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Resumo

Lipoxina (LX) A4 é um mediador lipidico antiinflamatorio produzido via lipoxigenases,
gue tem sido demonstrado por ter uma importante fungdo no controle da resposta
imune (RI) a patdgenos intracelulares. Contudo, ndo existem dados na literatura sobre
0 papel da LXA4 regulando a resposta imune em doencgas infecciosas humana. Para
estudar o possivel envolvimento de LXA4 na Rl humana contra parasitos, analisamos
0s niveis de LXA4 no plasma assim como citocinas incluindo IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-
10 em pacientes com maldria e controles da area endémica no Brasil. Amostras de
sangue foram coletadas de individuos infectados por P.vivax ou P.falciparum
(sintométicos e assintomaticos), assim como controles da area endémica de
Rondénia-Brasil. Niveis de LXA4 e citocinas do plasma foram determinados por
ELISA. Testes Mann Whitney e ANOVA foram usados para comparar significancia
estatistica entre os grupos. Comparados aos controles endémicos, pacientes com
malaria exibiram niveis plasmaticos reduzidos de LXA4 (p=0,0483) e aumentados de
IFN-y (p=0,0034). Observou-se associac¢do negativa entre IFN-y e LXA4 e associagao
positiva entre TNF-a e LXA4, IL-10 e LXA4. Comparados aos controles endémicos,
individuos com malaria assintomatica exibiram baixos niveis de LXA4 (p<0,05).
Nenhuma diferenga foi achada nos niveis de LXA4 do plasma de individuos
sintométicos comparados aos controles ou individuos assintomaticos. Em contraste,
niveis de IFN-y e IL-10 foram achados elevados em pacientes com malaria sintomatica
comparados aos controles endémicos (p<0,05). Além disso, estes pacientes
apresentaram uma significante diminuicdo nos niveis de IL-12 p40 comparados aos
individuos assintomaticos (p<0,05). No plasma de pacientes com malaria sintomatica,
observou-se associagéo negativa entre IFN-y e LXA4 e associacgéo positiva entre 1L-10
e LXA4. Nossos resultados sugerem que LXA4 e outros mediadores como IL-10 estdo

envolvidos na modulag&o da resposta pro-inflamatoéria de pacientes com malaria.



Abstract

Lipoxin (LX) A4 is an anti-inflammatory lipid mediator produced via lipoxygenases,
which has been demonstrated to play an important role in controlling immune
responses to several intracellular pathogens. However, whether LXA4 regulates the
immune response (IR) in human infectious diseases has not been described. To study
the possible involvement of LXA4 in the IR to parasites in humans, we analyzed
plasma levels of LXA4 as well as cytokines including IFN-gamma, IL-12, TNF e IL-10 in
malaria patients and control subjects from an endemic area in Brazil. Blood samples
were collected from P. vivax or P.falciparum-infected individuals (symptomatic and
asymptomatic) as well as endemic controls from Rondonia State. Plasma LXA4 levels
and cytokines were determined by ELISA. Mann Whitney test and Anova test were
used to compare statistical significance between groups. Compared to endemic control
subjects, malaria patients displayed lower plasma levels of LXA4 (p=0,0483)
associated with a significant increase in IFN-gamma measurements (p=0,0034).
Negative association was observed between IFN-gamma and LXA4, positive
association was found between TNF-a and LXA4, IL-10 and LXA4. Compared to
endemic control subjects, asymptomatic malaria individuals displayed lower plasma
levels of LXA4. In comparison with asymptomatic individuals and endemic controls, no
differences were found in plasma LXA4 levels from symptomatic malaria patients. In
contrast, IFN-gamma and IL-10 levels were found to be elevated in symptomatic
malaria patients compared to endemic controls (p<0,05). In addition, these patients
presented a significantly decreased in IL-12p40 levels compared to asymptomatic
malaria individuals (p<0,05), but no association were found between IL-12p40 and
LXA4. In plasma from symptomatic malaria patients, a negative association between
IFN-gamma and LXA4 and positive association between IL-10 and LXA4 were
observed. Taken together, our results suggest that LXA4 and other mediators including

IL-10 is involved in the modulation of pro-inflammatory responses in malaria patients.



1.INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais sobre malaria

A malaria € uma doenca infecciosa sistémica, causada pelo protozoario
do género Plasmodium. Atualmente sdo conhecidas cerca de 150 espécies,
das quais apenas 4 parasitam o homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
malariae e P. ovale (Neves, 2002).

A malaria gera enormes prejuizos para a populacdo, ndo sé pelos
problemas a salde humana como pelo impacto sobre a produtividade do pais,
com retardo no desenvolvimento econémico. Segundo a Organizagao Mundial
de Saude, aproximadamente 40% da populacdo mundial, na maior parte
aqueles que vivem em paises em desenvolvimento, estdo sob o risco de
contrair malaria. Cerca de 300 milhGes de casos novos sao registrados
anualmente, com 1,5 a 2,7 milhdes de 6bitos por ano. Deste nimero alarmante,
90% se concentram na Africa Tropical. Outros paises onde a malaria se
concentra s&o india, Brasil, Sri Lanka, Afeganistdo, Vietnd e Colémbia.

Na América Latina, o maior nimero de casos € verificado na Amazodnia
brasileira, com registros de 400 mil casos novos por ano (WHO, 2005).
Atualmente, a malaria concentra-se na regidao da Amazénia Legal, composta
pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondo6nia, Roraima,
Tocantins, Mato Grosso e Maranh&o, com 99,7% dos casos registrados no pais
(SVS/MS, 2005). No Brasil, a grande extensdo geografica da area endémica e
as condicdes climaticas favorecem o desenvolvimento dos agentes
transmissores e causais da malaria pelas espécies de P. vivax, P. falciparum e

P. malariae (este ultimo com menor frequéncia).



Em Rondonia foi registrada nos meses de maior incidéncia da doenca,
uma média de 60.507 casos de malaria de junho a agosto de 2005,
correspondendo a 18,2% do total de casos da regiao Amazonica (SVS/MS,
2005). A incidéncia da doenca em Ronddnia € elevada, prejudicando o nivel de
saude da populacdo e o desenvolvimento soOcio-econdmico da regido (IPA
61/1.000/2006), demonstrado na figural.

Nos estados das demais regides, 0s casos registrados s&o quase
totalmente importados da regido Amazo6nica ou de outros paises onde ocorre
transmissdo. Tem sido registrado o aparecimento de surtos de malaria em
outros estados do Brasil como Parana, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Ceara, Minas Gerais, Bahia, devido provavelmente, ao grande fluxo
migratério dessa populagdo para outras regides.

Embora a maior parte dos casos de malaria, na Amazénia, seja devida
ao P. vivax e, apesar de haver uma diminuicdo geral dos casos, € preocupante
0 aumento do percentual de casos de maléria por P. falciparum, favorecendo a
ocorréncia das formas graves e de mortes na regido. No periodo de 1999 a
2004, houve aumento da propor¢cao de maléaria por P. falciparum de 18,6% para
23,7% (SISMAL-SIVEP). Os estados que mais contribuiram para esse
crescimento foram Amazonas (11,5%), Amapa (272,6%), Maranhé&o (112,3%),
Para (19,2%) e Rondbnia (22,5%).

Estudos recentes vém mostrando a alta prevaléncia de individuos com
malaria assintomatica na regido amazonica, podendo acarretar em novos
problemas de estratégia para controle da infeccao (Alves et al, 2002). Devido a
elevada incidéncia, a malaria colabora com a decadéncia do homem na regido

amazonica, reduzindo a qualidade de vida e limitando o crescimento sécio-



econdbmico e cultural, sendo assim um dos principais problemas de saude

publica no pais.

Fig 1. Incidéncia Parasitaria Anual da maléaria, por unidade da

Federac&o. Amazoénia Legal, 2005 e 2006.
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1.2 Ciclo da malaria

O ciclo de vida do parasita € complexo, incluindo estagios no
hospedeiro humano e no inseto vetor. Este ciclo de vida € essencialmente o
mesmo em todas as espécies de parasitas da malaria humana,
compreendendo uma fase exdgena sexuada (esporogonia) e uma enddgena
assexuada (esquizogonia), como representado na figura 2.

As fontes de infeccdo humana para 0os mosquitos sdo pessoas doentes
ou mesmo individuos assintomaticos que albergam as formas sexuadas do
parasito.

A infeccdo malarica inicia-se quando 0s esporozoitos infectantes séo
inoculados no homem pela fémea do anopheles quando esta pica o
hospedeiro, durante o repasto sanguineo (Neves, 2002). O Plasmodium,
aproximadamente apds trinta minutos, invade o figado e amadurece na forma
de esquizonte (5 a 15 dias). O P. vivax e P. ovale, podem evoluir para uma fase
estacionéaria, hipnozoito, podendo permanecer latentes durante meses,
originando esquizontes teciduais em periodo variavel de tempo, responsaveis
por recidivas da doenca (Cogswell et al, 1983). O desenvolvimento dos
esquizontes hepaticos € completamente assintomatico e 0s sintomas se
desenvolvem com aumento da carga parasitaria no sangue. A forma
esquizonte hepatico contém entre dez mil a trinta mil merozoitos que sao
liberados na corrente sanguinea e invadem os eritrécitos. A cada ciclo
eritrocitario, a liberacdo dos produtos do metabolismo do parasito, como a

hemozoina, ativa cascatas da inflamacgéo e células imunes, levando a producéo



de citocinas proé-inflamatérias, que levam ao aparecimento dos sintomas
(Schofield e Grau, 2005).

