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RESUMO

A malédria é uma doenca causada pelo parasita Plasmodium que é transmitido pelo
mosquito Anopheles. Ainda que a maior parte do casos de malaria no mundo sejam
causados pelo P. falciparum, no Brasil a maioria das notificacbes se devem a
infecgbes por P. vivax. A malaria vivax foi por muito tempo negligenciada pois era
considerada uma infeccdo benigna, porém tém sido relatadas formas graves e
complicagbes da doencga, incluindo diminuicdo abrupta na contagem de plaquetas.
Uma das hipoteses para explicar a plaguetopenia € a apoptose plaquetaria, que
pode estar sendo induzida por estimulos liberados durante a infeccdo. Para
compreender se fatores liberados durante a malaria vivax estariam induzindo a
apoptose plaquetaria, plaquetas de doadores sadios foram incubadas com plasma
de pacientes infectados por P. vivax. Foi observado que o plasma de pacientes
induziu o fendtipo apoptético nas plaquetas, evidenciado pela exposigdo de
fosfatidilserina, despolarizacdo da membrana mitocondrial interna e encolhimento
celular. Ja foi demonstrado que o heme e a hemozdina, duas toxinas liberadas apés
a lise de hemacias infectadas, induzem a apoptose em células do trofoblasto e em
astrocitos. Contudo, a apoptose de plaquetas induzida por heme e hemozdina ainda
ndo foi descrita. Para investigar isso, plaquetas de voluntarios saudaveis foram
incubadas com heme ou hemozoina sintética (sHz) e foi observado que tanto heme
quanto a sHz induziram a apoptose plaquetaria. Uma vez que o balango antagdnico
entre proteinas pré e anti-apoptéticas regula a apoptose e que a degradacao de Bcl-
XL em resposta ao heme foi recentemente evidenciada pelo nosso grupo,
investigamos qual via de degradagdao de proteinas, proteassoma ou calpainas,
estaria envolvida nesse processo. Plaquetas de doadores sadios foram entdo pré-
tratadas com o inibidor de protessoma, Bortezomib, ou com o quelante de calcio,
Bapta-AM previamente ao estimulo com heme e sHz. Observamos que o tratamento
com Bortezomib ou Bapta-AM néo foi capaz de impedir a apoptose plaquetaria
induzida por heme e sHz. Finalmente, a adicdo de hemopexina, um quelante de
heme, reverteu o efeito apoptético do plasma de pacientes com malaria vivax sobre
as plaquetas, sugerindo o envolvimento do heme na apoptose plaquetaria. Nossos
resultados indicam portanto que as toxinas heme e hemozoina, através da indugéo
da apoptose plaquetaria, podem estar contribuindo para a plaquetopenia observada

na malaria vivax.



ABSTRACT

Malaria is a disease caused by the Plasmodium parasite that is transmitted by the
Anopheles mosquito. Although most cases of malaria in the world are caused by P.
falciparum, in Brazil most reports are due to infections by P. vivax. Vivax malaria has
long been neglected as it was considered a benign infection, but severe forms and
complications of the disease, including a sudden drop in platelet count, have been
reported. One of the hypotheses to explain thrombocytopenia is platelet apoptosis,
which may be induced by stimuli released during infection. To understand whether
factors released during vivax malaria were inducing platelet apoptosis, platelets from
healthy donors were incubated with plasma from patients infected with P. vivax. It
was observed that patient plasma induced the apoptotic phenotype in platelets,
evidenced by phosphatidylserine exposure, inner mitochondrial membrane
depolarization, and cell shrinkage. It has been shown that heme and hemozoin, two
toxins released after the lysis of infected red blood cells, induce apoptosis in
trophoblast cells and astrocytes. However, heme- and hemozoin-induced platelet
apoptosis has not yet been described. To investigate this, platelets from healthy
volunteers were incubated with heme or synthetic hemozoin (sHz) and it was
observed that both heme and sHz induced platelet apoptosis. Since the antagonistic
balance between pro and anti-apoptotic proteins regulates apoptosis and the
degradation of Bcl-xL in response to heme was recently evidenced by our group, we
investigated which protein degradation pathway, proteasome or calpains, would be
involved in this process. Platelets from healthy donors were then pretreated with the
proteasome inhibitor, Bortezomib, or the calcium chelator, Bapta-AM, prior to
stimulation with heme and sHz. We observed that treatment with Bortezomib or
Bapta-AM was not able to prevent platelet apoptosis induced by heme and sHz.
Finally, the addition of hemopexin, a heme chelator, reversed the apoptotic effect of
plasma from vivax malaria patients on platelets, suggesting the involvement of heme
in platelet apoptosis. Our results therefore indicate that heme and hemozoin toxins,
through the induction of platelet apoptosis, may be contributing to the

thrombocytopenia observed in vivax malaria.

Keywords: malaria vivax; thrombocytopenia; platelet apoptosis; heme; hemozoin.
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1 INTRODUGAO

1.1 DISTRIBUIGAO GLOBAL DA MALARIA

A malaria ainda constitui um dos principais problemas de saude publica
no mundo, sendo uma doenca infecciosa que atinge principalmente regides tropicais
e subtropicais, com destaque para a regido Africana, onde criancas menores de
cinco anos de idade e mulheres gestantes sao os grupos mais atingidos. Em 2019,
a malaria acometeu cerca de 229 milhdes de pessoas e causou aproximadamente
409 mil mortes ao redor do mundo, sendo que 94% dos casos e dos o&bitos
registrados ocorreram na Africa. A grande maioria dos casos de 2019 foram
causados pelo parasito Plasmodium falciparum e apenas 3% foram causados por
Plasmodium vivax. Contudo, na regidao das Américas, onde Brasil, Colémbia e
Venezuela contabilizam 86% dos casos, P. vivax € o principal causador da malaria,

sendo responsavel por 72,3% das notificagbes (Figura 1.1) (WHO, 2020).

Bl One or more indigenous cases B Certified malaria free after 2060
Zero cases in 2018-2019 1 No malaria
Zero cases in 2019 Not applicable

Il 7ero cases (=3 years) in 2019

Figura 1.1: Distribuicao global da malaria de 2000 a 2019 (WHO, 2020).

No Brasil foram notificados 157.454 casos em 2019, sendo que a regiéo
Amazodnica, area endémica da doenga no pais, concentrou 99,9% desses casos. No
territério brasileiro as espécies causadoras da malaria sdo P. vivax, P. falciparum e

P. malarie, com a maioria dos casos decorrentes de infeccao por P. vivax, seguido
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dos casos de P. falciparum, respectivamente 89,3% e 10,7% dos casos notificados
em 2019 (Figura 1.2 e 1.3) (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE., 2020).

Municioios orioritarios
I 2019 e 2020

Apenas 2019 \
B Apenas 2020 =

Figura 1.2: Municipios prioritarios para a malaria no Brasil em 2019 e 2020 (SVS/MS, 2020).
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Figura 1.3: Numero de casos de malaria segundo a espécie de Plasmodio notificados no Brasil entre
1959 e 2019 (SVS/MS, 2020).
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1.2 AGENTE ETIOLOGICO, VETOR E CICLO BIOLOGICO

O agente etiolégico causador malaria € o protozoario parasito pertencente
a familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium, sendo principalmente relacionadas
a malaria humana as espécies P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale. P.
knowlesi também podem infectar humanos, além de macacos (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE., 2020;
SINGH; DANESHVAR, 2013).

P. falciparum causa a malaria que no passado era conhecida como febre
tercd maligna, caracterizada por surtos febris a cada 48 horas, e € comumente
responsavel pela forma mais grave da doenca. P. vivax é o causador da malaria
conhecida como ter¢cé benigna, que também possui ciclos febris a cada 48 horas.
Apesar de P. falciparum ser a espécie mais letal e prevalente no mundo, P. vivax
tem maior distribuicdo geografica e ainda que apresente menor mortalidade, P. vivax
€ responsavel por maior morbidade, levando a um impedimento do avango
econOmico e social das comunidades afetadas (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
O P. ovale tem distribuigdo natural limitada a Africa e ¢ o causador de uma
variedade da febre ter¢d benigna, com picos de febre em intervalos de 48horas. P.
malariae se distribui em sobreposi¢do a P. falciparum e causa a febre quartd com
acessos febris a cada 72 horas (COLLINS; JEFFERY, 2007). P. knowlesi foi descrito
inicialmente como um parasita causador da malaria em macacos, mas
posteriormente foi identificada sua capacidade para infectar naturalmente também o
homem (SINGH; DANESHVAR, 2013).

Todas as espécies de Plasmodium sao transmitida pela picada da fémea
do mosquito vetor do género Anopheles. Apesar de serem conhecidas centenas de
espécies de Anopheles, apenas algumas conseguem transmitir a doenga e no Brasil
o principal vetor € o A. darlingi. Ainda que A. darlingi esteja presente em 80% do
territorio brasileiro, a ocorréncia da malaria é limitada quase exclusivamente a regiao
Amazoénica (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Ciclo biolégico

Os plasmdédios humanos possuem ciclo evolutivo heteroxénico, com uma
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fase assexuada que acontece no hospedeiro vertebrado humano e uma fase
sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado anofelino. A infecgdo comeca
quando, através da picada da fémea do inseto, sdo inoculadas na pele do
hospedeiro humano as formas infectantes do Plasmodium chamadas esporozoitos,
que podem se desenvolver no local da picada ou entdo atingir a circulagao
sanguinea cerca de 1 hora apos a infeccao (GUEIRARD et al., 2010; AMINO et al.,
2006).

Os esporozoitos apdés cairem na circulagdo migram até o figado e
invadem os hepatécitos onde se desenvolverdo e dar&do inicio a reproducgéo
assexuada que caracteriza o ciclo pré-eritrocitico ou esquizogonia pré-eritrocitica
(tecidual). Durante este periodo, os parasitos agora chamados esquizontes, s&o
mantidos em estruturas denominadas vacuolos parasitéforos (STURM et al., 2006) .
Os esporozoitos de P. vivax e P. ovale podem permanecer quiescentes nos
hepatdcitos por meses, dando origem aos hipnozoitos, que sdo responsaveis pelas
recaidas tardias observadas nessas infec¢des (WHITE, 2011).

Apos se multiplicarem varias vezes, os esquizontes formam milhares de
elementos filhos, os merozoitos. Estes entdo saem dos hepatécitos e caem na
corrente sanguinea, dentro de estruturas vesiculares chamadas merossomos que
sdo originadas da membrana plasmatica dos hepatocitos. Essas vesiculas se
romperao liberando no sangue milhares de merozoitos que posteriormente invadirao
as hemaceas, iniciando o segundo momento da reproducdo assexuada, o ciclo
eritrocitico (STURM et al., 2006; WHITE et al., 2014).

