectados em células infectadas por DENV4. Junto a isso,
a expressao de ICAM-1 ndo aumentou apds dois dias de infecgao da célula pelo virus.
Mas a adesao de PviEs e expressao de ICAM-1 aumentou apds 96 horas de infecgao
da célula. Mostrando que o tempo de exposi¢ao da célula ao virus é determinante
para o aumento ICAM-1 e adesao de PvViEs.

Vimos também que as fases maduras parasitarias estavam envolvidas no
fendbmeno da citoadesao, corroborando com dados da literatura que observaram as
formas maduras do parasita de trofozoitos, esquizontes e gametdcitos envolvidos no
processo de citoadesao (ROGERS et al., 2000; CARVALHO et al., 2010a)

Os experimentos com eritrocitos infectados tratados com tripsina mostram que
os ligantes do parasita aos receptores estdo presentes na superficie dos eritrocitos,
uma vez que a adesdo diminuiu nos eritrocitos tratados com tripsina mesmo na
presenca do DENV4. Isso nos leva a pensar que a citoades&o € uma ligagao entre
proteina do parasita com receptor da célula. Esses resultados também foram
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encontrados em um estudo que exibiu a resisténcia dos PfiEs a tripsina e que estes
estdo implicados na adesao de PfiEs (CHAKRAVORTY et al., 2007).

Nés mostramos também que ndo houve diferenga na inibicdo da ligagdo do
parasita tanto a célula infectada quanto nao infectada, quando os parasitas foram
expostos a um pool de soro humano contendo anticorpos contra malaria vivax. Outros
estudos ja apontaram que a inibicdo da adesdo do parasita ndo diminuiu apés
utilizagcdo de soro humano imune a Plasmodium sp. Acredita-se que os dominios de
ades&o sejam mais conservados ou antigenicamente restritos que outros dominios de
reconhecimento do anticorpo, sendo assim, os anticorpos direcionados aos sitios de
ligacdo ao receptor podem ter uma atividade mais ampla. Existe também uma grande
diferenga antigénica entre os isolados, o que pode ser explicado pelas diferengas nas
formas de PfEMP1 expressas. Além disso, o polimorfismo de var2csa se correlaciona
com a variagao antigénica, influenciando assim na ligagéo de anticorpos de memoria
e diferencas nas propriedades de PfEMP1 e adesdo do parasita. A exposi¢cao
sucessiva a infecgdo por malaria, em mulheres gravidas primigestas ou que tiveram
mais de uma gravidez, pode aumentar a reagéo de anticorpos cruzados e/ou elevar o
repertério de anticorpos especificos de variantes com a quantidade de vezes que a
pessoa teve contato com o parasita (BEESON et al., 2004, 2005, 2006).

Os receptores de reconhecimento padrédo (PRR’s) TLR3 e TLR4 e os
receptores citosélicos RIG-I e MDA-5 podem ativar a via de sinalizacdo TRIF para
indugao de um estado antiviral (KAWAI; AKIRA, 2006). A quinase de ligagdo de TANK
1 (TBK1) e a quinase IKBe (IKKe) sdo proteinas necessarias para a regulagao e
producao de interferons Tipo 1 em estimulo por infecgdes virais e bacterianas. O uso
do inibidor BX795 especifico para TBK1 e IKKe bloqueia a fosforilagao, translocacao
nuclear e atividade transcricional do fator regulador interferon 3, mas ndo tem
influéncia na ativagdo de NFxB ((KAWAI; AKIRA, 2006; TAKEUCHI; AKIRA, 2008;
CLARK et al., 2009). A cloroquina € uma droga de primeira escolha para o tratamento
antimalarico em regiées onde nao ha resisténcia ao tratamento pela medicac¢do, no
entanto, € bem descrito na literatura que até mesmo nessas areas ocorre certa
resisténcia ao tratamento. Além de ser uma droga antimalarica, a cloroquina também
tem potencial anti-inflamatério em doengas autoimunes. Em tais doenca, a ligacéo do
acido nucleico ao TLR endossomal ativa a via de sinalizagdo, induzindo a producgéao
de citocinas pro-inflamatorias. Entretanto, a associagao de acido nucleico com a droga
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antimalarica inibe a ativagdo de TLR’s, levando a modificagbes estruturais do ligante
TLR e impedindo a ativagdo de &cido nucleicos pelo TLR (KUZNIK et al., 2011; YUAN
et al., 2015).