ApGs liberacdo de novos merozoitos sanguineos, ocorre a diferenciagao
em estdgios sexuados, os gametdécitos. Os gametocitos formados no homem
séo ingeridos pelo vetor durante a hematofagia. Dentro do mosquito, o parasito
amadurece até alcancar o estagio sexual (fase esporogbnica) onde,
novamente, pode infectar o hospedeiro humano (Rey, 2001). A fecundacao
ocorre no tubo digestivo do mosquito. A fusdo dos gametdcitos leva a formacgéo
do oocisto, em célula do epitélio intestinal do mosquito. Com a esporulacgéo,
ocorre a ruptura do oocisto, liberando os esporozoitos. Estes migram para a
glandula salivar do mosquito, sendo posteriormente inoculados no hospedeiro
vertebrado.

Os vaérios estagios do parasito permitem ao Plasmodium evadir o
sistema imune, infectar o figado e as células sangtiineas, e desenvolver formas
capazes de infectar novamente o mosquito. O Plasmodium submete-se a uma
série de mudancas no seu ciclo de vida, ocorrendo no homem, maior resposta

do sistema imune aos antigenos e aos produtos do parasito no ciclo eritrocitico.



Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium sp.

-

g be'{ Esporozoitos
Migracéopara
a Glandula L\ ‘\.
Salivar

‘ Invaséo de
Hepaticitos Anel

Trofozoito
-
G° \ / @
4 CICLO
Meroaois ERITROCITICO )
B &
°Q / Esquizonte
°°° e
Q’Zoitos

Gametdcito
)

o8

Qocisto

Oocineto

Adaptado de Bereczky S., 2005.



1.3 Manifestacdes clinicas da malaria

Acredita-se que a manifestacao clinica da malaria depende de uma série
de fatores incluindo a espécie do plasmoédio, a idade e a imunidade do
hospedeiro contra o parasito (Druilhe e Perignon, 1997; Hisaeda et al, 2005).

Na malaria, o maior numero de casos é clinicamente silencioso,
demonstrando a capacidade dos mecanismos imunolégicos em evitar 0s
sintomas. Em individuos ndo imunes, as infec¢cdes séo clinicamente mais
evidentes e um menor numero de casos pode se tornar grave e levar a morte
(Greenwood et al, 2005).

O ciclo eritrocitico assexuado € o responsavel pelas manifestacGes
clinicas da malaria (Druilhe e Perignon, 1994). A passagem do parasito pelo
figado (ciclo exo-eritrocitico) ndo causa destruicdo tecidual e ndo determina
sintomas (Doolan e Hoffman, 2000). A destruicdo dos eritrocitos e a
consequente liberacdo dos parasitos e de seus metabdlitos na circulacao
provocam uma resposta do hospedeiro, determinando alteragcdes morfolégicas

e funcionais observadas no individuo com maléaria (Neves, 2002).

1.3.1 Maléaria ndo complicada

Na malaria, os sintomas aparecem aproximadamente 9 a 14 dias apos a
picada do mosquito, embora estes variem em intensidade entre as diferentes
espécies de Plasmodium. As manifestacdes clinicas mais frequentemente

observadas na fase aguda sdo comuns as quatro espécies que parasitam o



homem. Em geral, os acessos malaricos sdo acompanhados de intensa
debilidade fisica, nduseas e vomito. Adultos ndo imunes, bem como criangas e
gestantes podem apresentar formas mais graves da infeccdo no caso de
P.falciparum, podendo levar a morte (Neves, 2002).

O periodo de incubagdo de maléria varia de acordo com a espécie de
plasmaodio, sendo de 12 dias para P.falciparum, 13 a 17 dias para P. vivax e 28
a 30 dias para P.malariae. Uma fase sintomatica inicial caracterizada por mal-
estar, cefaléia, cansaco e a febre classica da maléaria. Estes sintomas sdo
comuns a muitas outras infec¢des, ndo permitindo um diagnéstico clinico
seguro. O acesso malarico coincidente com a ruptura das hemacias ao final da
esquizogonia € geralmente acompanhado de calafrio e sudorese. Esta fase
dura de 15 minutos a uma hora, sendo seguida por uma fase febril, com
temperatura corpérea podendo atingir 40°C ou mais. Ap6s um periodo de duas
a seis horas, o paciente apresenta sudorese profusa e fraqueza intensa.

Portanto, o padréo na malaria mais observado é o da febre cotidiana.

1.3.2 Maléaria Grave e Complicada

O aparecimento de convulsfes, vomitos repetidos, hiperpirexia, ictericia,
hipoglicemia e distarbio da consciéncia sao indicadores do pior prognéstico.
Ambos P. falciparum e P. vivax podem causar anemia grave, mas somente a
infeccdo por P. falciparum causa complicagbes como a malaria cerebral,
hipoglicemia e acidose metabdlica. As caracteristicas clinicas da malaria grave
incluem insuficiéncia renal aguda, hipoglicemia, ictericia, hemoglobindria,

edema pulmonar agudo e a malaria cerebral. Estima-se cerca de 2% dos



individuos parasitados pelo P falciparum apresentem malaria cerebral (Neves,
2002).

Os principais sintomas da malaria cerebral sdo: uma forte cefaléia,
hipertermia e vomitos. Em criangas ocorrem convulsdes. O paciente evolui para
um quadro de coma, com pupilas contraidas e alteracédo dos reflexos profundos
(Neves, 2002). A maléria cerebral é consequéncia de uma cascata de eventos,
envolvendo a producédo de toxinas pelo parasito e de citocinas pelo hospedeiro
e a amplificacdo da expressao de receptores para citoaderéncia nas células do
endotélio capilar cerebral (Hommel, 1993). A variedade de propriedades dos
diferentes isolados do parasito, de diferentes "bagagens" genéticas do
hospedeiro e de graus de imunidade antimalarica modularia este fenébmeno.
Diferentes mecanismos estao implicados na patogénese da maléria cerebral,
alguns dos quais incluem a producdo de mediadores antiinflamatorios pelo

hospedeiro em resposta a infeccdo (Engwerda e Good, 2005).

1.3.3 Malaria Assintomatica

Um dos fatores que pode estar relacionado a manifestacdo clinica da
malaria é a habilidade do organismo em limitar a parasitemia, reduzindo o risco
de morbidade e mortalidade. Em &reas de alta taxa de transmissdo, 0s
individuos que sobrevivem aos inimeros ataques e chegam a idade adulta,
atingem o estagio de imunidade clinica conhecido como "premunicao”, onde
embora infectados, apresentam geralmente uma baixa parasitemia e escassa

ou nenhuma sintomatologia (Neves, 2002).
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A malaria assintomatica € ocorre lentamente e requer estimulos
antigénicos constantes através das sucessivas picadas, é labil na medida em
que desaparece se cessarem estes estimulos, parcial devido a persisténcia de
parasitemia e sintomatologia e vulneravel a mudancas na resposta imune do
hospedeiro (Veronesi, 1996).

A descricdo infeccdo de individuos assintomaticos, nas Américas, €
relativamente recente. No Brasil, De Andrade e cols. (1995) demonstraram que
70% dos casos entre mineradores no Mato Grosso eram assintomaticos.
Roshanravan e cols, em 2003, estudando as populacbes na parte peruana da
bacia do Amazonas, acharam um predominio de 17,6% de individuos
assintomaticos e Suarez-Mutis e cols. (2000) encontraram um indice de 21,6%
entre populacdes nativas na parte colombiana da bacia de Amazonas.

Alves e cols. (2002), estudando uma comunidade ribeirinha das margens
do Rio Madeira (Portochuelo) e seis comunidades ao longo do Rio Ji-Paran4,
em Rondbnia, detectaram a infeccdo por Plasmodium através da técnica de
reacao de polimerase em cadeia (PCR), 6 a 7 vezes mais eficientemente que o
diagndstico por microscopia. As infeccfes assintométicas eram 4 a 5 vezes
maiores que infeccdo sintomética e foi encontrada mais freqiientemente entre
pessoas que tinham vivido por mais tempo na area. Em 2004, Suarez-Mutis e
cols. demonstraram que 20,4% dos casos entre a populacdo envolvida em
atividades extrativas proximas ao rio Negro eram assintomaticos.

Alves e cols., em 2005, descreveram a existéncia de portadores
assintomaticos infectados por P. vivax e P. falciparum em popula¢cfes nativas
de Amazbnia. A maioria delas teve baixa parasitemia, detectada so por PCR.

Através de estudo experimental, A. darlingi, o vetor mais importante do



Plasmodium na regido amazbnica, pode ser infectado por pacientes
sintométicos e assintomaticos. Baixos indices de infeccdo foram encontrados
no mosquito, 1,2%, apds alimentagdo em individuos assintomaticos,
demonstrando experimentalmente que individuos assintomaticos séo
reservatérios por longo tempo.