Dentro dos eritrécitos, os merozoitos se desenvolvem até levar ao
rompimento dos mesmos, sendo entdo liberados na circulagdo sanguinea podendo
invadir novos eritrécitos. P. falciparum possui a capacidade de infectar eritrocitos de
qualquer idade, enquanto P. vivax infecta exclusivamente eritrocitos jovens,
denominadas reticuldcitos (DAYANAND; ACHUR; GOWDA, 2018). Durante o ciclo
eritrocitico é possivel acompanhar a parasitemia e € nesta fase que ocorrem as
principais manifesta¢des clinicas da doenga, incluindo a febre de carater intermitente
que ocorre ao final de cada ciclo eritrocitico com a liberagdo dos merozoitos no
sangue. O intervalo entre os surtos febris s&o caracteristicos da infeccéo por cada
tipo de plasmddio: 36 a 48 horas para P. falciparum, 48 horas para P. vivax e P.
ovale e 72 horas para P. malariae. Contudo, este padrdo regular € pouco constatado

atualmente devido ao tratamento precoce, de forma que, o que se observa € uma
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febre irregular cotidiana (WHITE et al., 2014).

Ainda nas hemacias, alguns parasitos se diferenciam em formas sexuadas
infectantes ao inseto vetor, os gametdcitos masculinos e femininos. Ao serem
ingeridos pelos mosquitos no momento do repasto sanguineo, os gametocitos
seguem para o trato digestivo destes onde ocorrera a reprodugdo sexuada. Os
gametdcitos passam entdo pelo processo de maturagdo sexual, transformando-se
em gametas que se fundem para gerar o zigoto diploide. O zigoto se desenvolve em
uma forma moével, denominada oocineto, que penetra a parede do intestino do
anofelino gerando uma forma fixa, o oocisto. No interior do oocisto sdo produzidos
milhares de esporozoitos os quais séo liberados quando o ooscisto se rompe. Os
esporozoitos entdo invadem a hemolinfa do inseto e posteriormente alcangam suas
glandulas salivares, sendo inoculados em um novo hospedeiro durante o repasto
sanguineo (MENARD et al., 2013) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Ciclo de vida do Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado humano e no vetor
Anopheles (WHITE et al., 2014).

1.3 COMPLICAGOES CLINICAS DA MALARIA VIVAX

A malaria vivax geralmente esta associada a febre intermitente, calafrios,
dor de cabeca, nauseas, voémitos e outras condigbes clinicas também comuns as

outras malarias. Por muito tempo a infecggao por P. vivax foi considerada
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relativamente benigna quando comparada a malaria falciparum. Todavia, estudos
recentes tem demonstrado manifestagdes clinicas graves na infeccao por P. vivax
(DAYANAND; ACHUR; GOWDA, 2018).

A anemia é uma manifestagdo importante e bastante comum na malaria e
decorre de varios fatores como hemolise de eritrocitos parasitados e nao parasitados
e supressédo da eritropoiese mediado por citocinas pré-inflamatoérias (GAZZINELLI et
al., 2014; HALDAR; MOHANDAS, 2009; WHITE, 2018). Estudos tem demonstrado
que a ocorréncia de anemia grave € maior nas infec¢des por P. vivax do que nas
infecgbes por P. falciparum (DOUGLAS et al., 2012; WHITE, 2018). A malaria vivax
tem sido reportada na literatura como uma importante causa da anemia grave,
principalmente em criangas (DOUGLAS et al., 2012). A infecgdo por P. vivax
também foi mostrada como responsavel por anemia materna durante a gestacao,
redug¢do do peso dos recém-nascidos e desnutrigdo aguda durante a primeira
infancia, fatores associados ao aumento da mortalidade infantil (BRUMMAIER et al.,
2020; WILLIAMS et al., 1997).

A injuria pulmonar aguda também foi relatada em casos de malaria grave,
estando associada a dificuldade respiratéria, edema pulmonar, obstrugdo das vias
aéreas, fungdo comprometida de alvéolos e diminuigdo das trocas gasosas. Casos
de injuria pulmonar aguda, onde foram encontradas hemacias parasitadas por P.
vivax, também foram relatados em estudo de autdpsias de adultos infectados que
apresentaram angustia respiratéria aguda (ARDS do inglés acute respiratory distress
syndrome) mesmo apos o tratamento com antimalaricos (LACERDA et al., 2012).

Outra complicacdo bastante comum e bem documentada na infecgao por
P. vivax é a diminuicdo na contagem de plaquetas, denominadada plaquetopenia ou
trombocitopenia. Estudos demonstraram que até 94% dos pacientes infectados por
P. falciparum ou por P. vivax desenvolveram trombocitopenia durante a doenca,
sendo que na maldria vivax essa plaquetopenia é mais grave (LACERDA et al,
2011). Geralmente os pacientes apresentam uma plaquetopenia leve sem ocorréncia
de sangramento, porém em alguns casos essa manifestagdo clinica pode ser
agravada. Ainda assim, ndo existem recomendagdes precisas sobre o manejo
adequado da plaquetopenia associada a malaria vivax. O mecanismo envolvido
nessa complicacdo hematologica, bem como sua real contribuicdo para o quadro
clinico da malaria vivax ainda ndo estdo bem estabelecidos (LACERDA et al., 2011;
NAING; WHITTAKER, 2018).
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1.4 PATOGENESE DA MALARIA

A patogénese da malaria é caracterizada por eventos que sao interligados
e que estdo relacionados as manifestagdes clinicas da malaria. O primeiro consiste
na deteccao e fagocitose de hemacias parasitadas por macrofagos do baco, levando
a lise dessas hemacias, contribuindo assim para a anemia frequentemente
observada na malaria (GAZZINELLI et al., 2014). A fagocitose das hemacias
parasitadas faz com que os macrofagos liberem uma grande quantidade de citocinas
pré-inflamatdérias como por exemplo IL-13 e TNF que s&o responsaveis pela febre
(DOBBS; CRABTREE; DENT, 2019). TNF também esta envolvido na supressao da
eritropoiese sendo também um fator determinante da anemia (LAMIKANRA et al.,
2015).

O segundo evento envolve o sequestro de hemacias parasitadas, que de
outra forma seriam destruidas no bago, representando assim um importante
mecanismo de escape do parasito. Esse sequestro pode ocorrer em diversos 6rgaos
como pulméao, cerébro, figado, entre outros, e depende de mudangas morfologicas
nas hemacias parasitadas que passam a exibir um fendtipo adesivo, permitindo que
elas possam se aderir ao endotélio destes 6rgdos. Esse fendbmeno é conhecido
como citoaderéncia, e em infecgdes por P. falciparum envolve proteinas como a
proteina de membrana do eritrocito 1 (PfEMP-1) que se liga a receptores como
ICAM-1, VCAM-1, entre outros. Hemaceas parasitadas e ndo parasitadas podem
ainda se ligar a plaquetas, através da interacdo entre CD36, expresso pelas
plaguetas, e a proteina PfEMP1. Contudo, o sequestro dessas heméaceas
infectadas leva a uma obstrugéo no fluxo sanguineo e a uma resposta inflamatéria
localizada que contribuem para o desenvolvimento de formas graves da doenca
(WHITE et al., 2013; MILNER, 2017). Estudos recentes tem demonstrado a
capacidade de citoaderéncia por P. vivax, envolvendo a participagdo da proteina
fosfatidilserina expressa na membrana de hemaceas parasitadas (TOTINO; LOPES,
2017). Contudo, a capacidade de aderir ao endotélio de hemaceas parasitadas por
P. vivax € menor do que nas hemaceas parasitadas por P. falciparum e portanto o
sequestro de hemaceas € menor na malaria vivax, levando a maior remogé&o destas
no bago (DOUGLAS et al., 2012). As hemacias parasitadas também podem se ligar

a outras hemacias ndo parasitadas, levando a formacéo de rosetas, aumentando
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assim a quantidade de hemacias removidas da circulagao contribuindo também para
a anemia (ZHANG et al., 2016).

Na malaria, diversas citocinas pré-inflamatérias s&o liberadas
principalmente por macrofagos e mondécitos, estando relacionadas ao controle da
parasitemia e na eliminagdo do parasito (GAZZINELLI et al., 2014). Porém o nivel
excessivo desses mediadores, pode levar a uma resposta inflamatéria exacerbada,
levando ao desenvolvimento de formas graves da doenga. Assim, o balango entre
mediadores inflamatérios parece conduzir o desfecho da infecgdo (ANDRADE et al.,
2010). Nesse contexto, elevados niveis das citocinas IL-10, TNF- a, IL-1a e IL-16
foram relacionados com quadros de malaria grave. As citocinas proé-inflamatérias
induzem efeitos sistémicos durante a malaria, como por exemplo TNF- a e IL-1B3 que
sdo importantes pirogenos e que podem também levar a ativagdo endotelial e
disfuncéo vascular (DOBBS; CRABTREE; DENT, 2019).

A inflamagéo sistémica é fundamental em diversas sindromes associadas
a malaria sendo de suma importancia entender os mecanismos pelos quais
componentes do parasito ativam o sistema imune (GAZZINELLI et al., 2014). Uma
vez que a invaséao pelo parasito € detectada, o sistema imune do hospeiro inicia uma
rapida e robusta reposta inflamatéria afim de erradicar a infecgdo. Os receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) sdo uma forma classica através da qual o
sistema imunoldgico percebe invasores. Nesse contexto, existem trés principais
PAMPs (padrbes moleculares associados ao patégeno) plasmodiais que sao
reconhecidos por PRRs expressos na célula hospedeira dando assim inicio a
resposta imune: o glicosilfosfatidilinositol (GPI), DNA plasmodial e a hemozoina. O
GPI é responsavel pela interacdo da membrana plasmatica do parasito com
receptores do tipo Toll presentes na superficie da célula hospedeira, TLR2 e TLRA4.
Através dessa interagao, o GPI pode induzir a produg&o de mediadores inflamatorios
implicados na patogénese da malaria, tais como TNF-a, IL-1, IL-12 e éxido nitrico,
assim como pode aumentar a expressao de diversas moléculas de ades&o por
células endoteliais (CAIl; HU; YU, 2020; DURAI; GOVINDARAJ; CHOI, 2013). O DNA
plasmodial também é um importante gatilho pra resposta imunolégica, através da
ativagdo do receptor endossomal TLR9. O DNA do plasmdédio é transportado para
dentro dos endossomos através do terceiro principal PAMP plasmodial, a
hemozoina, que amplifica a resposta imune contra o plasmoédio (KALANTARI et al.,
2014; RIVERA-CORREA et al., 2017).
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Durante seu desenvolvimento nas hemacias, o plasmodio digere a
hemoglobina de dentro de seu vacuolo digestivo para obtencédo de nutrientes. Esse
processo libera heme livre, uma molécula altamente toxica e oxidativa tanto para o
parasito quanto para o hospedeiro. Para se proteger, o parasita converte o heme em
cristais de hemozoina em seu vacuolo digestivo (Figura 1.5) (CORONADO;
NADOVICH; SPADAFORA, 2014; PARROCHE et al., 2007). Inclusive, a formagéo
da hemozoina tem sido inibida farmacologicamente no tratamento da malaria, como
é o caso do farmaco cloroquina que se liga ao heme livre impedindo que ele seja

transformado na hemozdina in6cua ao parasito (SULLIVAN et al., 1996).

Figura 1.5: Diagrama da degradacdo da hemoglobina em hemacias parasitadas por plasmédio,
gerando heme que é convertido em hemozoina. RBC, do inglés red bood cell: hemacia; FV, do inglés
food vacuole: vacuolo digestivo (Adaptado de CORONADO; NADOVICH; SPADAFORA, 2014).