Nossos resultados revelaram por citometria que as células HEP-G2 infectadas
e tratadas com BX795 aumentaram a expressao da molécula ICAM-1 em comparagao
a células infectadas sem estimulo da droga. No entanto, quando as células infectadas
foram tratadas com cloroquina, a expressao de ICAM-1 ndo aumentou. Isso mostra
que o uso do inibidor BX795, mas nao a cloroquina aumenta a replicagdo viral,
induzindo o aumento da expressao de ICAM-1. N6s observamos também que a
citoadesao de PviEs diminuiu apenas nas células infectadas por DENV4 na presenca
de BX795 e a cloroquina nao influenciou na citoadesao de PviEs, tanto nas células
nao infectadas quanto nas células infectadas.

Nés conseguimos demonstrar que PviEs sédo passiveis de aderir a célula HEP-
G2 infectadas. Em virtude disso, decidimos investigar o potencial efeito do receptor
expresso na ceélula envolvido nesse fendbmeno e, assim, testamos um dos principais
receptores deste processo, o ICAM-1. Foi possivel verificar que a capacidade adesiva
dos PviEs na presenga do anticorpo contra ICAM-1 reduziu a quantidade de parasitas
aderidos, inclusive nas células infectadas por DENV-4. Um outro trabalho observou o
mesmo fendbmeno, e os pesquisadores estudaram a capacidade de adesdo do
parasita apds o uso de anticorpo contra ICAM-1, CD36 e CSA em diferentes isolados
de pacientes, e revelaram a redugao da taxa de adesio na presenca de o-ICAM-1 e
o-CSA, mas n&o a-CD36 (CARVALHO et al., 2010c).

Resumindo, pela primeira vez demonstramos que PviEs podem citoaderir a
células HEP-G2. Essa adesdo aumenta em células infectadas por DENV4. As
proteinas do parasita e receptor ICAM-1 estdo envolvidos nesse fenbmeno, uma vez
que a adesao diminuiu na presenca de tripsina e a-ICAM-1, mas nao reduziu na
presenca de soro anti-Pv. A citoadesao de eritrécitos infectados por Pv foi menor
quando as células foram tratadas com o inibidor BX795, entretanto, a cloroquina néo

influenciou na citoadesao.
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8. CONCLUSAO

- Em conclusdo, nossos resultados mostraram que a citoadesao de PviEs
aumentou em células HEP-G2 infectadas por DENV4,

- A molécula de ICAM-1 estava envolvida nesse mecanismo.

- Entretanto, € preciso mais estudos para verificar se ha outros receptores
endoteliais envolvidos no processo de citoadeséo, durante a coinfecgao por dengue-
malaria.

-E também necessario, uma melhor compreensdo sobre a influéncia do
mecanismo de resposta imune no hospedeiro durante a coinfeccao por ambas as

patologias.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ministério da Sadde

NTIMENTO LIVE E ESCLAREDCIDO (TCLE
Fundagdo Oswaldo Cruz

Instituto Lednidas e Maria Deane

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa chamada: Avaliagao da‘
resposta Imune em paciente com Malaria-Dengue co-infecgao”, realizada por pesquisadores
da Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD), Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manaus-AM.

A Malaria e a Dengue s&o um crescente problema de saude publica no Brasil e, em eseem'al na
regido Amazonica, estdo associadas ao aumento da morbidade e mortalidqde. A m_flu_em:la da
co-infecgdo na resposta imunoldgica de doengas néo esta clara, sendo assim, 0 quetlvo deste
projeto é tanto obter informagdes e dados para diferencia-las clinicamente e_blolgglcamepte das
infecgdes sozinhas, assim como, determinar os mecanismos e a via de sinalizagao em cglulas_e
identificar biomarcadores em pacientes co-infectatos para Malria e Dengue, € compara;los as
infecgbes sozinhas. Estes estudos terdo impacto no conhecimento basico desses patogenos

humanos e, também, serdo primordiais para a criagdo de novas terapias e vacinas eficazes
contra doengas transmissiveis por artropodes.