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na infeccdo e expressao de

diferentes quadros clinicos da maléria ainda nédo foram elucidados.

1.4 Imunologia da malaria

Na malaria, a resposta imune protetora ndo € particularmente efetiva.
Véarias parecem ser as causas: a estrutura dos antigenos parasitarios e sua
consideravel diversidade dificulta a resposta imune, influenciando a
sobrevivéncia do parasita e a sua transmissdo ao vetor. A liberacdo de exo-
antigenos e/ou de mediadores celulares produzidos em resposta ao parasito
modula a resposta imune tornando-a menos eficiente (imunodepressao,
ativacao policlonal, producao de auto e heteroanticorpos,
hipergamaglobulinemia). Além disso, a localizacao intracelular do parasito e
auséncia de moléculas de MHC no eritrécito concorrem para que estes
proporcionem um meio relativamente favoravel ao crescimento do plasmaédio
(Veronesi, 1996).

A imunidade a malaria é complexa e essencialmente espécie e estagio
especificos. Mecanismos efetores imunes inatos e adaptativos podem limitar o
pico da parasitemia, prevenir lesdo grave e reduzir os niveis circulantes de

células infectadas (Good e Doolan, 1999). Porém, esses mecanismos podem



ndo ser efetivos na eliminacdo da infeccdo por completo levando, assim, a
persisténcia da infec¢do através do baixo grau parasitémico. Dessa maneira, o
parasito pode ndo ser descoberto por andlise microscépica e persiste durante

meses ou anos (Frank et al, 2001).

1.4.1Imunidade Inata

A resisténcia inata € uma propriedade inerente ao hospedeiro e
independe de contato prévio com o parasito. Fatores do hospedeiro,
geneticamente determinados, podem influenciar a sua suscetibilidade a
malaria.

As células dendriticas (DCs) e macréfagos sao células apresentadoras
de antigenos (APCs) que tém um papel importante no sistema imune inato e
adaptativo (Guermonprez et al, 2002). A ativacdo de DCs e de macréfagos
talvez seja um dos eventos mais iniciais na resposta imune inata contra a
malaria. Estudos utilizando macréfagos provenientes do homem ou
camundongos sugerem um papel importante para essas células na imunidade
inata a maléaria devido a sua capacidade para fagocitar eritrocitos infectados na
auséncia de anticorpos citofilicos ou anticorpos opsonizantes malaria-
especificos. Experimentos realizados por Kain e cols, indicaram um papel para
receptores “scavenger”, incluindo CD36, na fagocitose de eritrécitos infectados
por P. falciparum por mondcitos de individuos nédo-imunes (Kain et al, 2000).
Esta interagcdo provavelmente envolve ligacdo de CD36 a proteina de
membrana de eritrocitos infectados por P falciparum (PfEMP1) em células

infectadas e ndo contribui para a producdo de citocinas pro-inflamatoérias por



monadcitos/macréfagos. Essa adesdo pode modular a resposta imune
adaptativa, assim como a gravidade da doenca.

No entanto, os macrofagos talvez sejam mais importantes durante a
imunidade adaptativa como células efetoras que podem mediar a inibicao
celular dependente de anticorpos ou a producdo de moléculas contra o
parasito, tal como 6xido nitrico, apos ativacao por IFN-y produzido por células T
CD4+ (Good, 2001).

Células dendriticas também sdo APCs que tém um papel central nas
respostas imunes inata e adaptativa, especialmente em resposta a infecgdes
microbianas, devido a sua capacidade de estar em locais de entrada de
patégenos, respondendo a sinais microbianos, no processamento de antigeno
e ativacao de células T naive e de memadria (Guermonprez et al, 2002; Sher et
al, 2003). Dados sugerem que funcfes tipicas e importantes de DCs como
maturacdo e producdo de citocinas (ex. IL-12) podem ser moduladas por
hemacias infectadas por Plasmodium (Seixas et al, 2001; Luyendyk et al,
2002).

Outro tipo celular da imunidade inata sdo as células NK. Em muitas
infeccdes, a ativacdo da célula NK parece ocorrer principalmente em resposta
a producdo de citocinas tal como IL-12 e IL-18 por mondcitos/macréfagos e
DCs (Biron, 1999). Células NK de individuos expostos a malaria podem lisar
eritrocitos infectados por P. falciparum, indicando reconhecimento especifico de
eritrocitos parasitados (Orago e Facer, 1991). O contato direto entre célula NK
e eritrocitos parasitados parece ser um requisito para a ativacdo de célula NK

(Artavanis-Tsakonas et al, 2003).



Os resultados descritos acima sugerem que as DCs, células NK e
macréfagos desempenham papéis importantes como células efetoras na

imunidade inata a maléaria.

1.4.2 Imunidade adquirida

Imunidade naturalmente adquirida € provavelmente induzida por
multiplas exposicbes ao parasito e pode levar anos para se desenvolver,
embora em algumas populacdes este periodo seja curto (Baird, 1998). A
histéria natural da malaria em regides de alta transmissdo, como na Africa e em
algumas regides da Asia, mostra bem a complexidade da resposta imunoldgica
naturalmente adquirida pelo homem contra o plasmédio e a relacdo parasito-
hospedeiro que se desenvolve nos individuos cronicamente expostos a doenca
(Bruce-Chwatt, 1985).

A imunidade naturalmente adquirida € espécie-especifica e também

estagio — especifica.

1.4.3 Imunidade especifica estagio pré-eritrocitico

Vérios estudos tém mostrado que anticorpos contra diversas proteinas
de superficie do esporozoito podem mobilizar esporozoitos e neutralizar sua
infectividade, bloqueando o parasito nos hepatdcitos (Stewart et al, 1986; Giha
et al, 2000; Hisaeda et al, 2005;). Apesar da rapida permanéncia na corrente

sanguinea, os esporozoitos induzem uma resposta imune que resulta na



producdo de anticorpos dirigidos contra antigenos de sua superficie, em
particular contra a proteina circunsporozoito (CSP).

A expresséao de proteinas como CSP e a proteina adesiva relacionada a
trombospondina (TRAP), estdo implicadas no reconhecimento de esporozoitos
e na entrada em hepatécitos, podendo explicar o desenvolvimento da
infectividade (Robson et al, 1995). Acredita-se que os anticorpos bloqueiam a
motilidade necessaria a invasdo do parasito na célula hospedeira (Stewart e
Vanderberg, 1991). Durante a fase de desenvolvimento intra-hepatico, o
parasito também é capaz de funcionar como alvo da resposta imune. Durante
esta fase do desenvolvimento intracelular do parasito, 0s mecanismos celulares
parecem atuar diretamente atravées da citoxicidade de linfécitos ou
indiretamente através de citocinas (Good e Doolan, 1999; Good, 2001).

Células T CD8" especificas para antigenos do estagio pré-eritrocitico,
quando ativadas tém acdo citotoxica destruindo o hepatdcito infectado e
secretando citocinas que atuam sobre os parasitas intracelulares (Hoffman e
Franke, 1994).

Células T CD4+ especificas exercem um papel importante na imunidade
anti-esporozoita com secrecdo de citocinas como IFN-y, potente ativador de
mondcitos e macrofagos, induzindo fagocitose, morte dos parasitas e secrecao
de interleucinas como IL-1 e IL-6 que inibem o desenvolvimento intra-hepético

do parasita no homem e em camundongos (Stewart et al, 1986).

1.4.4 Imunidade especifica estagio eritrocitico

A imunidade contra os estagios eritrociticos sexuados pode diminuir a

infectividade dos gametas aos mosquitos e bloguear assim a transmissao da



malaria ao hospedeiro (Carter e Chen, 1976). Apds a picada no individuo
infectado, anticorpos contra antigenos de superficie dos gametas entram em
contato com 0s gametas quando estes sdo liberados das hemécias do
hospedeiro no intestino do mosquito. Os principais mecanismos efetores sao
mediados por anticorpos anti-gametdcitos que bloqueiam a fertilizacdo (Read,
1994) ou medeiam a lise dos gametas por complemento (Carter et al, 1989;
Shahabudin et al, 1993).

Na imunidade especifica estagio eritrocitico assexuado, a resposta
imune envolve mecanismos dependentes e independentes de anticorpos e as
células T CD4+ tém um papel importante, agindo no controle e remocdo do
parasito (Taylor-Robinson e Philips, 1993). O envolvimento de subpopulacdes
de células T CD4+ Th-1 e Th-2 foram estudados na infeccdo humana (figura 3).
Experimentos in vitro com células de doadores residentes em areas
endémicas, revelaram que ambos os tipos celulares sdo ativados, com
producdo tanto de IFN-y como de IL- 4 para o controle da infeccéo plasmodial

(Aubouy et al, 2002).



Fig. 3 Resposta imune inata e adaptativa.