Hemacias parasitadas contendo hemozoina sdo normalmente fagocitadas
por células imunolégicas como macrofagos, neutréfilos e células dendriticas.
Alternativamente, apds a lise de hemacias infectadas com a liberagao da hemozoina
na circulagdo, esta também pode ser capturada por fagécitos circulantes e
residentes do figado e baco. A carga de hemozoina nos fagécitos reflete a
parasitemia, coincidindo com os acessos febris e elevados niveis das citocinas
piréticas IL-1B e TNF (DOBBS; CRABTREE; DENT, 2019). Esse acumulo de
hemozoina nos fagdcitos tem sido correlacionado a gravidade da doenga por alguns
estudos que relataram que pacientes que vieram a ébito devido a malaria falciparum

grave, tiveram maior quantidade de mondcitos e neutroéfilos contendo hemozoina em
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comparagao com pacientes que sobreviveram (AMODU et al., 1998; PHU et al.,
1995). Outro estudo demonstrou que o estimulo de macréfagos murinos com
hemozoina derivada de P. chabaudi chabaudi ou com hemozoina sintética, levou a
uma apresentagao antigénica defeituosa, sugerindo que a fagocitose da hemozoina
poderia causar a perda da capacidade de processar e apresentar antigenos
(SCORZA et al., 1999).

Foi demonstrado que assim como a hemozoina natural (nHz), a
hemozoina sentética (sHz) ou [-hematina também pode elicitar respostas
inflamatdrias in vitro e in vivo através da ativagcao de TLR9 (Figura 1.6) (COBAN et
al., 2005).
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Figura 1.6: Hemozoina nativa (nHz) e hemozoina sintética (sHz) ativam TLR9 (CORONADO;
NADOVICH; SPADAFORA, 2014)(Adaptado de SUTHERS; SARANTOPOULOS, 2017).

Controversalmente, um estudo descreveu que a sHz é imunologicamente
inerte e que a ativagao de TLR9 descrita anteriormente € devido ao DNA plasmodial
conjugado a hemozoina natural (PARROCHE et al., 2007). Essa discordancia por
ser explicada pelo fato de que a nHz esta normalmente associadas a proteinas,
lipidios e DNA e a sua obtenc&o a partir da cultura do plasmoédio pode n&o ser
totalmente pura, a depender da metodologia de isolamento empregada. Da mesma
forma a preparagdo da sHz também pode ser influenciada pelo método utilizado

(JARAMILLO et al., 2009). Dados na literatura mostram que a inje¢ao intraperitoneal
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de sHz em camundongos é capaz de ativar o inflamossoma NLRP3 além de induzir
a migragdo de neutrdfilos e a produgdo de mediadores inflamatérios, tais como
MCP-1 (do inglés, monocyte chemoattractant protein-1), KC (do inglés, keratinocyte
chemoattractant), IL-6, IL-1a e IL-1B (GRIFFITH et al, 2009). Outros trabalhos
também mostram que o estimulo de macréfagos murinos com sHz pode levar a
ativacao de NF-kB, fosforilagdo de ERK1/2 (do inglés, extracellular signal-regulated
kinases) e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (JARAMILLO et al,
2009; JARAMILLO; GODBOUT; OLIVIER, 2005). DEROOST e colaboradores (2013)
demonstraram que ha uma forte correlagao positiva entre a inflamagéo pulmonar e a
concentracdo de hemozoina. Além disso, observaram que a inje¢do de hemozoina
de P. falciparum gerou um quadro inflamatério pulmonar, através da producéo de
mediadores inflamatérios como as citocinas como IL-1B, IL-6, IL-10, TNF e TGF-B,
de forma similar ao que acontece na maldria. Tomados em conjunto, esses dados
sugerem uma importante participacdo da hemozoina no quadro inflamatério da
malaria

O heme (ferro protoporfirina 1X), que da origem a hemozoina, desempenha
importantes processos bioldgicos necessarios as ceélulas. Ele é constituinte de
proteinas que atuam transportando e armazenando o oxigénio, hemoglobina e
mioglobina respectivamente, e €& crucial para o funcionamento da cadeia
transportadora de elétrons, estando presente na citocromo ¢ (SHIMIZU et al., 2019).
Porém em sua forma livre (sem a sua porgéo protéica), o heme é uma molécula
extremamente oxidante e toxica, passando a ser considerado um importante DAMP
(padrdées moleculares associados ao dano) ligante de TLR4, podendo assim levar a
respostas inflamatérias (FIGUEIREDO et al., 2007). Como resultado da adaptagao
ao estresse oxidativo, mecanismos de protecado contra os efeitos prejudiciais do
heme livre foram selecionados. Um desses mecanismos é a proteina haptaglobina,
que esta presente no soro e que em condi¢des normais de hemdlise se liga a
hemoglobina livre com alta afinidade, impedindo sua ligagdo com a 6xido nitrico e a
consequente liberacdo de heme livre. Em condi¢cbes de intensa hemdlise e grande
liberacdo de hemoglobina, como o que acontece na malaria, as moléculas de
haptaglobina sdo saturadas de forma que a hemoglobina livre se acumula na
circulacdo (ANDERSEN et al., 2017; DI MASI et al., 2020). Um mecanismo protetivo
adicional se da pela agdo da hemopexina, outra proteina sérica, que ao se ligar com

alta afinidade ao heme é capaz de inibir suas propriedades oxidativas, enquanto
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macréfagos o transporta para dentro das células onde sera catabolizado pela enzima
heme-oxigenase (HO) em mondxido de carbono, ferro e em biliverdina (DUTRA;
BOZZA, 2014). Posteriormente a biliverdina é convertida em bilirrubina. Com o
aumento do catabolismo de hemoglobina, a elevagao dos niveis de bilirrubina pode
levar a ictericia (DUTRA; BOZZA, 2014; FARGO; GROGAN; SAGUIL, 2017).

Caso a taxa de hemdlise ultrapasse a capacidade do soro de remover o
heme livre da circulag&o, varios 6rgaos podem sofrer dano tecidual. O heme pode
levar a ativacdo de células do endotélio induzindo a expressao de moléculas de
adesdo e de fator tecidual, assim como é capaz de recrutar neutrdfilos, ativar
macrofagos através de TLR4 e induzi-los a produzir citocinais como TNF, KC e IL-
18, amplificando a resposta inflamatéria (DUTRA et al., 2014; DUTRA; BOZZA,
2014; FIGUEIREDO et al., 2007). Também foi demonstrado que o heme pode induzir
a morte programada por apoptose em uma linhagem celular derivada do trofoblasto
(BeWo), e também em células do endotélio vascular cerebral humana (LIU et al.,
2013; LIU; HASSANA,; STILES, 2016). Porém ainda nao esta descrito na literatura o
efeito do heme bem como da hemozoina na morte celular programada de plaquetas,

e sua possivel contribui¢ao na plaquetopenia associada a malaria.

1.5 PLAQUETAS E SUAS FUNGOES NA IMUNIDADE E INFLAMACAO

Plaquetas sdo pequenas células discéides que circulam no sangue por 7 a 10
dias. Apesar de ndo possuirem nucleo, elas contém outras organelas, incluindo
mitocondrias, granulos secretores especializados, spliceossomos, polirribossomos e
RNAmM que possibilitam o controle da sintese protéica (DENIS et al., 2005;
MORRELL et al., 2014; NEU; GUTSCHNER, 2020; HWA et al., 2019). O processo
biolégico pelo qual as plaquetas sdo produzidas, denominado trombopoiese, ocorre
geralmente na medula 6ssea e acontece a partir da fragmentacéo do citoplasma de
suas células precursoras, os megacariocitos. Cada megacariocito produz entre 100 e
1000 plaquetas que sao liberadas através da formacdo de ramificagdes
citoplasmaticas, denominadas pro-plaquetas. A seguir, plaquetas maduras brotam
da extremidade dessas ramificagbes, herdando dos megacariécitos as organelas e
granulos fundamentais as suas fungbes, sendo entdo liberadas na circulagao
sanguinea (MACHLUS; ITALIANO, 2013; NEU; GUTSCHNER, 2020).

Durante muito tempo acreditou-se que as plaquetas eram exclusivamente
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agentes de processos trombodticos e de manutengdo da hemostasia atuando na
coagulagédo sanguinea. Porém recentemente tem sido demonstrado o papel dessas
células na inflamag¢ao e na resposta imunologica (Figura 1.7) (CHEN et al., 2020;
GARRAUD; COGNASSE, 2015). As plaquetas possuem em seu citoplasma dois
tipos de granulos que sdo criticos nesses processos, os granulos densos e 0s
granulos a. Os granulos densos sdo menos numerosos e estocam ADP, ATP, GTP,
magnésio, calcio, histamina e serotonina. Ja os granulos a sdo mais abundantes no
citoplasma e estocam diversas moléculas envolvidas na adesao plaquetaria a outra
células, como a P-selectina, fator de von Willebrand (vWf) e fibrinogénio. Os
granulos a armazenam ainda diversos mediadores inflamatorios, entre eles
quimiocinas como PF4 (CXCL4), RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3) e NAP2 (CXCL7)
e citocinas como IL-1a e MIF (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; MORRELL et al,
2014; STRUSSMANN et al., 2013; VIEIRA-DE-ABREU et al., 2012).
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Figura 1.7: Esquema representativo de uma plaqueta e de seus componentes (Adaptado de
GARRAUD; COGNASSE, 2015).

Outra caracteristica importante que argumenta a favor do status imunoldgico
das plaquetas, é a presengca de PRRs que reconhecem PAMPs e DAMPs elicitando
o processo inflamatério. Os TLRs (do inglés Toll-like receptors), uma classe de
PRRs marcadores da imunidade inata, ja foram demonstrados em plaquetas, entre
eles TLR2, TLR4 e TLR9 (CHEN et al., 2020; COGNASSE et al., 2005). Entre outros
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receptores expressos por plaquetas descritos na literatura temos o DC-SIGN que
reconhece o virus da dengue e receptores do tipo NLR (do inglés NOD-like
receptors), sendo o NLRP3 (do inglés, NOD-like receptors pyrin domain containing 3)
0 mais bem caracterizado, que esta relacionado com a ativacdo do inflamassoma
nas plaquetas durante a dengue e outros agravos (DAVIS; WEN; TING, 2011;
HOTTZ et al., 2013; HOTTZ et al., 2016; ZHOU; YAZDI; MENU, 2011).

As plaquetas podem ainda modular a resposta de diversas células
imunoldgicas. Nesse sentido, estudos demonstraram que plaquetas ativadas por
LPS via TLR4, podem induzir nos neutréfilos a secre¢gdo de NETs (do inglés
neutrophill extracelullar traps), uma importante “armadilha” antimicrobiana (YANG et
al., 2020). Kraemer e colaboradores (2011) observaram que plaquetas participam da
resposta anti-bacteriana liberando compostos antimicrobianos, como por exemplo a
B-defensina que é sintetizada a partir de RNAm, frente ao estimulo da a-toxina de S.
Aureus levando a formagao de NETSs.