A sua participagio nesta pesquisa consiste em permitir a coleta de 60mL de sangue da veia, em
trés momentos: dia 0 (quando apresentam sintomas e incluidos no estudo), dias 8-10 e d'las 25-
28 com o uso de agulha e seringa descartaveis, além de responder a um questionario com
dados epidemiolégicos. O seu sangue serd analisado nos laboratorios da ILMD e podera ser
guardado para futuras pesquisas, se vocé permitir. Os exames realizados no seu sangue servem
para detecgio de infecgdes, marcadores da resposta imunolégica e genéticos do patégeno e do
hospedeiro. O FMT dara a vocé o resultado dos testes para dengue e malaria .

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo a dor causada pela picada da agulha e um
pequeno sangramento que pode acontecer apos a coleta de sangue. Para amenizar estes
possiveis desconfortos a coleta de sangue sera realizada por pessoal treinado e experiente na
coleta de sangue e com a adog3o rigorosa dos procedimentos padréo de biosseguranga para a
coleta de sangue. O unico beneficio relacionado com a sua participagao é o de nos ajudar a

conhecer essa doenga no seu municipio e as situagdes de risco para sua transmissao, além do
conhecimento gerado concorrem para tal desfecho.

A sua participagio neste estudo é voluntaria, ndo implicando em qualquer custo para voceé. A
qualquer momento vocé pode desistir de participar e isso n&o trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a UFAM. Todas as informagdes coletadas serdo mantidas
confidencialmente. Os seus dados serdo armazenados em um computador e seu nome nao
aparecera em nenhuma publicagéo, apresentacdo ou documento.

Solicitamos sua autorizagdo para armazenamento de suas amostras de sangue por dez anos, e
se o Sr(a) autorizar ela podera ser utilizado em estudos posteriores desde que autorizado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, caso necessario, a
Comissio Nacional de Etica em Pesquisa e pelo responsavel por esta pesquisa atual. Por isso,

pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da sua amostra de
sangue em estudos posteriores:

[ ] Né&o, a minha amostra ndo devera ser armazenada.
[ ]Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores.

Se concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste

abaixo sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e
seus dados:

[ ] Nao quero ser consultado, mesmo sabendo que assim nao terei os possiveis beneficios dos
resultados do novo projeto de pesquisa.

[] Sirp, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de
pesquisa.
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Também em caso de concordar com o armazenamento da sua amostra de sangue, e n&o exigir
el ainda que sua identidade seja desvinculada

ser consultado em estudos posteriores, € possiv a ¢ len :
dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituidos por codigos, o que aumentaria a

seguranga de seu anonimato. Porém, a decisdo de desvincular a sua identidade da amostra
onde a sua amostra sera utilizada nao sera

significa que em todos os estudos posteriores ‘ zad SE

possivel relacionar os resultados a sua pessoa e assim o Sr.(a) ndo ter'la‘ os p_)osswels beneficios

dos resultados do novo projeto de pesquisa. Um beneficio de sua participagdo neste estudo éa
da saude e doengas infecciosas.

contribuigédo para o conhecimento cientifico na area
Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculagdo de sua identidade da amostra de
sangue e dados:

[ ]Nao, a minha identidade ndo pode ser desvinculada da amostra e dados

[ 1Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, _mesrdno
ojeto de

sabendo que assim nao terei os possiveis beneficios dos resultados do novo pr

pesquisa.

Nome
Enderego

E-mail
Celular/ telefone

O Sr(a) recebera uma via deste termo, que sera assinado pelo Sr(a) e 0 pesgui;*ador
responsavel. Logo abaixo, vocé tem o nome, telefone e o enderego do pesquisador principal e
CEP/UFAM que podera tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo quando vocé

desejar.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa e

concordo em participar.

de de

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador responséavel

Pritesh Lalwani, Dr. rer. nat.

Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD),

Fundag&o Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),

Rua Terezina 457, Adrianépoalis, Assinatura alternativa
(Impresséo do dedo polegar)

69057070 - Manaus, AM - Brasil

Telefone: +55 92 36212407
Cellular: +5592 981636775
Email: priteshlalwani@amazonia.fiocruz.br




Anexo 2: Parecer do comité de Etica em Pesquisa — CEP — UFAM

FUNDACAO UNIVERSIDADE C Plotoforma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) * J@-’ofil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da resposta imune em paciente com Malaria-Dengue co-infecgéo
Pesquisador: Pritesh Jaychand Lalwani

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 36936614.3.0000.5020

Instituigdo Proponente: Facuidade de Ciencias Farmaceuticas

Patrocinador Principal: Financiamenio Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 925.169
Data da Relatoria: 16/12/2014

Apresentacio do Projeto:

O estudo foi classificado pelo pesquisador responsavel, Pritesh Jaychand Lalwani, Professor Visitante da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, na Grande Area 2. Ciéncias Biologicas. O estudo sera do
tipo descritivo, transversal para caracterizacao da ativagdo de células da imunidade em pacientes com
Malaria (Pv), Dengue {DENV} e DENV-Pv coinfecgo. As mesmas serdo coletadas na Fundacéo de
Medicina Tropical (FMT) de Manaus, Amazonas.