Possivel regulacdo da imunidade adaptativa a fase eritrocitica por citocinas

produzidas por células da resposta imune inata.
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1.5 Papel das citocinas na patogénese da malaria

Durante a fase aguda da malaria, ocorrem ativacdo e a mobilizacdo das
células imunocompetentes que produzem citocinas que agirdo direta ou
indiretamente sobre o parasito, porém estas podem ser nocivas para o0
hospedeiro (Langhorne et al, 2002; Dodoo et al, 2002).

A imunidade clinica a malaria é caracterizada pelo controle da replicacéo
do parasita de tal forma que a parasitemia periférica permaneca capaz de
modular os efeitos da producdo de pirdgenos endégenos (IL-1, IL-6 e TNF-a)
associada com a infeccdo malarial (Clark e Schofield, 2000). As citocinas séo
também cruciais para a inducdo de mecanismos imunes efetores através do
equilibrio entre esses mediadores inflamatérios (Omer et al, 2000).

As citocinas tém sido descritas por sua associagcdo com sintomatologia.
A febre, por exemplo, que envolve mondcitos e macrofagos ativados por
produtos do parasito, € induzida pela acdo de pirogénios endoégenos (Dinarello,
1999). A hemozoina, produto do parasito é capaz de induzir a liberacdo de
citocinas por mondcitos, macrofagos e, possivelmente, células endoteliais
(Engwerda e Good, 2005).

Estudos com a andlise das citocinas e mediadores inflamatérios
secretados em individuos expostos ao Plasmodium e que desenvolvem
diferentes formas clinicas da doenca sao importantes para a elucidacdo de
fatores determinantes da doenca/infeccdo e fornecem dados para um melhor
entendimento da patogénese da malaria. Poucos foram os trabalhos nas

populacdes de areas endémicas para malaria.



As citocinas pro-inflamatérias como IL-12, TNF-a e IFN-y apresentam
importante papel na indugédo da resisténcia do hospedeiro contra parasitas
intracelulares (Shevach et al, 1999; Diefenbach et al, 1998; Sher et al, 2003).
Em modelo experimental murino, a malaria é caracterizada por indugdo na
producgéo de TNF-a, IL-12 e IFN-y no inicio da infeccdo (Omer et al, 1998; Li et
al, 1999; Tsutsui e Kamiyama, 1999).

A resposta inflamatéria inicial efetiva, mediada por IFN-y e dependente
de IL-12 e IL-18, é de suma importancia para o controle da parasitemia e
resolucdo da infeccdo por malaria através de mecanismos de inducao de TNF-
a e aumento da liberagdo de NO e radicais oxigénio (Malaguarnera et al, 2002;
Artavanis-Tsakonas et al, 2003).

IFN-y e TNF-a, derivadas de células pertencentes ao sistema imune
inato e adaptativo, sdo liberadas na circulacdo logo apos a infeccdo, e altos
niveis dessas citocinas foram associados com sintomas clinicos tais como
febre e mal-estar e em alguns casos, o desenvolvimento de malaria cerebral e
anemia grave em individuos suscetiveis (Grau et al, 1989; Harpaz et al, 1992;
Day et al, 1999). Estas citocinas, IFN-y e TNF-a, sdo também componentes de
imunidade protetora e foi mostrado em modelos murinos (Langhorne et al,
1989; Jacobs et al, 1996) e estudos em seres humanos (Mordmdller et al,
1997) que a capacidade celular para produzir estas citocinas durante fase
inicial da infeccéo é essencial para o controle da parasitemia.

A maléaria grave tem sido associada com altos niveis circulantes de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a , IFN-y, IL-1 e IL-6 (Richards, 1997;
Malaguarnera, et al, 2002). A producdo excessiva de citocinas pode afetar o

resultado da doenca atraves do efeito sistémico direto e aumentar



citoaderéncia ao endotélio de eritrocitos parasitados, através da modulacédo de
moléculas de adesao na infeccéo por P falciparum (Day et al, 1997).

A citocina IL-12 tem sido descrita por seu importante papel na imunidade
protetora a etapa eritrocitica da malaria (Su e Stevenson, 2002) e por sua
capacidade de induzir producéao de IFN-y por células NK e células T (Trinchieri,
1998). IL-12 também aumenta citotoxicidade de célula NK, induz proliferacédo
de célula T e é um estimulo potente, ambos in vitro e in vivo, para
desenvolvimento de célula Thl (Gately et al ,1998).

Apesar de alguns estudos com maléria humana indicarem que a forma
clinica (leve vs grave) esta associada a um aumento de producéo de citocinas
pro-inflamatérias, os mecanismos de regulacdo desses mediadores ndo sdo
bem entendidos. O controle da resposta inflamatéria gerada durante a infeccéo
€ crucial para prevenir danos ao hospedeiro. Citocinas antiinflamatérias como
IL-10 tem sido implicada como mediador chave na prevencao e regulacdo de
resposta inflamatéria exacerbada (Fiorentino et al, 1991). Niveis de IL-10 estédo
elevados em pacientes com quadro clinico tipico para malaria (Wenish et al,
1995). Paralelamente, producdo de IL-10 poderia estar envolvida no controle
de danos inflamatérios gerados pelo parasito (Ho et al, 1995).

Ainda nao foi determinado se outros mediadores antiinflamatorios
induzidos durante a infeccao estado envolvidos com o controle de uma resposta
exacerbada ou ainda, desenvolvimento de diferentes quadros clinicos da
malaria.

Uma nova classe de compostos antiinflamatorios induzidos durante
infeccbes experimentais bacterianas ou parasitarias tem sido descrita, as

lipoxinas.



1.6 As lipoxinas

As lipoxinas séo potentes mediadores lipidicos, formados localmente
apos interacdo célula a célula, podendo ocorrer durante a inflamacéo
promovendo a resolucdo de uma grande variedade de processos inflamatorios
(Serhan et al, 1994). Esses compostos foram descritos como a primeira familia
de mediadores, gerados pelo acido aracd6nico, reconhecida por propriedades
antiinflamatérias e de pro-resolucdo em uma variedade de processos
inflamatoérios. Um esquema simplificado da biossintese destes derivados
eicosandides da lipoxigenase (LO) estd demonstrado na figura 4.

As lipoxinas, produto da acdo das lipoxigenases, sdo geradas no sitio de
lesdo ou inflamacgé&o através de uma via biossintética ativada durante interagédo
de células. Atuam inibindo a aderéncia de PMN, migracdo, degranulacao e
geracdo de superdxido, também na migracdo de eosindfilos e ativagdo de
linfécitos, e tém potente atuacdo na formacdo e liberacdo de citocinas
(Ramstedt et al,1985; Serhan,1994; Bandeira-Melo et al, 2000; Ariel et al,
2003).

As lipoxigenases tém sido detectadas em plantas, animais, organismos
marinhos e em alguns microorganismos (Hawkins et al, 1987; Grechkin et al,
1998; Kuhn e Thiele, 1999;). Sado enzimas que atuam na peroxidacdo de lipidos
através da introducdo de oxigénio na cadeia de hidrocarboneto dos acidos
graxos poliinsaturados (Brash, 1999). Trés lipoxigenases tém sido descritas em

tecidos de mamiferos. Estas incluem a 5-LO, 12-LO e 15-LO, transformando o



acido aracdénico em derivados biologicamente ativos (Hamberg M e
Samuelsson, 1974; Borgeat et al, 1976; Borgeat e Samuelsson, 1979).

A biossintese desses derivados eicosanoides da lipoxigenase ocorre
através de trés grandes vias transcelulares. A primeira via envolve a interacdo
neutrofilo polimorfonuclear-plaqueta, promovendo a formacg&o de lipoxina por
acdo de 5 — lipoxigenase (LO). Esta via tem sido descrita como a principal para
a formacdo da lipoxina (LX) envolvendo a 5-LO, presente em células da
linhagem mieldide e a 12-LO presente em plaquetas. A 5-LO também gera
leucotrieno A4 (LTA4) a partir do &cido aracddnico que € rapidamente
absorvido pelas plaquetas, onde convertem o LTA4 em lipoxina (LX)A4, através
da 12-LO. Esta tem atividade de oxigenase na formagdo da lipoxina pelo
substrato LTA4 (Serhan e Sheppard, 1990).

A segunda via ocorre através da acdo da enzima 15-LO, em células
epiteliais e monadcitos, por conversdo do leucotrieno A4 em lipoxina (LX)A4.

Uma via adicional de biossintese da lipoxina ocorre através da 15-epi-LX
desencadeada pela aspirina. A aspirina induz acetilacdo da cicloxigenase
(COX)-2 e muda sua atividade, promovendo a conversao do aracdonato a 15-
HETE, onde através da acdo da 5-LO é transformada em 15-epi-LX, com

funcdo mais potente e eficaz que lipoxinas nativas.



Fig. 4 Cascata do Acido Aracdénico.
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Ap6s o inicio de um evento inflamatério, como lesdo ou invaséo
microbiana, a resolucdo da inflamacéao e o retorno & homeostasia tecidual séo
essenciais. A resolucdo da inflamacgéo é constituida por uma série de eventos
bem orquestrados com a participacdo de mediadores enddgenos do
hospedeiro que atuam ativamente para extinguir as respostas prolongadas e
excessivas do hospedeiro (Serhan, 2002; Nathan, 2002).