Outra célula com a qual as plaquetas podem interagir por meio da ligagao da
P-selectina ao PSGL-1 sdo os mondécitos. Foi demonstrado em um estudo do nosso
grupo, a presenca de agregados plaqueta-mondcito no sangue de pacientes com
dengue, sobretudo em pacientes trobocitopénicos. Neste mesmo trabalho foi
observado que a interacdo de plaquetas ativadas e apoptoticas com mondcitos
podem induzir a secrecao de IL-1B, IL-8 e IL-10 nestes, sugerindo assim uma
importante contribuicdo das plaquetas na patogénese da dengue (HOTTZ et al.,
2014).

Outros estudos também demonstraram o envolvimento de plaquetas em
infecgdes virais, como a HIV (virus da imunodeficiéncia humana), influenza, COVID-
19 (doenga por corona virus 2019) e dengue (HOTTZ; BOZZA; BOZZA, 2018;
MANNE et al., 2021). Tal envolvimento inclui a secretagcéo de citocinas e quimiocinas
por plaquetas, e a interagdo destas com leucdcitos, contribuindo assim para
amplificar a resposta inflamatéria. Elas podem ainda ser uma forma alternativa de
disseminacéo viral, como o que ocorre no HIV com propagagéao do virus abrigado em
plaquetas para células T CD4+ e macréfagos (REAL et al., 2020).

As plaquetas podem ainda expressar moléculas de MHC de classe 1 sendo
capazes de realizar apresentagcao antigénica as células T, tendo um estudo
demonstrado que plaquetas podem apresentar antigenos derivados de plasmadio as

célula T levando a ativagdo destas células em modelos murinos de malaria
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experimental (CHAPMAN et al., 2012; CHEN et al., 2020).

1.6 PLAQUETAS NA MALARIA

Apesar do evidente envolvimento das plaquetas em diversas doengas
inflamatdrias, a contribuigdo destas na infecgdo malarica ainda ndo esta totalmente
compreendida. Alguns estudos tem mostrado um papel deletério das plaquetas
durante a malaria. Nesse contexto, foi reportado o acumulo de plaquetas associadas
ao pigmento malarico e a leucocitos, ha microvasculatura cerebral de criangas que
vieram a o&bito por malaria grave (GRAU et al.,, 2003). Outro trabalho relatou o
envolvimento de microparticulas plaquetarias (MPPs) no curso da malaria grave
causada por P. falciparum. Foi demonstrado que essas MPPs presentes no plasma
interagem preferencialmente com hemaceas parasitadas, através da ligagdo da
proteina PfEMP-1, expressa na membrana de hemaceas parasitadas, as moléculas
CD36 e PECAM-1, expressas em plaquetas. Foi observado também nesse estudo
que as microparticulas plaquetarias (MPPs) aumentam drasticamente a
citoaderéncia das hemaceas parasitadas ao endotélio cerebral humano (FAILLE et
al., 2009). Mfonkeu e colaboradores (2010) observaram que em pacientes com
malaria grave, os elevados niveis das MPPs estavam correlacionados com a
profundidade do coma e com a plaguetopenia. Campos e colaboradores (2010)
demonstraram que pacientes com malaria vivax exibiram aumento no numero de
MPPs. Esses dados, portanto, reforcam a contribuicdo das MPPs na infecgao
malarica. Além disso, camundongos nocautes para PF4 (do inglés platelet factor 4) e
seu receptor CXCR3, tiveram menor incidéncia de malaria grave do que os
camundongos selvagens, sugerindo que PF4 é um mediador na patogénese da
infecgéo malarica grave (SRIVASTAVA et al., 2008).

Em contrapartida, alguns trabalhos mostraram um papel protetor de
plaquetas que ao se ligar a hemacias parasitadas, liberam PF4 podendo assim
matar diretamente espécies de plasmaodio, sobretudo P. vivax (KHO et al., 2018;
MCMORRAN et al., 2012, 2009). Além disso, ja foi demonstrado que criangas com
malaria grave possuiam menores niveis de RANTES em comparag¢do com criangas
com maldria ndo grave, estando os niveis de RANTES relacionados a mortalidade
infantil por malaria grave. Uma vez que plaquetas s&o a principal fonte de RANTES

na circulagao, a plaquetopenia comumente observada durante a malaria, pode ser
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uma uma explicagdo para esse fendbmeno (JOHN et al., 2006; SATCHIKO et al.,
2017).

A plaquetopenia, definida como contagem de plaquetas abaixo de
150.000/pl, estd associada a diversas doencas como HIV, influenza, dengue, entre
outras. Durante o surto pandémico por H1N1 em 2009, foi observado que muitos dos
pacientes que precisaram de internagdo na unidade de terapia intensiva (UTI)
apresentavam plaquetopenia, sendo essa observacao ainda mais pronunciada em
pacientes que vieram a 6bito, sugerindo assim uma associacéo entre a reducéo na
contagem de plaquetas e pior prognéstico de doencas virais (JENNE; KUBES, 2015;
PUTRI et al., 2018). A plaquetopenia também é frequentemente observada tanto na
malaria falciparum quanto na malaria vivax (LACERDA et al., 2011; PUTRI et al,,
2018). Kochar e colaboradores (2010) mostram ainda que a plaquetopenia grave
(contagem de plaquetas <50.000/uL) € uma alteracdo hematolégica comum em
pacientes com malaria vivax.

As causas da plaquetopenia observada na infeccdo maldrica ainda nao
estdo totalmente esclarecidas, parecendo ser um problema multifatorial. Um dos
mecanismos propostos para explicar esse fendmeno inclui sequestro esplénico e
ndo esplénico de plaquetas mediado por anticorpos. O sequestro no bago ocorre
como resultado da ligagdo especifica de IgG a antigenos malaricos ligados a
plaquetas (LACERDA et al., 2011). O maior consumo de plaquetas ativadas aderidas
ao endotélio & outra possivel causa da plaquetopenia. De Mast e colaboradores
(2007) observaram que pacientes com malaria falciparum apresentaram maiores
niveis de VWF que se correlacionaram negativamente com a contagem de
plaguetas. Outras evidéncias sugerem uma relagdo entre a plaquetopenia e a
fagocitose de plaquetas por mondcitos, tendo um estudo observado que plaquetas
de pacientes plaquetopénicos com malaria vivax eram mais fagocitadas por
mondcitos ex vivo, do que plaquetas de pacientes ndo plaquetopénicos (COELHO et
al., 2013). O extresse oxidativo também também tem sido sugerido como explicagéo
para a plaquetopenia. Araujo e colaboradores (2008) observaram que pacientes com
malara vivax plaquetopénicos apresentaram maior niveis de malondialdeido (um
marcador de peroxidagao lipidica devido a estresse oxidativo) no plasma do que
pacientes n&o plaquetopénicos.

Somado a isso, trabalhos tem sugerido uma relagao entre a plaquetopenia e a

ativacdo e apoptose plaquetaria. Foi relatado ja no inicio da infecgcdo malarica, um
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aumento do status de ativagdo e agregagdo das plaquetas possivelmente
estimuladas por ADP liberado de heméacias infectadas. As plaquetas agregadas
seriam entdo removidas da circulagdo, contribuindo assim para a diminuicdo do
numero de plaquetas circulantes (ASARE et al., 2020; GHOSH; SHETTY, 2008).
Hottz e colaboradores (2014) reportaram que na dengue, uma doenga onde a
trombocitopenia também é comum, as plaquetas estavam ativadas com expressao
da P-selectina. Em outro estudo do mesmo grupo, em plaquetas de pacientes com
dengue foram observados parémetros indicativos de apoptose como disfuncao
mitocondrial, expressédo de fosfatidilserina e ativacdo de caspases (HOTTZ et al.,
2013).

1.7 APOPTOSE PLAQUETARIA

Tem sido recentemente demonstrado que as plaquetas podem entrar em
processo de morte celular através de varias vias como autofagia, ferroptose e
necroptose, contudo a via mais estudada em plaquetas € a da apoptose
(VISHALAKSHI et al., 2021). Apoptose, um dos tipos de morte celular programada, &
um processo biolégico que limita a vida util das células e durante muito tempo foi
imputada exclusivamente as células nucleadas. Apesar das plaquetas serem
desprovidas de nucleo, a apoptose plaquetaria tem sido amplamente descrita e
relacionada a plaquetopenia observada em varias doengas incluindo a malaria
(LEYTIN, 2012; MASON et al., 2007).

Nas células nucleadas a apoptose pode ser desencadeada por 2 vias
(Figura 1.7). A primeira é a via extrinseca a célula que se inicia através da interacéo
entre os ligantes de morte da superfamilia do TNF (do inglés tumor necrosis factor),
como por exemplo TNF, FasL e TRAIL ( do inglés TNF-related apoptosis-inducing
ligand) com seus receptores de morte. Os receptores de morte sao proteinas
transmembranares da superfamilia do receptor de TNF, como por exemplo TNFR 1
e 2, Fas e TRAIL-R1 e -2. Em seguida, as porgdes citoplasmaticas dos receptores
de morte se ligam as proteinas adaptadoras FADD (do inglés Fas-associated death
domain) e ou/ TRADD (do inglés TNF-receptor associated death domain), levando
ao recrutamento e ativagdo das procaspases-8 e -10, formando assim o complexo
DISC (do inglés death-inducing signaling complex). Entédo as caspases-8 e/ou -10

ativadas clivam e ativam as caspases efetoras -3, -6 e -7 que por sua vez clivam
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proteinas celulares vitais, movendo o processo apoptético para seu estagio efetor,
ponto a partir do qual ndo ha mais volta (LEYTIN, 2012). Ainda n&o esta claro se a
via extrinseca de apoptose ocorre em plaquetas.

A segunda maneira pela qual a apoptose pode ocorrer € a via intrinseca a
célula, ja bem definida em plaquetas. Também chamada via de apoptose
dependente da mitocdndria, € iniciada por alteragdes na integridade mitocondrial. Os
eventos que constituem essa alteracdo incluem despolarizagcdo da membrana
mitocondrial interna (AWm), liberagéao de proteinas apoptogénicas como citocromo c,
AlIF (do inglés apoptosis inducing factor) e Smac (do inglés second mitocondria-
derived activator of caspases)/DIABLO do espaco intermembranar das mitocéndrias
para o citosol. Esses eventos sao regulados pelas proteinas da familia Bcl-2, que
interagem com a membrana mitocondrial externa levando a formag¢ao do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) com subsequente liberagdo de
fatores apoptogénicos (KILE, 2014; LEYTIN, 2012).

A familia de proteinas Bcl-2 atua como o principal regulador da via
intrinseca e é funcionalmente dividida em proteinas pré e antiapoptéticas. Bax e Bak
possuem atividade pré-apoptética, sendo criticas para a permeabilizagdo da
membrana mitocondrial e liberagdo para o citosol do citocromo c. Estando no
citoplasma, o citocromo c se liga a proteina Apaf-1 (do inglés apoptotic protease-
activating factor-1), formando o apoptossomo, que atua recrutando e ativando a
procaspase-9 que em seguida ira ativar as caspases efetoras 3, 6 e 7. Outro
exemplo de proteinas pro-apoptoticas sdo as Bad e Bim, responsaveis por se ligar e
inibir proteinas Bcl-2 com funcgéo anti-apoptoética, tais como Bcl-2, Bel-w, Mcl-1 e Bcl-
xL (JOSEFSSON; VAINCHENKER; JAMES, 2020; LEYTIN, 2012).
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Figura 1.8: Esquema representativo da vias extrinseca e intrinseca da apoptose (Adaptado de Kile,
2014).