Havera formagao de Biorrepositério que ficara armazenado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UFAM (FCF/UFAM).

Foi indicado Financiamento Préprio no valor de R$ 29.950,00 e a proposta sera submetida ao EDITAL
CHAMADA UNIVERSAL—- MCTI/CNPg No 14/2014.

Fazem parte da equipe de pesquisa: Adri Malheiro, E! on Silva Lima, Fabio Trindade Maranhao

Costa., Jaila Dias Borges, Marcus Vinicius Guimar3es de Lacerda, Maria Paula Gomes Mour&o, Rafaella
Oliveira dos Santos, Rodrigo da Siiva e Silva

Objetivo da Pesquisa:
Obijetivo Primario: Diferenciar clinica e biologicamente o quadro de co-infeccdes e monoinfeccoes,

Enderego: Rua Teresina, 4950

Bairro: Adrianépolis CEP: 69.057-070

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)3305-5130 Fax: (92)3305-5130 E-mail: cep@ufam.edu.br
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identificar biomarcadores e estudar os mecanismos de citoades&o e via de sinalizag@o da resposta imune
inata em células endoteliais envolvidas na inflamagdo e imunopatologia por P. vivax e Dengue.

Objetivo Secundario:
1. ldentificacdo e quantificagio de mediadores Inflamatorios e Biomarcadores de pacientes com Pv, DENV e
DENV- Pv coinfeccéo;

2. Quantificar a expressdo de moléculas de adeséo e ativagdo da mondcitos por citometria de fluxo
multicolor em pacientes com Pv, DENV e DENV- Pv coinfecgdo;

3. Determinar in vitro a capacidade de citoadesao de gametocitos de Pv e identificar os
receptores envolvidos na ades3o de gametdcitos em células endoteliais.

4. (Por meio de ensaios de citoaderéncia estatico na presenca ou na auséncia de anticorpos anti-ICAM-1,
anti-CD386, enzimas proteoliticas, glicosaminoglicanos);

5. Avaliar in vitro a capacidade de citoadesao de Pvgametocitos e Identificar os receptores envolvidos na
adesao de gametocitos em endoteliais celulas infectados com DENV;

6. Identificar as vias de sinalizacdo envolvidas na resposta imune inata e adesao de gametécitos em células
endoteliais. {Por meio de ensaios de citcaderencia estatico na presenca do inibidor de TLR e RLRs).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador responsavel:

Riscos:

Os sujeitos da pesquisa podem sentir um leve desconforto durante a coleta de sangue. Porém para
minimizar tais desconfortos serdo responsaveis pela coleta, pessoas capacitadas e que tenham dominio na
realizacdo dos procedimentos.

Beneficios:
O beneficio esperado é a elucidacio dos processos envolvidos na imunopatogénese da Malaria,

Enderego: Rua Teresina, 4950

Bairro: Adrianépolis CEP: 69.057-070
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3305-5130 Fax: (92)3305-5130 E-mail: cep@ufam.edu.br

Péagina 02 de 05

68




FUNDAGAO UNIVERSIDADE (= Plataforma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) a%ﬂroﬁl

Continuacgo do Parecer; 925.169

Dengue e co-infecgdo DENV/Malaria, a busca e identificagdo de novos biomarcadores que contribua
positivamente para que futuramente esse estudo possa servir como base na elaboragdo de novas vacinas.