Pelo seu papel na resolucdo da inflamacéo, as lipoxinas tém uma
importante funcdo na imunorregulacdo de doencas associadas a inflamacao
(Golding et al, 2003).

Alguns trabalhos recentes, em modelos animais, tém demonstrado a
importéancia da lipoxina como mediador imuno-modulatério em doencgas
infecciosas e 0 uso potencial de seus efeitos inibitorios na inflamacéao,
favorecendo a sobrevivéncia, replicacédo e transmissédo do patogeno (Aliberti et

al, 2002; Aliberti e Bafica, 2005).



A geracdo de lipoxinas tem sido descrita como um possivel mecanismo
de escape do sistema imune pelo patdogeno. Durante infec¢cdo por Toxoplasma
gondii, mediadores pro-inflamatérios como IL-12, IFN-y e TNF-a séo essenciais
no controle do crescimento do parasita. Esses fatores, no entanto, podem ser
prejudiciais ao hospedeiro se produzidos em excesso, e seus efeitos
necessitam ser contrabalancados pela inducdo de mediadores regulatorios
incluindo a lipoxina (Machado e Aliberti, 2006). Por exemplo, camundongos
infectados com T. gondii apresentam uma alta producéo de lipoxina (LX) A4 e
esta inibe a producéo de IL-12, que por sua vez modula a resposta inflamatéria
(Aliberti et al, 2002). Durante infec¢do por T. gondii, in vivo, a LXA4, derivada
da 5-LO, atua como um regulador negativo da producdo de IL-12 por células
dendriticas (Aliberti et al, 2002). Durante infec¢cdo micobacteriana, baixos niveis
de LXA4 foram detectados no soro de camundongos deficientes de 5-LO em
comparagcao com animais controles. Esta reducdo esta associada a uma alta
producdo de mediadores pro-inflamatoérios incluindo IL-12, IFN-y e NOS2
(Bafica et al, 2005). As lipoxinas parecem ser importantes fatores de escape
utilizados por agentes infecciosos como Toxoplasma gondii e Mycobacterium
tuberculosis.

Em modelo murino, tem sido demonstrado papel da LXA4 exdgena em
células epiteliais expostas a Salmonela typhimurium, através da inibicdo da
expressao génica de citocinas pro-inflamatoérias (Gewirtz et al, 2002). Esses
dados sugerem que a LXA4, induzida por estimulos microbianos, apresenta

efeitos amplos na resposta do hospedeiro a infecgéo (figura 5).



Apesar de uma clara evidéncia do papel das lipoxinas em modelos
experimentais, o envolvimento desses eicosanoides ndo foi explorado em

infecgdes humanas.

Fig. 5 Formacao da Lipoxina A4.

Via biossintética dependente de 5-LO e 12-LO, convertendo acido aracddnico

em LTA4 e LXA4, secretada pela célula infectada.
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HipoOtese

Individuos com malaria assintomatica apresentam aumento nos niveis
circulantes do mediador antiinflamatorio Lipoxina (LX)A4 em comparacdo a

pacientes com malaria sintomatica e controles da area endémica.

OBJETIVO GERAL

+ Avaliar os niveis de LXA4 e de citocinas pré e antiinflamatoérias
presentes no plasma de pacientes com malaria (sintométicos e

assintomaticos) e controles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Quantificar os niveis de LXA4 no plasma de pacientes com malaria

(sintomaticos e assintoméaticos) e controles endémicos.

» Dosar os niveis das citocinas IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-10 no plasma de
pacientes com malaria (sintomaticos e assintomaticos) e controles

endémicos.

« Correlacionar os niveis de LXA4 com 0s niveis plasmaticos das citocinas

IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-10.



2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, mais precisamente, na regido amazbnica, tem sido
demonstrada a alta prevaléncia de malaria, incluindo casos assintomaticos. Em
comunidades ribeirinhas, em Rondb6nia, a prevaléncia de infeccOes
assintomaticas foi de 4 a 5 vezes maior que a infeccdo sintomatica, com uma
média de 49,5% (Alves et al, 2002). Portanto, a infeccdo assintomatica por
Plasmodium tem sido considerada como uma fonte de continuacéo da infecgcao

malarica, por albergar o parasito e ndo desenvolver sintomatologia clinica.

Alguns trabalhos tém demonstrado a acdo das lipoxinas como
mediadores regulatérios em doencas infecciosas e seus efeitos
antiinflamataérios, contribuindo com a sobrevivéncia e transmissédo do patdgeno
(Aliberti e Bafica, 2005). As lipoxinas podem estar envolvidas hos mecanismos

imuno-modulatérios na malaria assintomatica.

O fato de ainda néo ter sido explorado o papel desses eicosanoides na
regulacdo da resposta imune em doencas infecciosas humanas e a evidéncia
da acdo da LXA4 em doencas infecciosas como toxoplasmose, tuberculose (em
modelos experimentais), consideramos importante a realizacdo desse estudo
sobre a utilizacdo dos mediadores lipidicos antiinflamatérios na regulacdo da
resposta inflamatoria da malaria assintomatica durante infeccdo pelo

Plasmodium em area endémica para malaria, no estado de Rondbnia- Brasil.



3.CASUISTICA

O estudo foi desenvolvido em parceria com o Instituto de Ciéncias
Biomédicas-5, Universidade de Sao Paulo, localizado no municipio de Monte
Negro, a 248 km a sudoeste de Porto Velho — RO (figura 6).

A pesquisa contou com a participacdo de voluntarios de comunidades
ribeirinhas localizadas em Rondbnia. O recrutamento dos pacientes foi
aleatério, ndo havendo restricdo por idade, género ou etnicidade. As amostras
das comunidades ribeirinhas de Rondb6nia foram coletadas em julho de 2005,

acondicionadas e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia e

Imunorregulacao (LIMI / CPgGM - FIOCRUZ) para realizacéo das andlises.

Fig. 6 Area de estudo em Rondonia



Este estudo caracterizou-se como estudo de corte transversal e foi
realizado com pacientes com maléria (n=17), maléria assintomatica (n=14) e
controles saudaveis (n=17) de comunidades ribeirinhas de Rondbnia. O
diagndstico foi realizado através de exame clinico, hemoscopia para malaria e
PCR.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Pesquisa Gongalo Moniz da Fundag¢ao Oswaldo Cruz (CPqGM — FIOCRUZ).
Foram incluidos pacientes infectados com Plasmodium falciparum ou P. vivax,
com ou sem sintomas de malaria, que concordaram em participar do estudo
ap6s serem informados sobre o protocolo do estudo através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e apds explicacdo dos objetivos e
finalidades da pesquisa.

O grupo controle, de individuos de comunidades ribeirinhas de
Rondbnia, consta de individuos que ndo apresentaram parasitas na
hemoscopia e foram negativos na PCR. O estudo contou com um total de 17
doadores, sendo 06 do género feminino e 11 do género masculino.

O grupo de individuos com maléria assintomatica apresentou
hemoscopia negativa e PCR positivo para P. vivax e P. falciparum.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia e Imunorregulagcéo (LIMI / CPgGM - FIOCRUZ) para realizacao
das analises moleculares e testes imunologicos; as extracdes da lipoxina A4
foram realizadas no Laboratério de Quimica Inorganica do Instituto de Quimica

da UFBA, com a colaboracé&o do Dr. Jailson Bittencourt de Andrade.



4.METODOS

5.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram obtidos 5 mL de sangue periférico dos pacientes e controles
endémicos, através do sistema de coleta a vacuo (Vacuntainer Franklin Lakes-

NJ-EUA) em tubos heparinizados.

As laminas de gota espessa, utilizadas para o diagndéstico da malaria e
selecdo desses individuos do estudo, foram enviadas pelo Instituto de Ciéncias

Biomédicas-5, Universidade de Sao Paulo.
5.2 SEPARACAO DO PLASMA

O plasma dos pacientes foi separado por centrifugacéo a 3000 rpm por 5
min a temperatura ambiente. As amostras foram aliquotadas e acondicionadas

a -70° C para uso posterior.

5.3 EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico do Plasmodium foi extraido usando protocolo de
tratamento com proteinase K e extragdo com Fenol-Cloroférmio-Alcool
Isoamilico.

Inicialmente as laminas de gota espessa foram descoradas com alcool
acido a 1% e lavadas com salina para retirar o corante. Apos isso, foram
adicionados 25uL de Tris - EDTA — NaCl (10 mM- 10 mM- 0,15 mM) a lamina,
afim de raspar e concentrar as células. O “pellet” de células foi ressuspenso na

solucéo de TEN 0,15, SDS 20% e proteinase K (10 mg /mL). Essa solucao foi



incubada a 37°C, “overnight”. Em seguida adicionava-se nova solucdo de Tris -
EDTA — NaCl (10 mM- 10 mM- 0,65 mM) e fenol-cloroférmio-alcool isoamilico.
Agitava-se vigorosamente e centrifugava-se a 10.000 rpm por 5 minutos. Apoés
a centrifugacéo, transferia-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionava-se
Etanol Absoluto para precipitacdo do DNA. O tubo foi entdo homogeneizado e
centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos. O alcool foi descartado e o “pellet’
lavado com Etanol 75%, que apos centrifugacdo foi seco ao ar e ressuspenso
em 40 uL de H,O MiliQ autoclavada. As amostras de DNA foram quantificadas

e acondicionadas a —20°C para posterior utilizacao.