Muitos estudos relataram a expressdo de protéinas da familia Bcl-2 por
plaquetas, tais como Bcl-2 e Bcl-xL (anti-apoptéticas), Bak e Bax (pro-apoptéticas) e
esta claro que o balan¢o antagbnico entre essas proteinas é o que regula a meia-
vida das plaquetas (JOSEFSSON; VAINCHENKER; JAMES, 2020; KILE, 2014;
LEYTIN, 2012). Mason e colaboradores (2007) demonstraram que a Bcl-xL é
fundamental para a sobrevivéncia das plaquetas, uma vez que mutacbes em seu
gene codificante (Bcl-x) ou sua inibicdo farmacoldgica, levaram a reducdo da meia-
vida das plaquetas circulantes, indugdo da apoptose e da plaquetopenia em
camundongos. Dessa forma, com a degradacao de Bcl-xL e predominio de Bax/Bak
as plaquetas seguem para a morte celular.

A ativagdo da cascata de caspases é responsavel pela clivagem de
proteinas intracelulares e ocorre tanto na via extrinseca quanto na via intrinseca.
Esse evento culmina na apoptose que tem como caracteristicas a condensacao da
cromatina e desintegragdo nuclear (ausente em plaquetas), diminuigdo do tamanho

da célula, vacuolizagao do citoplasma e vesiculagdo da membrana plasmatica, cuja
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integridade é preservada até o final do processo (DANIAL; KORSMEYER, 2004;
HOTCHKISS et al., 2009).

Diversos mecanismos capazes de induzir a apoptose plaquetaria pela via
intrinseca foram descritos, entre eles alta forca de cisalhamento, armazenamento
por tempo excessivo, ou agdo de estimulos agonistas em altas doses, como
trombina, ADP, epinefrina, colageno, entre outros. Os parédmetros celulares de
apoptose induzidos por esse estimulos incluem despolarizagdo do potencial da
membrana mitocondrial interna (AWm); formacdo do poro de transicdo de
permeabilidade mitocrondrial; liberagdo de citocromo ¢ para o citosol; expresséo,
ativacdo e translocagdo das proteinas pré-apoptéticas Bax, Bak e Bid para a
mitocdndria; ativagdo das caspases 3 e 9; exposi¢ao de fosfatidilserina e redugéo do
tamanho da plaqueta (GYULKHANDANYAN et al., 2012; KILE, 2014; LEYTIN,
2012). Dados preliminares do nosso grupo, mostraram uma redugéo dos niveis de
Bcl-xL em plaquetas estimuladas com heme (Figura 1.8). No entanto os mecanismos
envolvidos na degradagéo dessa proteina e sua importancia no processo apoptotico

de plaquetas na malaria permanecem elusivos.
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Figura 1.9: Degradacédo da proteina anti-apoptética Bel-xL em plaquetas estimuladas por heme. NT,
controle ndo tratatado; A23187, controle positivo. Dado n&o publicado.

Uma vez que proteinas sejam destinadas a degradagao e remogao do
proteoma celular, essas proteinas podem ser eliminadas por duas principais formas.
A primeira se da pela atividade proteolitica de uma grande maquinaria poliprotéica
chamada proteassoma (BUDENHOLZER et al., 2017). Estudos demonstraram que
plaquetas contém varios componentes do proteassoma, incluindo mRNA e
proteinas, e exibem atividade proteassomal (Figura 1.9) (KRAEMER; WEYRICH,;
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LINDEMANN, 2013). Foi demonstrado um papel critico do proteassoma na
trombopoiese, uma vez que sua inibicdo farmacoldgica impediu a formagdo de
proplaquetas nos megacariocitos humanos e murinos (SHI et al., 2014). Foi
observado ainda um efeito do proteassoma na modulacao de fungbes plaquetérias.
Nesse contexto, um estudo relatou que plaquetas pré-tratadas com um inibidor de
proteassoma (Bortezomib) tiveram menor agregacdo em resposta aos seus
agonistas (GUPTA et al.,, 2014). Outro estudo observou que a inibicdo do
proteassoma plaquetario levou a um aumento da expressdo da proteina pro-
apoptdtica Bax, sendo que essas plaquetas apresentaram despolarizagdo da
membrana mitocondrial interna e aumento da expressao de fosfatidilserina, dois
parametros indicativos de apoptose. Esses dados sugerem entdo um papel do
proteassoma na sobrevivéncia plaquetaria por meio da remogao constitutiva de Bax
(NAYAK; KULKARNI; DASH, 2013). Apesar dessas evidéncias, a contribuigdo do
proteassoma na apoptose plaquetaria e seu envolvimento na plaquetopenia
observada na malaria ainda nao esta totalmente esclarecida.

A segunda maneira pela qual proteinas podem ser degradadas nas
plaquetas é através das calpainas, que séo proteases presentes no citoplasma como
enzimas inativas, sendo translocadas para a membrana quando a concentragao
intracelular de calcio aumenta. Os estimulos capazes de induzir o aumento dos
niveis citosolicos de calcio ativando as calpainas, incluem os ionéforos de calcio,
trombina e proteinas do citoesqueleto (KRAEMER; WEYRICH; LINDEMANN, 2013;
SUZUKI et al., 2004). Existem evidéncias de que as calpainas exercem fungdes
importantes em diversos processos biolégicos, como reorganizacdo do
citoesqueleto, motilidade e proliferacao celular, hemostasia e também na apoptose
(ONO; SAIDO; SORIMACHI, 2016). Foi mostrado que as calpainas atuam regulando
a secre¢ao, agregacao e espalhamento plaquetario, ja que a inibicdo farmacoldgica
ou delegéo genética da calpaina pode levar a uma diminuigdo nessas fungbes das
plaquetas induzida por agonistas classicos como trombina, colageno e ADP (AZAM
et al., 2001; CROCET et al., 1999). Nayak e colaboradores (2013) observaram que
plaguetas tratadas com inibidores de proteassoma, exibiram maior ativacdo das
calpainas e niveis de calcio citoplasmaticos significativamente aumentados. Essas
plaguetas apresentaram um fendtipo apoptético independente da ativagdo de
caspases, indicando um envolvimento das calpainas na morte celular (Figura 1.9).

Entretanto o papel preciso das calpainas na apoptose plaquetaria e



consequentemente na plaquetopenia frequentemente relatada

elusivo.
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Figura 1.10: Vias de degradagdo de proteinas em plaquetas (Adaptado de KRAEMER; WEYRICH,;
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1.8 RACIONAL

A malaria ainda representa um dos principais problemas a serem
enfrentados pela saude publica. No Brasil a maioria dos casos de malaria sao
decorrentes da infeccdo pelo Plasmodium vivax. Durante muito tempo a malaria
vivax foi considerada uma infecgdo benigna, porém tem sido relatado formas mais
graves da doenca com complicagdes bastante comuns como anemia e diminuigéo
na contagem de plaquetas, denominada plaquetopenia. Apesar da participacéo das
plaguetas na patogénese da doenga ainda ndo ser clara, trabalhos tem demonstrado
um papel protetor das mesmas pela sua capacidade de matar diretamente P.
falciparum através da liberacdo de PF4 (KHO et al, 2018). As causas da
plaquetopenia recorrente na malaria vivax ainda nao estdo totalmente elucidadas,
porém tem sido sugerida uma relagao entre a plaquetopenia e a morte programada
de plaquetas por apoptose. Estudos relatam uma maior ocorréncia tanto da anemia,
quanto da plaquetopenia nas infec¢des por P. vivax em comparacgéo a P. falciparum
(WHITE, 2018; LACERDA et al., 2011). Frente a isso, levantamos a hipétese de que
toxinas liberadas durante o processo hemolitico que € mais recorrente na malaria
vivax, estejam levando a indu¢cdo da apoptose plaquetaria e dessa forma
contribuindo para a maior plaquetopenia observada em pacientes com malaria vivax.
Diversos estimulos s&o capazes de induzir a apoptose plaquetaria, porém ainda nao
existem estudos reportando o efeito das toxinas heme e hemozoina na apoptose de
plaquetas. Dessa forma, compreender o mecanismo que leva a morte plaquetaria na
malaria é essencial para um melhor entendimento do papel das plaguetas na

patofisiologia da doenga.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o envolvimento das toxinas heme e hemozoina na apoptopse plaquetaria na

malaria vivax.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Identificar a participagdo de fatores presentes no plasma de pacientes

infectados por P. vivax na apoptose de plaquetas;

2.2.2 Avaliar parametros celulares de apoptose em plaquetas de voluntarios

saudaveis estimuladas com heme e hemozoina sintética (sHz);

2.2.3 Identificar mecanismos moleculares envolvidos na apoptose de plaquetas

estimuladas com heme e sHz;

2.2.4 Compreender a participagdo de heme circulante em pacientes com malaria

vivax na apoptose plaquetaria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO DE VOLUNTARIOS SAUDAVEIS E DE PACIENTES
COM MALARIA VIVAX

Foram obtidas amostras de sangue periférico de voluntarios saudaveis do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora (ICB-
UFJF). Os critérios para inclusdo de voluntarios saudaveis incluiram ter mais de 18
anos, nao ter feito uso de anti-inflamatérios por no minimo 7 dias antes da coleta,
nao ter consumido qualquer alimento ou bebida contendo cafeina, e ndo ter tido
nenhum episddio de doengas infecciosas ou alérgicas por no minimo 7 dias antes da
coleta da amostra.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HU-UFJF
(n. 65064117.9.0000.5133). Todos os voluntarios consentiram em participar do
estudo por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
regido pelas normas da Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

As amostras de plasma foram obtidas de pacientes diagnosticados com
malaria vivax, recrutados na Fundagcéo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado,
Amazonas, Manaus (FMT-HVD). Para confirmacgao da infecgédo por P. vivax foi feito
gPCR. Foram excluidos pacientes com dengue ou infectados por outra espécie de
plasmodio. As amostras de plasma dos pacientes estdo estocadas em biorepositério
no laboratério de Imunofarmacologia (I0C-/FIOCRUZ). Esse projeto multicéntrico foi
aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (FMTV-HD #04572612.4.0000.0005 e
#47564715.9.0000.0005, IOC/FIOCRUZ #42999214.1. 1001.5248 e HU-UFJF
65064117.9.0000.5133). As caracteristicas demograficas e hematologicas dos
pacientes com malaria e voluntarios saudaveis incluidos no estudo podem ser

observadas na tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Caracteristicas demograficas e hematolégicas dos pacientes
infectados por Plasmodium vivax e dos voluntarios saudaveis. Foi considerada

significativa a diferenga estatistica quando p < 0,05.

Dados clinicos Controles Pacientes Valores de p valor
(n=10) (n=10) Referéncia*
|dade (anos) 30,6 (24-43) 30,7 (21-44) - 0,9405
Género 4 (40%) 5 (50%) - 1,0
Masculino (%)
Plaquetometria - 63,5 (37-170) 150-450 -
(x 10%/uL)
Hemoglobina - 11,55 (9,1-20,5) 14-18 -
(g/dL)

Dados apresentados como mediana (minimo-maximo) ou numero (percentual -%).
*Intervalos de referéncia para testes laboratoriais segundo Conselho Americano de
Medicina Interna (ABIM).