COMENTARIOS: Descrigdo suficiente dos riscos e beneficios

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo sera do tipo descritivo, transversal para caracterizaggo da ativagdo de células da imunidade inata
em pacientes com Pv, DENV e DENV-Pv coinfecgZo. As mesmas serdo coletadas na Fundagdo de Medicina
Tropical (FMT-HVD) de Manaus, Amazonas. Recrutamento e Abordagem dos Pacientes Todas os
individuos que atendem aos critérios de inclusdo do presente estudo na Fundagdo de Medicina Tropical
(FMT-HVD}, serfo convidados para participar desta pesquisa e concordando em participa, tornar-se-8o
sujeitos da pesquisa ap6s assinar o TCLE, responder questionario e a coleta da amostra de sangue ser
realizada. Sera coletado 60 mis de sangue venoso periférico de cada voluntario em rés

me tos: dia 0 {g do apresentam sintomas e incluidos no estudo), dias 8-10 e dias 25-28. A
amostragem sera baseada no quantitativo de Pv ndo grave {n=120), Pv grave {n=60), febre da dengue
(n=120), febre hemorragica da dengue (FHD) (n=60), co-infeccio DENV-Pv (n=60) e 30 pessoas saudaveis.
De cada paciente sera realizado hemograma compieto (para afericao de variaveis hematologicas), incluindo
contagem de reficuldcitos e dosagem de ferro e do receptor de transferrina. Maiaria diagnostico: Para a
confirmacao da espécie, sera realizada a revisao da goia espessa, com contagem de parasitemia diferencial
(estagios sexuados e assexuados) em 500 leucécitos, e PCR em tempo real para confimacao

molecular da monoinfeccdo por Pv. RT-PCR (com a detecgdo de transcritos do gene especifico de
gametdcitos maduros pvs25) sera realizado para a detecgdo e quantificacdo de estagios sexuados.
Organizagiio Mundial da Satade (OMS/WHO) nado fem nenhum critério para malaria vivax casos graves,
usaremos os critérios utilizados anteriormente definida por nossos colaboradores (LACERDA et al., 2012).
Dengue diagnéstico: Para diagnostico e detecgdo da Dengue, serdo realizados testes especificos, como
NS1 ELISA e RT-PCR (MAGALHAES et al, 2012). N6s vamos usar os critérios da OMS e Ministério da
Salde para definir pacientes com FHD. Dengue-malaria co-infeccio: Vamos rastrear os pacientes positivos
de maléaria, por infecgdo de dengue. Assim, todas as amosiras positivas de malaria sera usado em NS1
ELISA ou dengue PCR para identificar os pacientes co-infectados com dengue e malaria. Critério de
inclus3o: - Idade > 18 anos. = O TCLE deve estar devidamente assinado. = Devem ser selecionados aqueles
que participarem de todas
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(trés) as coletas (DO, D8-10 e D25-28). - Malaria: Todos aqueles que forem positivo para gota espessa. °
Dengue: Todos que forem positivos para PCR ou IgM ELISA. - Co-infecgdo: Todos que forem positivos para
Gota espessa para Malaria e PCR ou IgM ELISA para Dengue. Critério de Exclusdo:  Casos de exclusdo
acontecerio se a pessoa envolvida ndo assinar O TCLE (termo de consentimento livre e esclarecido). »
Pacientes com co-infecgdo P. vivax e P. falciparum « N3o retornar para o segundo e ou terceiro visita.
Quantificagio da Biomarcadores Varios mediadores solliveis serdo mensurados em amostra de soro de
doadores saudaveis (HD), pacientes com Pv nao grave, Pv grave, febre da dengue, febre hemorragica da
dengue, co-infecgio DENV-Pv e pessoas saudaveis. A identificac3o e quaniificacio destes mediadores serd
realizada

Considera¢des sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

FOLHA DE ROSTO: Adequada. Assinada pelo pesquisador responsavel, e pela Diretora da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Profa. Dra. Maria de Meneses Pereira.

TERMO DE ANUENCIA: Foi apresentada a anuéncia da Fundag3o de Medicina Tropical de Manaus, onde
havera o recrutamento.

INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS: Nao apresentado, cita na metodologia as variaveis a serem
coletadas.

TCLE: Apresentava-se com pendéncias que foram atendidas.

Orgamento e cronograma: adequados

Recomendacoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O presente protocolo de pesquisa apresenta refevancia cientifica, em segunda versao, apresentava-se com
pendéncias que foram atendidas. O protocolo atende as exigéncias das ResolucBes CNS 466/2012 e Res.
441/2011 (Biobanco e Biorrepositdrio). Diante do exposio somos pela aprovac3o. Salvo methor juizo é o
parecer.

Situagdo do Parecer:
Aprovado
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N ita Apreciacdo da CONEP:

Consideragdes Finais a critério do CEP:

MANAUS, 22 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Eliana Maria Pereira da Fonseca
{Coordenador)
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