5.4 Nested PCR DO GENE DO PLASMODIUM

Amostras de DNA foram processadas por Nested PCR para amplificar
sequéncias espécie-especificas dos genes da subunidade menor do ribossomo
(18S SSU rRNA) de P. falciparum e P. vivax, como descrito por Snounuo,
1996, com algumas modificacdes, descritas abaixo..

No primeiro passo, um fragmento de 1200 pb dos genes 18S do
Plasmodium sp foi amplificado usando 10 pmoles de cada primer género
especifico, chamados PLU6 (PRIMER FORWARD) 5 TTA AAATTG TTG CAG
TTA AAA CG 3 e PLU5 (PRIMER REVERSE) 5 CCT GTT GTT GCC TTA
AAC TTC 3. Vinte microlitros da mistura de PCR (10 mM de DNTPs, 50mM
MgCl,, 1,25U de Taq polymerase, 250 nM de cada primer) foram adicionados a
60 ng do DNA gendmico.

As reacdes foram amplificadas em termociclador Perkin Elmer com as

seguintes condi¢Oes de temperatura: 95°C por 5 minutos para desnatura¢ao do



DNA, 57,8°C por 1 minuto, para pareamento dos primers e 72°C por 1 minuto e
30 segundos para extensdo do primer pela Tag DNA Polimerase por 35 ciclos.

Foram utilizados 5uL do primeiro produto de PCR amplificado para o
segundo ciclo de amplificacdo. O procedimento da segunda PCR foi realizado
usando as sequéncias dos primers (PRIMER VIV1 FORWARD) 5-CGC TTC
TAG CTT AAT CCA CAT AACTGATAC -3 e 5-TTAAAC TGG TTT GGG AAA
ACC AAA TAT ATT -3 (PRIMER FAL1 FORWARD) sintetizadas de acordo com
dados publicados por Snounou, 1996, gerando um fragmento com 120 pb e
205 pb, respectivamente.

As condi¢des de amplificacdo do DNA foram: 95°C por 5 minutos para
desnaturacdo do DNA, 61°C por 1 minuto, para pareamento dos primers e 72°C
por 1 minuto e 30 segundos para extenséo do primer pela Taqg DNA Polimerase
por 35 ciclos.

Quadro 1. Oligonucleotideos sintéticos (primers) utilizados nas reacdes de

nested PCR para identificacdo do Plasmodium.

Espécies Primer Seqiiéncia (5°-3’) Tamanho dos fragmentos

gerados (pb)

Plasmodium sp. rPLU6: TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 1200
rPLUS:  CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC

P. falciparum rFALL: TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 205
rFAL2:  ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC

P. vivax rvivi: CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AACTGA TAC
rviva: ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAGTCCTTA 120




5.5 GEL DE AGAROSE

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose. Para analise direta dos fragmentos, 10uL de
produto amplificado foram misturados com 2 pL de tampé&o de corrida TBE e
aplicados ao gel de agarose a 2%. A eletroforese foi realizada em tampéao TBE
1x, e o DNA corado com brometo de etidio foi visualizado em transiluminador.
O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado em comparacdo a um

marcador de 100 pb.

5.6 EXTRACAO DA LIPOXINA A4 (LXA4)

Inicialmente, 1 mL do plasma de paciente com malaria, individuo
assintomatico e controle da area endémica foi acidificada a um pH de
aproximadamente 3,5 com HCI 1N e aplicada lentamente na coluna de
extracdo (C18 Sep-Pak extraction columns, Alltech Associates Inc.)
previamente lavada com 10 mL de metanol seguida de 10 mL de agua. Apés
isso, novamente a coluna foi lavada com 10 mL de agua , seguida de 10 mL de
éter de petroleo. As amostras foram eluidas com 8mL de formiato de metila que
foi evaporado suavemente com gas nitrogénio a 37°C. A LXA4 foi ressuspensa
em 400 yL de tampé&o de extracdo para o ELISA (Neogen), descrito no item

5.7.



5.7 QUANTIFICACAO DA LIPOXINA A4

Para a dosagem de Lipoxina A4 utilizamos Kit comercial da Neogen
(Neogen Corporation) seguindo procedimento recomendado pelo fabricante. As
amostras ou solucdo padrao foram primeiro adicionados a placa contendo
anticorpo anti-IGg de coelho. O padrédo foi diluido a partir de uma solucao
estoque de 1 pg/mL para as concentracgdes de 0, 0,02, 0,04, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 2
ng/mL e adicionados aos po¢cos em um volume de 50 pL, em duplicata. As
amostras previamente diluidas em 400 uL de tampdo de extracdo, foram
adicionadas a placa de ELISA em um volume de 50 uL. Apds isso, 50 uL de
enzima conjugada (LXA4-HRP) diluida foi adicionado aos pocos e incubada a
temperatura ambiente por 1 hora. Durante a incubacéo, ocorreu a competicdo
pelos sitios de ligacdo. A placa foi entdo lavada 3 vezes a fim de remover todo
o material ndo ligado. A enzima conjugada ligada foi detectada pela adicdo de
150 pyL de substrato por poco que gerou cor apds 30 min de incubacdo a
temperatura ambiente. A extensdo de cor foi inversamente proporcional a
guantidade de LXA4 na amostra resultando em uma cor azul intensa,
considerando que a presenca de lipoxina A4 resultard em uma diminui¢cdo ou
nao do desenvolvimento de cor. Os resultados foram expressos em pg/mL de

acordo com a curva padrao.

5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas foram mensuradas através do método do ELISA. O plasma
foi utilizado para deteccédo de TNF-qa, IL-10, IL-12 e IFN-y (Pharmingen, USA).
Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com a curva padréao. Para

0 ELISA, placas Nunc Maxisorp (Nalgene Nunc International, Denmark) foram



sensibilizadas com o anticorpo de captura anti-citocina diluido para 4pg/mL na

solucéo 0.1M Nap;HPO, . Apos isso, adicionou-se 75ul do anticorpo diluido por

pogo. A placa foi vedada e incubada 1’,“overnight ” a 4°C. Com a placa a
temperatura ambiente, a solugéo de anticorpo de captura foi removida e foram
adicionados 200 pl/poco de Tampéo de Bloqueio (PBS/BSA 1% ou PBS/SBF
10%). A placa foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas e apods isso
lavada 3 vezes com PBS/Tween 0,05%. Adicionaram-se padrdes e amostras
(100ul/pogo). O padréo foi diluido seriadamente (1:2) com o ponto inicial para a
curva de 2000 pg/ml. A placa foi vedada e incubada “overnight” a 4°C. Apds
lavagem com PBS/Tween 0,05% por 4 vezes, um segundo anticorpo anti-
citocina marcado com biotina foi adicionado, seguido de conjugado
Streptavidina- Peroxidase. A reacao foi revelada com uma solucao de substrato

enzimatico (TMB) e interrompida com uma solucdo de Acido sulfurico 8N até 30

min para leitura da densidade Optica em espectofotdmetro com filtro de 450 nm.

5.9 ANALISES DOS DADOS

Para as analises estatisticas dos resultados obtidos nos experimentos
de quantificacdo de LXA4 e dosagem de citocinas utilizamos o teste t néo
paramétrico, Mann Whitney comparando os dados provenientes dos pacientes
com malaria e controles da area endémica tendo como valor estatisticamente
significante p<0,05. Utilizamos o teste ANOVA, andlise ndo pareada,
comparando os dados provenientes dos individuos com maléaria assintomatica,

pacientes e controles da area endémica tendo como valor estatisticamente



significante p<0,05. As analises de correlacdo foram feitas usando o teste de
correlacdo de Spearman.

A andlise estatistica dos dados e a elaboracéo dos gréficos deste estudo
foram realizados utilizando-se o programa GraphPad - Prism 5.0 (GraphPad
software, San Diego, CA).

Os resultados do PCR primer especifico foram visualizados através de

foto do gel de agarose a 2% ap0s corar com brometo de etidio e fotografar.

Fluxograma

Coleta 5 mL de Sangue Periférico

Plasma Lamina gota espessa
Nested PCR (P. Hemoscopia
Extracio e ELISA Citocinas vivax e P. falciparum)
ELISA LXA4 TFN gama, TNF,
IL-12 e IL-10
eogen
(Neogen) (Pharmingen)

n=17 controles da area endémica
n=14 malaria assintomaticos e
n=17 malaria sintomaticos




6.RESULTADOS

6.1 Caracteristicas dos individuos oriundos das comunidades ribeirinhas
de Rondonia.

Esse estudo contou com a participacdo de 48 individuos cuja distribuicéo
etaria estd mostrada na Tabela 1. Foram incluidos 17 pacientes com malaria
sintomética (média de idade de 18,6 anos, minima de dois anos e maxima de
49 anos), dos quais nove foram do género masculino e oito do género feminino.
Os individuos assintométicos (n=14) apresentaram média de idade de 21, 5
anos (idade minima de quatro e maxima de 52 anos), sendo oito do género
masculino e seis do género feminino. O grupo controle apresentou média de
34,4 anos, variando de trés a 92 anos, dos quais 11 foram do género masculino
e seis do género feminino.