As variaveis numéricas foram avaliadas usando teste T de Student e as variaveis
qualitativas foram avaliadas usando X? com teste de Fisher.

3.2 ISOLAMENTO DE PLAQUETAS

As plaquetas foram isoladas a partir do sangue de voluntarios saudaveis,
conforme método descrito por Hamburger & McEver (1990). Utilizando uma seringa
contendo 3 mL de ACD (8 g/L de acido citrico, 22,4 g/L de citrato de sddio e 2 g/L de
dextrose; pH 5,1), foram coletados 17 mL de sangue periférico de voluntarios sadios.
Ap6s a coleta, o sangue foi homogeneizado e transferido para tubo cénico estéril de
50 mL. O sangue foi entdo submetido a uma centrifugagédo de 205 x g, por 20
minutos, a temperatura ambiente, com parada sem freio, obtendo-se ao final do
processo o plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi coletado e transferido para
outro tubo cénico estéril de 50 ml e a ele adicionou-se 100 nM de prostaglandina E1
(PGE1). Apds isso, outra centifugagéo foi realizada a 550 x g, por 20 minutos, a
temperatura ambiente, com parada sem freio, e ao fim, o sobrenadante (contendo o
plasma pobre em plaquetas (PPP)) foi descartado. O pellet de plaquetas foi entdo
ressuspendido em 25 mL de PSG (5 mM de PIPES, 145 mM de NaCl, 4 mM de KCI,
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50 uM de Na2HPO4, 1 mM de MgCI2-:6H20, 5,5 mM de glicose; pH 6,8) e 100 nM
PGE1 e foi realizada uma ultima centifugagédo a 500 x g, por 20 minutos, a
temperatura ambiente, com parada sem freio. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de meio 199 (M199 com
EBSS, L-Glutamina e HEPES; Lonza 12-117F). Apés contagem das plaquetas feita
em microhematocrito, a concentragdo plaquetaria foi ajustada para 1x108

plaguetas/mL.

3.3 PREPARO DO HEME E DA HEMOZOINA SINTETICA

Tanto o heme quanto a hemozoina sintética (sHz) foram preparados a
partir de hemina. O heme foi preparado adicionando-se 13,2 mg de hemina a 1 mL
de DMSO (concentracgéo final de 20 mM). Essa solug&o estoque foi protegida da luz
e mantida a -20°C até o momento do uso. No dia do experimento, depois da solu¢ao
estoque ter sido descongelada a temperatura ambiente, ela foi submetida ao ultra-
som por 20 minutos e diluida 10 vezes em NaOH 0,25N. Posteriormente, a solugao
de heme foi diluida em meio 199 para entdo ser usada no estimulo de plaquetas em
diferentes concentragdes.

Para o preparo da sHz, foram dissolvidos 39,2 mg de hemina em 8 mL de
NaOH 0,1M. A solugao foi agitada no shaker por 1 hora e em seguida adicionou-se a
ela 49 mmol de &cido acético. Posteriomente, a solucao foi transferida para tubos
eppendorfs que foram incubados a 75°C overnight. No dia seguinte, os tubos foram
centrifugados a 21.693 x g por 20 minutos, e apds isso, o sobrenadante foi
descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de agua Milli Q. Os tubos foram agitados
no shaker por 1 minuto e depois foram novamente centrifugados a 21.693 x g por 20
minutos. O processo de descarte de sobrenadante, adigdo de agua Milli Q, agitacédo
no shaker e centrifugagcéo foi repetido mais 4 vezes. Apds o Ultimo descarte de
sobrenadante, adicionou-se 1 ml de solugdo de NaHCO3 0,1 N e SDS 2,5% (pH
9,1). Os tubos foram agitados no shaker durante 5 minutos e depois centrifugados a
21.693 x g por 20 minutos. A adicdo de solugdo de NaHCO3 e SDS, agitagdo no
shaker, centrifugacéo e descarte do sobrenadante foi repetida mais 4 vezes. Apds a
ultima centrifugacao, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de agua Milli
Q em cada tubo para lavar os cristais. Homogeneizou-se o pellet com a pipeta e

centrifugou-se a 21.693 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente. Repetiu-se
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esse processo de lavagem mais 3 vezes e na ultima lavagem, o sobrenadante foi
descartado. Os tubos contendo a sHz foram colocados dentro do fluxo laminar para
gue secassem e, em seguida, foram armazenados em geladeira até o uso.

Para realizar a quantificacdo da sHz foi preparada uma curva padréo.
Para esse fim, foi feita uma aliquota da solu¢cdo estoque de heme preparada
previamente. Essa aliquota foi entdo diluida em NaOH 0,1M obtendo-se a
concentracdo de 1 mM, que foi utilizada como o primeiro ponto da curva.
Posteriormente, foi feita uma diluigdo seriada em NaOH. Uma aliquota da sHz
preparada foi diluida em 500 uL de NaOH 0,1N e, juntamente com a curva padrao,

foi lida em espectofotdmetro a 400 nm.

3.4 ESTIMULO DE PLAQUETAS COM HEME E HEMOZOINA SINTETICA

As plaquetas isoladas de voluntarios saudaveis foram estimuladas pelo
heme, nas concentracdes de 1 uM, 10 uM e 20 uM e pela hemozoina sintética nas
concentracées de 1 yM, 10 uM e 20 uM. O grupo controle do estimulo com heme
recebeu os veiculos DMSO a 14,1 mM e NaoH a 2,5 mM enquanto o controle do
estimulo com a sHz recebeu o veiculo NaOH a 0,4 mM. Em seguida, as plaquetas
foram incubadas em estufa a 37°C por 5h e apds o tempo de incubagéo, seguiram
para analise por citometria de fluxo conforme protocolos de dupla marcacéo para
andlise de exposicdao de fosfatidilserina e de despolarizagdo da membrana

mitocondrial interna descritos a seguir.

3.5 ENSAIO DE INIBIGAO

Plaguetas isoladas do sangue de voluntarios sadios foram incubadas
por 15 minutos com o inibidor de proteassoma Bortezomib (1 yM) ou com o quelante
de calcio Bapta-AM (20 yM) ou com DMSO (14,1 mM) que foi usado como veiculo.
Posteriormente, as plaquetas foram estimuladas com heme (20 uM) ou sHz (20 uM)
e incubadas em estufa a 37°C por 5h. Apds o tempo de incubacgao, foi feita a analise
por citometria de fluxo conforme protocolos de dupla marcagdo para analise de
exposicao de fosfatidilserina e de despolarizagdo da membrana mitocondrial interna

descritos a seguir.
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3.6 ENSAIO COM PLASMAS

Ao final do isolamento, plaquetas de voluntarios sadios foram
ressuspensas em 500 puL de PBS estéril. As plaquetas de um voluntario saudavel
foram ajustadas para uma concentragdo de 1 x 108/ml e ressuspensas em plasma
de 10 voluntarios saudaveis heterélogos ou em plasma de 10 pacientes com malaria
vivax na presenca ou auséncia de hemopexina. Posteriormente as plaquetas foram
incubadas em estufa a 37°C por 5h e depois foi feita a dupla marcagéo para analise
de exposicao de fosfatidilserina e de despolarizagdo da membrana mitocondrial

interna por citometria de fluxo.

3.7 CITOMETRIA DE FLUXO

A fim de identificar parametros de apoptose, foi realizada uma dupla
marcacdo de plaquetas para analise da exposicdo de fosfatidilserina e
despolarizacdo da membrana mitocondrial interna. Para deteccdo da exposi¢ao de
fosfatidilserina na membrana, plaquetas previamente isoladas do sangue de
doadores saudaveis e estimuladas por heme, sHz ou por plasma, foram incubadas
com tampéo de ligagdo de Anexina V que acompanha o kit (BD Pharmingen). Em
seguida, adicionou-se a Anexina V conjugada a FITC (BD Pharmingen) e incubou-se
por 15 minutos, protegido da luz e a temperatura ambiente. Apds o periodo de
incubacao, as células foram diluidas em 380 pL do tampé&o de ligagdo a anexina. Em
seguida, as plaquetas foram incubadas com a sonda TMRE ajustada para uma
concentracéo final de 100 nM e entdo as amostras foram lidas no citbmetro de fluxo

0 mais rapido possivel.

3.8 ANALISE ESTATISCA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se GraphPad Prism 6.0 for
Windows (GraphPadSoftware, San Diego California USA). Os dados foram
apresentados como média + erro padrao da média (E.P.M.) e foram avaliados
quanto a distribuicdo normal pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Os
dados ndo paramétricos foram analisados utilizando-se o teste de Friedman e para

os dados normais utilizou-se ANOVA one-way ou teste T de Student, sendo a
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significancia estatistica considerada sempre que p < 0,05.

4 RESULTADOS

41 O PLASMA DE PACIENTES INFECTADOS POR P. vivax INDUZ A
APOPTOSE PLAQUETARIA

Uma vez que a plaquetopenia é frequentemente relatada na infeccao
malarica, sobretudo na malaria vivax (LACERDA et al., 2011), hipotetizamos que
fatores presentes no plasma de pacientes infectados por P. vivax poderiam induzir a
apoptose plaquetaria, contribuindo assim para a plaguetopenia observada em
pacientes com malaria vivax. Para isso, incubamos plaquetas isoladas do sangue de
um doador sadio com plasmas de pacientes infectados por P. vivax ou plasmas de
controles sadios heterélogos pareados por sexo e idade (Tabela 4.1).
Posteriormente foi feita a marcagdo com Anexina V para analise da exposicéo de
fosfatidilserina (PS) e com TMRE para andlise do potencial de membrana
mitocondrial.

Observamos que a incubagdo com plasma de pacientes com malaria
vivax levou ao aumento da exposicdo de PS e a despolarizagcdo da membrana
mitocondrial interna de plaquetas em comparagédo ao grupo controle (Figura 4.1 A).
Além disso, Observamos que a incubagdo do plasma de pacientes com malaria
vivax com plaquetas de um doador sadio foi capaz de levar a uma diminuigdo
significativa do tamanho das plaquetas em relagdo ao grupo controle (plaquetas

incubadas com plasma heterélogo de doadores sadios) (Figura 4.1 B).
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Figura 4.1 — Efeito do plasma de pacientes com maléaria vivax na apoptose de plaquetas de
doadores saudaveis. Plaquetas isoladas de um voluntario sadio foram incubadas com plasmas de
pacientes infectados por P. vivax ou com plasmas heterélogos de controles sadios, em estufa a 37°
por 5h. Em seguida, realizou-se a duplo-marcagdo com as sondas Anexina V e TMRE para analise
por citometria de fluxo. Foram consideradas apoptéticas as plaquetas positivas para a marcagdo com
anexina V, indicando a exposic¢ao de fosfatidilserina (PS), e negativas para a sonda TMRE, indicando
despolarizagdo da membrana mitocondrial interna. O painel A mostra o percentual de plaquetas
positivas para a Anexina V e negativas para o TMRE. Os dot plots representativos mostram a analise
em plaquetas de um doador saudavel incubadas com plasma de um controle heterdlogo sadio e de
um paciente. O painel B mostra a média do pardmetro FSC, que indica o tamanho das plaquetas, e a
sobreposicdo de histogramas representativos de plaquetas de um doador sadio incubadas com
plasma de um paciente e com plasma heterdlogo de um controle sadio. Os graficos séo
representativos de um experimento, sendo cada barra a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de
plaquetas incubadas com plasmas de 10 pacientes com malaria ou 10 voluntarios saudaveis. Os
asteriscos (**) indicam a diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle sendo p < 0,01.