Dentre todos os individuos selecionados para o estudo, 18 (37,5%)
tiveram uma frequéncia de uma a cinco malarias até julho de 2005, sete
(14,6%) tiveram de seis a 10 vezes, 18 (37,5%) mais de 10 vezes e cinco
(10,4%) pela primeira vez apresentavam malaria (Tabela 2).

Do grupo dos assintomaticos, oito individuos (57,2%) foram infectados
pelo P. vivax e seis (42,8%) pelo P. falciparum. Do grupo dos pacientes com
malaria sintomatica, quatro (23,5%) foram infectados pelo P. vivax e 13 (76,5%)
pelo P. falciparum (Tabela 3). Os pacientes com malaria sintomatica
apresentaram maior taxa de infeccdo por P. falciparum e individuos

assintomaticos, mais infecgéo por P. vivax.



TABELA 1: DISTRIBUICAO DE HABITANTES POR GENERO E IDADE

IDADE GENERO TOTAL
(ANOS) MASCULING FEMINING
N Yo N Yo

o5 2 40 3 60 5
6-10 3 75 1 25 4
1115 5 50 5 50 10
16-40 10 55 8 45 18
= 40 8 T2,7 3 27,3 11
TOTAL 28 20 48

Dados coletados em julho de 2005 em comunidades ribeirinhas de Rondénia

TABELA 2: DISTRIBUICAO DOS HABITANTES POR IDADE E NUMERO
DE INFECCOES POR PLASMODIUM

NUMERO DE MALARIA

IDADE(ANOS) PI 1-5 6-10 >10 TOTAL (%)
05 01 04 00 00 05 (10.4%)
6-10 00 03 01 00 04 (8,3%)
1115 01 04 04 01 10 {20,8%)
16- 40 01 03 02 12 18 (37.5%)
>40 02 04 00 05 11 22,9%)
TOTAL(%): 05 18 07 18 48

1M04%  375% 14.6% 37.5%

Dados coletados em julho de 2005 em comunidades ribeirinhas de Rond6nia
Pl: primo infeccao



TABELA 3: DISTRIBUICAO DOS HABITANTES POR GENERO E NUMERO DE
INFECGCOES POR P.VIVAX E P.FALCIPARUM EM INDIVIDUOS ASSINTOMATICOS E
PACIENTES SINTOMATICOS

ASSINTOMATICO SINTOMATICO
GEHERD P FIVAY PEALCIPARDN B VIVAY FFALCTPARIN
M 6 3 2 7
F 1 i 2 3
8 6 4 13
TOTAL (') §7,2% 12,8% 23,5% 76.5%

Dados coletados em julho de 2005 em comunidades ribeirinhas de Rond6nia



6.2 Foto de eletroforese em gel de agarose para pesquisa de P.vivax e P.

falciparum em individuos de comunidades ribeirinhas de Ronddnia.

Para a pesquisa de Plasmodium vivax e P. falciparum foi feito nested PCR do
DNA extraido do sangue das laminas de gota espessa dos individuos das
comunidades ribeirinhas de Rondobnia. Os individuos assintomaticos incluidos
nesse estudo foram PCR positivo e os controles endémicos foram PCR
negativo. Abaixo (Figura 7), foto ilustrativa das bandas especificas para P.
vivax e P. falciparum, no gel de agarose, de alguns entre os individuos

estudados.

MOl 02 03 04 05 06

<«— 205pb
<+— 120pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando os fragmentos
obtidos no PCR para P. vivax e P. falciparum. Posi¢cdes 01, 04, 05, 06 individuos com
infec¢ao por P. vivax; posi¢ao 02 - individuo com infeccao por P. falciparum, posi¢ao
03 — controle para P. falciparum M= marcador de 100pb.



6.3 Individuos com maléaria exibiram niveis plasmaticos reduzidos de

LXA4 e aumentados de IFN-y, comparados aos controles endémicos.

Para determinar, inicialmente, se os niveis circulantes de LXA4 e das
citocinas sao diferentes durante a infecgdo por malaria, esses compostos foram
dosados no plasma de pacientes com maléria e controles endémicos. O grupo
de pacientes com malaria exibiu niveis plasmaticos reduzidos de LXA4
(p=0,0483) e aumentados de IFN-y (p=0,0034), quando comparados aos
controles endémicos (Figuras 8 e 9). Nao foram encontradas diferencas nos
niveis de IL-12/IL-23 p40, TNF-a e IL-10 plasmaticos de pacientes com malaria

quando comparados com controles endémicos (Figuras 10,11,12).

Figura 8. Niveis de LXA4 no plasma de pacientes com maléria e controles

da area endémica.
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Figura 9. Niveis de IFN-y no plasma de pacientes com maléria e controles

da area endémica.
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Figura 10. Niveis de IL-12/IL-23 p 40 no plasma de pacientes com maléaria e

controles da area endémica.
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Figura 11. Niveis de TNF-a no plasma de pacientes com malaria e

controles da area endémica.
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Figura 12. Niveis de IL-10 no plasma de pacientes com malaria e controles

da area endémica.
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6.4 Associagcdo entre os niveis de Lipoxina A4 e citocinas no plasma de
pacientes com maléria.

Foram realizadas analises da regressao linear dos niveis de Lipoxina A4 e das
citocinas dosadas no presente estudo no plasma de pacientes com maléria.
Comparando os niveis de citocinas e LXA4, em pacientes com malaria, foi
observada associagao negativa entre IFN-y e LXA4 e associacao positiva entre
TNF-a e LXA4, IL-10 e LXA4 (figura 13). Coeficiente de correlacdo de

Spearman (r) foi usado para a andlise.

Figura 13. Correlacéo entre os niveis de Lipoxina A4 e IFN-y, LXA4 e TNF-

o e LXA4 e IL-10 no plasma de pacientes com malaria.
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6.5 Individuos com malaria assintoméatica exibiram niveis plasmaticos

reduzidos de LXA4 comparados aos controles endémicos.

Para determinar se os niveis circulantes de LXA4 sé&o diferentes durante
a infeccdo por maléria, esse composto foi dosado no plasma de individuos
assintomaticos, pacientes com maléria e controles endémicos. O grupo de
individuos com maléria assintomética exibiu niveis mais baixos de LXA4 no
plasma quando comparado aos controles endémicos (p<0,05). Nao foram
encontradas diferencas nos niveis de LXA4 plasméticos de pacientes com
malaria sintomética, quando comparados com controles endémicos ou

individuos assintoméaticos (Figura 14).

Figura 14. Niveis de LXA4 no plasma de pacientes com maléria

(sintomaticos e assintomaticos) e controles da area endémica.

2000 5 il Controle =17;
.I I Assintomatico = 11
— 4000 - Paciente= 15
.|
[]

5
2 3000 - .
= *
"':I: i | |
> 2000
.| +*

1000 ~ B P .

1] .
*
. Sanghan WLl AL 0:110
O > >
o N N
& K\ &
< & &
N N 2
<& &
)



6.6 Pacientes com malaria sintomatica exibiram niveis plasmaticos

aumentados de IFN gama comparados aos controles endémicos.

O préximo passo foi dosar IFN gama, para determinar se ha diferenca
nos niveis circulantes durante a infeccdo malarica, no plasma de individuos
assintomaticos, pacientes com malaria e controles endémicos. Comparados
aos controles endémicos, individuos com malaria sintomética exibiram aumento
significativo nos niveis de IFN-y (p<0,05) (figura 15). Entre 0os pacientes com
malaria sintomatica h& duas subpopulacées de individuos, uma com producédo
elevada de IFN-y (n= 6, média= 2293,1) e outra com producdo diminuida (n=

11, média= 187,2).

Figura 15. Niveis de IFN-y no plasma de pacientes com malaria

(sintomaticos e assintoméaticos) e controles da area endémica.

kx4
Controle =16;

Assintomatico = 14
| | Paciente= 17

4000 4 -

6000

2000 -+
2000 -

1600 - .

IFN(pg/mL)

1200
500 1

400 ", - . »

+*,
_"m - .
o *30se *teset?




6.7 Pacientes com maléaria sintomatica exibiram niveis diminuidos de IL-

12 comparados aos individuos assintomaéticos.

Para determinar se os niveis circulantes de IL-12 s&o diferentes durante
a infeccdo por malaria, esta citocina foi dosada no plasma de individuos
assintomaticos, pacientes com maléria e controles endémicos. O grupo de
individuos com malaria sintomatica, comparados aos individuos
assintomaticos, exibiu diminuicdo significativa nos niveis de IL-12/IL-23 p40
(p<0,05). Nenhuma diferenca foi achada nos niveis de IL-12/IL-23 p40 no
plasma de pacientes com malaria quando comparada aos controles endémicos

(figura 16).