4.2 HEME E HEMOZOINA SINTETICA INDUZEM A APOPTOSE PLAQUETARIA

Uma vez que heme e sHz sdo duas toxinas que atuam de maneira importante
na patogénese da malaria (FIGUEIREDO et al., 2007; GRIFFITH et al., 2009), e que
dados né&o publicados do nosso grupo demonstraram que heme e sHz induzem a
ativacao plaquetaria, levantamos a hipotese de que essas toxinas poderiam também
induzir a apoptose de plaquetas, sendo assim um dos responsaveis pela

plaquetopenia tdo observada em pacientes com malaria vivax.
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Plaquetas isoladas do sangue de doadores saudaveis foram estimuladas
com diferentes concentra¢cdes de heme e sHz por 5h. Posteriormente essas
plaquetas foram marcadas com Anexina V para analise da expressdo de PS e com
TMRE para analise do potencial de membrana mitocondrial.

As plaquetas incubadas, tanto com heme quanto com sHz, mostraram
aumento significativo da exposicdo de PS e despolarizagdo da membrana
mitocondrial interna, em comparagéo aos grupos controles (heme 0 uM e sHz 0 uM),
de forma dependente da dose, sendo que as plaquetas que receberam os maiores
estimulos (heme 20 uM e sHz 20 uM) exibiram resultados mais robustos (Figura
4.2.1 e Figura 4.2.2). Observamos também que apenas a incubagdo com heme a 20
uM foi capaz de levar a uma diminuig&o significativa do tamanho das plaquetas em
relagdo ao controle ndo tratado (heme 0 uM), enquanto que as trés concentragdes
de sHz ( 1, 10 e 20 uM) foram capazes de reduzir o tamanho das plaquetas ( Figura
4.2.1 e Figura 4.2.2).



46

L
1o 10
60+ *
= * 10° 104
= P
L] * T i
w 40+ a 2 2
4 * w10 w10 '4
= - ¢
+ 1 =
> 204 ¥ 10 . 10 % i) |
£ Apo Platellets ] .. Apo Platellets,
& T 408 0 88
i 10 10 e
Lakbi B LAl |
o L Y 0 1 2 3 4
0 1 10 20 10° 10 10° 0 10 10 10 10 10 10
ARV TG Ann FITC
Heme (pM)
Heme O pM Heme 20 pM
a0
150+ i
O *
£
g 10 o Heme
o 1 “ 0 um
9 T T 1
o 4
s g
g 50 & | Heme
[ S 100 < 20 uM
© g
3
E 1, 1
u- - T - T -
0 1 10 2 4
Heme (uM) 10 1’ 1 w e

Figura 4.2.1 — Efeito do heme na apoptose de plaquetas de doadores saudaveis. Plaquetas
isoladas do sangue de doadores saudaveis foram incubadas com heme nas concentragées de 1, 10 e
20 yM em estufa a 37° por 5h. Em seguida, realizou-se a duplo-marcagdo com as sondas Anexina V
e TMRE para analise por citometria de fluxo. Foram consideradas apoptéticas as plaquetas positivas
para a marcagdo com anexina V, indicando a exposi¢ao de fosfatidilserina (PS), e negativas para a
sonda TMRE, indicando despolarizagdo da membrana mitocondrial interna. O painel A mostra o
percentual de plaquetas positivas para a Anexina V e negativas para o TMRE. Os dot plots sdo
representativos da analise de plaquetas de um doador saudavel ndo estimuladas (heme 0 uM) ou
estimuladas com heme a 20 pyM. O painel B mostra a mudancga percentual do pardmetro FSC, que
indica o tamanho das plaquetas, e a sobreposi¢cao de histogramas representativos de plaquetas de
um doador saudavel ndo estimuladas (heme 0 uyM) ou estimuladas com heme a 20 yM. Os gréficos
sdo representativos de cinco experimentos independentes com plaquetas de doadores distintos,
sendo cada barra a média + E.P.M. do percentual de plaquetas Ann VHTMRE™ (A) e da mudanca
percentual de FSC (B). O asterisco (*) indica a diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle
sendo p < 0,05.
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Figura 4.2.2 — Efeito da hemozoina sintética (sHz) na apoptose de plaquetas de doadores
saudaveis. Plaquetas isoladas do sangue de doadores sauddveis foram incubadas com sHz nas
concentragdes de 1, 10 e 20 yM em estufa a 37° por 5h. Em seguida, realizou-se a duplo-marcagéo
com as sondas Anexina V e TMRE para analise por citometria de fluxo. Foram consideradas
apoptéticas as plaquetas positivas para a marcagdo com anexina V, indicando a exposi¢do de
fosfatidilserina (PS), e negativas para a sonda TMRE, indicando despolarizagdo da membrana
mitocondrial interna. O painel A mostra o percentual de plaquetas positivas para a Anexina V e
negativas para o TMRE. Os dot plots s&o representativos da analise de plaquetas de um doador
saudavel nédo estimuladas (sHz 0 yM) ou estimuladas com sHz a 20 pM. O painel B mostra a
mudanga percentual do parametro FSC, que indica o tamanho das plaquetas, e a sobreposi¢do de
histogramas representativos de plaquetas de um doador saudavel nao estimuladas (sHz 0 uM) ou
estimuladas com sHz a 20 pM. Os graficos séo representativos de cinco experimentos independentes
com plaquetas de doadores distintos, sendo cada barra a média + E.P.M. do percentual de plaquetas
Ann VH/TMRE™ (A) e da mudanca percentual de FSC (B). O asterisco (*) indica a diferenga estatistica
em relagédo ao grupo controle sendo p < 0,05.

43 HEME E sHz INDUZEM A APOPTOSE PLAQUETARIA DE MODO
INDEPENDENTE DE PROTEASSOMA

Posto que o balango antagbnico entre proteinas pré e anti-apoptéticas regula
a apoptose (KILE, 2014; LEYTIN, 2012), e a degradacao de BcL-xL em resposta ao
heme foi recentemente evidenciado por nosso grupo, decidimos investigar qual via
de degradagdo de proteinas, proteassoma ou calpainas, esta envolvida na

degradacédo de BclL-xL e consequentemente na apoptose plaquetaria induzida por
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heme e sHz. Para esse fim, incubamos plaquetas de voluntarios saudaveis, por 15
minutos, com o inibidor de proteassoma Bortezomib; ou com o quelante de calcio
Bapta-AM, ja que as calpainas sdo dependentes de aumento dos niveis
intracelulares de calcio; ou com DMSO que foi usado como veiculo. Posteriormente
as plaquetas foram estimuladas com heme (20 uyM) ou sHz (20 yM) durante 5h e o
fendtipo apoptético foi avalidado como descrito anteriormente.

Observamos que tanto o Bortezomib quanto Bapta-AM n&o foram capazes de
impedir a apoptose de plaquetas estimuladas por heme (Figura 4.3.1). De modo
semelhante, observamos que o tratamento com Bortezomib ou Bapta-AM também

nao foi capaz de impedir a apoptose plaquetaria estimulada pela sHz (Figura 4.3.2).
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Figura 4.3.1 - Efeito do inibidor de proteassoma Bortezomib, e do quelante de calcio Bapta-AM
na apoptose de plaquetas estimulados com heme. Plaquetas isoladas do sangue de doadores
saudaveis foram incubadas por 15 minutos com Bortezomib (1 uM), com Bapta-AM (20 uM) ou com o
véiculo de carregamento DMSO (14,1 mM). Posteriormente as plaquetas foram estimuladas com
heme (20 pyM) em estufa a 37° por 5h, e em seguida foram incubadas com as sondas Anexina V e
TMRE para analise no citbmetro de fluxo. Em A é mostrado o percentual de plaquetas positivas para
a Anexina V e negativas para o TMRE e em B é mostrada a média do pardmetro FSC. Os graficos
sdo representativos de quatro experimentos independentes com plaquetas de doadores distintos,
sendo cada barra a média + E.P.M. do percentual de plaquetas Ann VHTMRE™ (A) e da média de
FSC (B).
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Figura 4.3.2 - Efeito do inibidor de proteassoma Bortezomib, e do quelante de calcio Bapta-AM
na apoptose de plaquetas estimulados com sHz. Plaquetas isoladas do sangue de doadores
saudaveis foram incubadas por 15 minutos com Bortezomib (1 uM), com Bapta-AM (20 yM) ou com o
véiculo de carregamento DMSO (14,1 mM). Posteriormente as plaquetas foram estimuladas com sHz
(20 uM) em estufa a 37° por 5h, e em seguida foram incubadas com as sondas Anexina V e TMRE
para analise no cittmetro de fluxo. Em A é mostrado o percentual de plaquetas positivas para a
Anexina V e negativas para o TMRE e em B é mostrada a média do parametro FSC. Os graficos sdo
representativos de quatro experimentos independentes com plaquetas de doadores distintos, sendo
cada barra a média + E.P.M. do percentual de plaquetas Ann VHTMRE™ (A) e da média de FSC (B).

4.4 HEMOPEXINA (Hx) REDUZ O EFEITO APOPTOTICO DO PLASMA DE
PACIENTES INFECTADOS POR P. vivax

Para avaliar se o heme liberado durante a malaria vivax participa da apoptose
induzida em plaquetas expostas ao plasma de pacientes malaricos, plasmas de
pacientes infectados por P. vivax foram previamente incubados na presenca ou
auséncia do quelante de heme hemopexina. Posteriormente, plaquetas obtidas de
um voluntario sadio foram adicionadas aos plasmas dos pacientes ou plasmas
heterélogos de controles sadios pareados por sexo e idade. Verificamos que o pré-
tratamento dos plasmas de pacientes com malaria vivax com a hemopexina preveniu
o efeito apoptdtico do plasma, em comparagéo ao plasma de pacientes nao tratados
com hemopexina. Esse dado indica a apoptose plaquetaria induzida por heme livre

liberado na circulagéo durante a malaria vivax (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Efeito da Hemopexina (Hx) na apoptose plaquetaria induzida pelo plasma de
pacientes com malaria vivax. Plasmas de pacientes infectados por P. vivax foram incubados na
presenca ou auséncia de Hx por 15 minutos e apds esse tempo, assim como os plasmas de controles
sadios, foram incubados com plaquetas de outro doador sadio em estufa a 37° por 5h. Posteriormente
foi feita a marcagdo com as sondas Anexina V e TMRE para analise no citbmetro de fluxo. Em A é
mostrado o percentual de plaquetas positivas para a Anexina V e negativas para o TMRE e em B é
mostrada a média do parametro FSC. Os graficos sdo representativos de um experimento, sendo
cada barra a média + E.P.M. de plaquetas incubadas com o plasma de 10 pacientes ou 10 controles
saudaveis. Os asteriscos (**) indicam a diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle sendo p <
0,01.

5 DISCUSSAO

Por muito tempo a malaria vivax foi negligenciada pois acreditava-se
que se tratava de uma infecgdo benigna, porém tem sido constantemente relatado
casos graves da doengca com sindromes clinicas como anemia grave, ARDS e
plaguetopenia grave (ANSTEY et al., 2009; KOCHAR et al., 2010; LACERDA,
MARCUS V.G. et al., 2012). A plaquetopenia é uma alteragdo hematologica bastante
comum na malaria e estudos mostram que até 80% dos pacientes tiveram
diminuicdo da contagem de plaquetas durante a infec¢édo por P. falciparum ou por P.
vivax (LACERDA et al., 2011).

Entre os diversos mecanismos bioldgicos propostos para explicar a
plaquetopenia observada na malaria, a apoptose plaquetaria também tem sido
apontada como possivel causa desse fenbmeno (GHOSH; SHETTY, 2008; HOTTZ
et al., 2013). Dados nao publicados do nosso grupo mostraram que, em uma analise
do transcriptoma de plaquetas de pacientes com malaria vivax que se apresentavam

plaquetopénicos, foi observada expresséao diferencial de genes relacionados a morte
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celular e que as plaquetas desses pacientes apresentavam sinais de apoptose tais
como ativagdo das caspases 3 e 9. Esses dados evidenciam uma importante
contribuicdo da apoptose de plaquetas na plaguetopenia observada durante a
malaria vivax.

Comparativamente a malaria falciparum, é relatada na malaria vivax uma
maior ocorréncia de anemia - decorrente entre outros fatores, de hemodlise mais
intensa - e de plaquetopenia (WHITE, 2018; DOUGLAS et al., 2012; LACERDA et
al., 2011). Frente a isso, hipotetizamos que mediadores provenientes da hemdlise
que ocorre na malaria vivax, quando liberadas na circulagdo, poderiam induzir a
apoptose de plaquetas, contribuindo assim para a plaquetopenia. De fato,
observamos que plaquetas de um doador saudavel incubadas com plasma de
pacientes infectados por P. vivax demonstraram sinais de apoptose, como a
despolarizagdo da membrana mitocondrial interna, exposi¢do de fosfatidilserina e
reducdo do tamanho das plaquetas (Figura 4.1). A mesma observagéao foi feita em
estudos prévios nao publicados pelo nosso grupo, em que plaquetas incubadas com
plasma de pacientes infectados por P. vivax também apresentaram sinais
apoptoticos, como a ativagdo de caspases. De maneira similar, Hojo-Souza e
colaboradores (2015) demonstram que em amostras de sangue total de doadores
com malaria vivax foi observado um aumento percentual de células apoptoéticas (T
CD4+ e mondcitos) na circulagao em comparacédo a doadores saudaveis. Esse
mesmo estudo ainda demonstrou a expresséo diferencial de 10 genes envolvidos
tanto na via extrinseca, quanto na via intrinseca da apoptose em pacientes
infectados por P. vivax. Esses dados sugerem portanto, que fatores liberados na
circulacdo apds a destruicao de hemaceas parasitadas, podem estar induzindo a
apoptose de células, incluindo as plaquetas.

Sendo a malaria uma doenca caracterizada por intensa hemdlise, com
liberacdo na circulagdo de heme livre e do produto de sua detoxificagdo pelo
parasito, hemozoina, levantamos a hipotese de que essas toxinas poderiam estar
fornecendo um estimulo a apoptose de plaquetas, contribuindo dessa forma para o
quadro plaquetopénico observado nos pacientes malaricos.

Na literatura ja esta bem estabelecido o efeito téxico e oxidativo do heme
podendo levar diversos tipos celulares a morte, como astrécitos e células do
endotélio vascular cerebral humanas (LAIRD et al., 2008; LIU et al., 2013). Em

nossos resultados, observamos que plaquetas de voluntarios saudaveis incubadas
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com heme apresentaram-se apoptoéticas, conforme evidenciado pela despolarizagao
da membrana mitocondrial interna, exposicdo de fosfatidilserina, e encolhimento
celular, de forma dependente da dose (Figura 4.2.1). Larsen e colaboradores (2010),
ao observarem a morte de hepatodcitos estimulados com heme, chamaram este
fendmeno de “sensibilizagdo do heme a morte celular programada”, relatando que o
efeito citotoxico do heme so6 é visivel na presenga de outros agonistas, como o TNF.
Nossos dados mostraram, no entanto, que apenas o estimulo com heme foi
suficiente para induzir a apoptose em plaquetas. Uma vez que o heme possui um
potente efeito oxidante, a liberagdo de heme na circulagdo durante a hemdlise de
eritrocitos parasitados, pode causar disfungdo mitocondrial em plaquetas levando-as
a morte.

De forma semelhante, o estimulo de plaquetas de voluntarios saudaveis
com a hemozoina sintética (sHz) também induziu despolarizagdo da membrana
mitocondrial interna, exposicao de fosfatidilserina e encolhimento celular. Esse
fendtipo apoptético foi induzido pela sHz de forma dose-dependente (Figura 4.2.2).
Lamikanra e colaboradores (2009) também relataram que a hemozoina isolada de P.
falciparum induziu a apoptose de células progenitoras de eritrocitos que tiveram uma
redugéo no potencial da membrana mitocondrial e ativagéo das caspases 3, 8 e 9.
Martiney e colaboradores (2007) também observaram caracteristicas de apoptose
em astrocitos incubados com sHz, como a vesiculagdo da membrana plasmatica.

Uma vez que o balango antagdnico entre protéinas pré e anti-apoptéticas da
familia Bcl-2 regula a apoptose (KILE, 2014; LEYTIN, 2012), foi anteriormente
mostrado por nosso grupo (dado nado publicado) a degradagdo de BclL-xL, uma
proteina anti-apoptdtica, em plaquetas estimuladas com heme. A partir disto,
resolvemos investigar qual via de degradacdo de protéinas em plaquetas,
proteassoma ou calpainas, estaria envolvida na degradacdo de BclL-xL e
consequentemente na apoptose plaquetaria induzida por heme e sHz.

As calpainas sao proteases que para serem ativadas necessitam de aumento
nos niveis intracelulares de calcio, seja por influxo de calcio ou pela liberagao pelo
reticulo endoplasmatico (KRAEMER; WEYRICH; LINDEMANN, 2013; SUZUKI et al.,
2004). Observamos que o quelante de calcio Bapta-AM néo foi capaz de impedir a
apoptose de plaquetas estimuladas por heme. O tratamento com o inibidor de
proteassoma Bortezomib também n&o impediu a apoptose de plaquetas estimuladas

por heme (Figura 4.3.1). Nossos resultados sugerem que a apotose plaquetaria
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induzida por heme € independente de proteassoma e do aumento dos niveis de
célcio. Porém, resultados prévios do nosso grupo demonstraram que o tratamento
de plaquetas com EGTA, um quelante de calcio permeavel a célula, inibiu a
degradagéo de BcL-xL induzida por heme. Kraemer e colaboradores (2013) também
demonstraram a degradagdo de BclL-xL dependente do aumento dos niveis
intracelulares de cacio e da ativagdo de calpainas em plaquetas. Uma possivel
explicacdo para essa discordancia de observacgbes, pode ser o pequeno tamanho
amostral do nosso estudo, e que caso seja aumentado, possa refletir uma diferenca
significativa entres os grupos tratados com Bapta-AM e tratados com o veiculo
(DMSO), uma vez que uma tendéncia entre eles pode ser percebida. Além disso,
novos experimentos serdo necessarios com inibidores especificos de calpainas para
esclarecer essa questao.

De modo semelhante, podemos observar na figura 4.3.2 que tanto o
Bortezomib quanto Bapta-AM também nao foram capazes de impedir a apoptose de
plaguetas estimuladas pela sHz. Esse resultado sugere que a sHz induz a apoptose
de plaquetas de modo independente de proteassoma e do aumento dos niveis
celulares de calcio. No entanto, Nayak e colaboradores (2013) observaram que a
inibicdo do proteassoma de plaquetas levou a despolarizagdo da membrana
mitocondrial interna e aumento da expressédo da proteina pro-apoptotica Bax e da
fosfatidilserina. Desta forma, ndo podemos descartar que o tratamento com
Bortezomib per se apresenta efeito apoptético.

Por fim, apdés a confirmarmos que o plasma de pacientes com malaria vivax
induziu a apoptose em plaquetas de um voluntario sadio, o proximo passo foi
investigar se a apoptose plaquetaria estaria sendo induzida por heme liberado na
circulagdo durante a maléaria vivax. Para esse fim utilizamos a hemopexina, um
quelante de heme. Durante processos inflamatérios, a concentracdo da hemopexina
no plasma aumenta drasticamente, sendo assim considerada uma proteina de fase
aguda. Resultados prévios do nosso grupo demonstraram que houve um acréscimo
na quantidade de hemopexina no plasma de individuos infectados por P. vivax, o
que pode ser explicado pelo aumento nos niveis das citocinas IL-6 e IL-1B que s&o
estimulos para a produgdo de hemopexina pelos hepatdcitos (SMITH; MCCULLOH,
2015). Em nossos resultados observamos que a hemopexina reduziu a capacidade
do plasma de pacientes infectado por P. vivax de induzir a apoptose em plaquetas

de doadores saudaveis (Figura 4.4). Outro trabalho também demonstrou que a
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hemopexina inibe os efeitos citotoxicos do heme em hepatdcitos murinos e
humanos, uma vez que a hemopexina impediu a morte celular programada de
hepatdcitos induzida por heme livre (LARSEN et al., 2010).

Esses dados, portanto, nos fornecem indicios de que o heme e a toxina
malarica hemozoina, liberados na circulagdo durante a malaria vivax, sdo capazes
de induzir a apoptose de plaquetas, como visto pela exposigdo da fosfatidilserina,
despolarizacdo da membrana mitocondrial interna e encolhimento celular, podendo
assim contribuir para plaguetopenia observada durante a malaria causada por P.
vivax. Novos estudos serdo necessarios para identificar os mecanismos da apoptose

plaquetaria induzida por heme e sHz.

6 CONCLUSAO

Nossos dados mostram que as toxinas heme e hemozoina, provenientes
da intensa hemolise que ocorre durante a infecgéo por P. vivax, induzem a apoptose
plaquetaria, podendo ser os desencadeadores da plaquetopenia caracteristica da

fisiopatologia da malaria vivax.

7 PERSPECTIVAS

e Avaliacao da inibigdo das calpainas por inibidores especificos na apoptose
plaquetaria induzida por heme;

e Dosagem de heme nos plasmas de pacientes infectados por P. vivax e de
voluntarios sadios;

e Avaliacdo de marcadores de outras vias de morte celular, além dos
marcadores de apoptose, em plaquetas de doadores saudaveis incubadas
com plasmas de pacientes com malaria vivax ou estimuladas com heme e
sHz;

e Avaliacdo do efeito de inibidores de proteassoma e calpaina na apoptose
plaquetaria induzida pelo plasma de pacientes com malaria vivax;

e Avaliacao da apoptose de outros tipos celulares induzida pelo plasma de

pacientes com malaria vivax;
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