Figura 16. Niveis de IL-12/IL-23p40 no plasma de pacientes com maléria

(sintomaticos e assintomaticos) e controles da area endémica.
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6.8 Pacientes com malaria sintoméatica e individuos assintoméaticos néo

apresentaram diferenca nos niveis de TNF.

Proxima etapa foi determinar se ha diferenca nos niveis circulantes de
TNF-a durante a infeccdo por maléria, sendo dosada no plasma de individuos
assintomaticos, pacientes com maléria e controles endémicos. Comparados
aos controles endémicos, ndo houve diferenca estatistica nos niveis de TNF no

plasma de pacientes com malaria sintomética e assintomética (Figura 17).

Figura 17. Niveis de TNF no plasma de pacientes com maléria

(sintomaticos e assintomaticos) e controles da area endémica.
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6.9 Pacientes com maléria sintomatica apresentaram aumento
significativo nos niveis de IL-10 comparados aos controles endémicos e

individuos assintomaticos.

Por fim, afim de determinar se h& também diferenca nos niveis
circulantes de IL-10 durante a infec¢do por malaria, esta citocina foi dosada no
plasma de individuos assintomaticos, pacientes com maléria e controles
endémicos. Comparados aos controles endémicos e individuos assintomaticos,
pacientes com malaria sintomética exibiram aumento significativo nos niveis de

IL-10 (p<0,05) (Figura 18).

Figura 18. Niveis de IL-10 no plasma de pacientes com maléria

(sintomaticos e assintomaticos) e controles da area endémica.
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6.10 Associacdo entre os niveis de Lipoxina A4 e citocinas no plasma de

pacientes com maléria (sintomaticos e assintomaticos).

Foram realizadas analises da regresséo linear dos niveis de Lipoxina A4
e das citocinas dosadas no presente estudo no plasma de pacientes com
malaria assintomatica e sintomatica. Ndo houve associacdo nos niveis de
citocina e LXA4 em pacientes com maldria assintomatica.

Comparando os niveis de citocinas e LXA4, no plasma de pacientes com
malaria sintomatica, observou-se associacdo negativa entre IFN-y e LXA4
(figura 19) e associacéo positiva entre IL-10 e LXA4 (figura 21). O coeficiente
de correlacdo de Spearman (r) para IFN-y (r= - 0, 66, p<0,01 **) e para IL-10

(r=0, 64, p<0,01 **).

Figura 19. Correlagdo entre os niveis de Lipoxina A4 e IFN gama no

plasma de pacientes com maléaria sintomatica.
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Figura 20. Correlagdo entre os niveis de Lipoxina A4 e IL-10 no plasma de

pacientes com maléria sintomética.
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7.DISCUSSAO

Este trabalho avaliou o papel do mediador lipidico antiinflamatério
lipoxina A4 na regulagéo da resposta inflamatoria da malaria assintoméatica e
sintomatica durante infeccao pelo Plasmodium. No presente estudo foi avaliado
se a lipoxina estaria implicada na imunorregulacdo da inflamagdo e na
auséncia dos sintomas dos individuos com maléria assintoméatica, através da
andlise dos niveis de lipoxina (A4) e citocinas (pré-inflamatérias e anti-
inflamatdrias), respectivamente. Foi realizada uma associagdo entre os niveis
no plasma de LXA4 e citocinas, afim de identificar o papel desse mediador na
imunopatogénese da malaria assintomética. Os individuos com maléaria
assintomatica exibiram niveis diminuidos de LXA4. Os pacientes com malaria
sintomética exibiram aumento significativo nos niveis de IFN-y e de IL-10.

Alguns estudos tém relatado a importancia do papel das citocinas no
controle da sintomatologia e inducdo de mecanismos efetores (Omer FM,
2000). Varias citocinas, incluindo o TNF-a e o IFN-y, tém sido envolvidas na
protecdo e patologia na infeccdo por malaria. Estudos prévios demonstraram
efeitos das citocinas na inducdo da morte do Plasmodium, “in vitro” e “in vivo”
(Ferreira et al, 1986; Schofield et al, 1987; Mellouk et al, 1987; Maheshawari K
et al, 1986; Clark et al, 1986). Rockett e cols mostraram que estas citocinas
atuam sinergisticamente afim de aumentar a producéo de NO, que € um fator
implicado na destrui¢cdo do parasito (Rockett et al, 1991).

Inicialmente, analisou-se o0 grupo de pacientes com malaria e
observaram-se niveis circulantes reduzidos de LXA4 e aumentados de IFN-y.
N&o foram encontradas diferencas nos niveis de IL-12/IL-23 p40, TNF-a e IL-10

de pacientes com malaria quando comparados aos controles endémicos. Em



pacientes com malaria, foi observada associacdo negativa entre IFN-y e LXA4,
e associacdo positiva entre TNF-a e LXA4 e também entre IL-10 e LXA4.
Esses dados mostram que ha diferenca nos niveis circulantes de IFN-y e de
LXA4 durante a infec¢cdo por maléria. Os dados também sugerem que LXA4
aumentada atuaria juntamente com IL-10 no controle da resposta pro-
inflamatoéria.

Apls avaliar separadamente pacientes com maléria sintomatica,
individuos sem sintomatologia e controles endémicos, pdde-se observar que
houve diferenca nos niveis de LXA4 e citocinas nestes trés grupos.
Comparados aos controles endémicos, ndo houve diferenga estatistica nos
niveis plasmaticos de TNF-a em pacientes com maléria sintomatica ou
assintomatica. Foi mostrado ainda que, individuos assintomaticos, apresentam
niveis diminuidos de LXA4 em comparagdo aos controles. Possivelmente,
baixa parasitemia nos individuos assintoméaticos ndo causaria danos
inflamatorios gerados pelo parasito com producéo de TNF-a.

Nossos dados mostram que individuos assintométicos apresentam
baixos niveis de LXA4, talvez devido aos baixos niveis de parasitemia.
Possivelmente, nem Lipoxina A4 e nem as citocinas estudadas aqui sejam
secretadas na circulacdo em individuos assintomaticos, corroborando com o0s
dados de Jackobsen e cols, que nao observaram resposta pro-inflamatéria e
antiinflamatdria em criancas de area endémica sem sintomatologia (Jackobsen
et al, 1996). Nao foram encontradas diferencas nos niveis de IFN-y e IL-10 em
nosso estudo, em individuos assintomaticos quando comparados aos controles

endémicos. Esses dados sugerem uma complexa rede de indugéo de citocinas



e lipoxina durante o curso da malaria humana. NG6s especulamos que a carga
parasitaria regula producéo de lipoxina A4.

Em malaria murina, estudos sugerem que 0S mecanismos imunes
inatos, mediados por IFN-y derivados de células NK e/ou células T y & delta,
limitam a fase inicial da replicacao (Fell et al, 1998) e a resposta adaptativa
(mediada por células T a B e células B) sédo requisitadas para eliminagao do
parasita (Langhorne et al, 1998). IFN-y é essencial para resolu¢do da infeccao
priméria. A producao inicial de IFN-y que pode depender de uma adequada
inducéo de IL-12 ou IL-18 produzidas por células dendriticas e/ou macrofagos
(Stevenson et al, 1995; Doolan et al, 1999; Torre et al, 2001) aparece por ser
um elemento fundamental da resposta pré-inflamatéria, mas leva a modulacdo
positiva do TNF, um dos principais mediadores da patologia da malaria
(Kwiatkowski et al, 1990). Nossos dados demonstraram que pacientes com
malaria sintomética comparados aos controles endémicos exibiram aumento
significativo nos niveis de IFN-y. Entre os pacientes com malaria,
demonstraram-se duas subpopula¢bes de individuos, uma com producdo
elevada (n= 6, média=2293,1) e outra com producédo diminuida (n= 11, média=
187,2) de IFN-y. Possivelmente, esta populacdo apresenta diferengas
genéticas para a producdo de FN-y. Esses dados também estdo consistentes
com os achados de Mshana e cols, onde concentragdes de IFN-y no plasma
sdo mais altas em individuos com infec¢cdo sintomatica que em infeccdes
assintomaticas (Mshana et al, 1991).

A citocina IL-12 tem sido descrita por seu importante papel na imunidade
protetora a etapa eritrocitica da malaria (Su e Stevenson, 2002) e por sua

capacidade de induzir producéao de IFN-y por células NK e células T (Trinchieri,



1998). Luty e cols recentemente mostraram um estudo dos niveis de IL-12 e
outras citocinas em criangas africanas residindo em Gabon, que apresentaram
malaria ndo complicada e grave por P. falciparum. Pacientes com malaria
grave apresentam baixos niveis de IL-12 e altos niveis de TNF-a e IL-10 (Luty,
2000). Em nosso trabalho, o grupo de pacientes com maléria sintomatica,
comparados aos individuos assintomaticos, exibiu diminuigdo significativa nos
niveis de IL-12/IL-23 p40 e nenhuma diferenca foi achada quando comparada
aos controles endémicos. Urban e cols demonstraram, in vitro, que eritrocitos
infectados por P. falciparum aumentam a secrecdo de IL-10 e reduzem a
secrecao de IL-12 durante maturacao de células dendriticas (Urban et al, 1999;
Urban et al, 2001).

Paralelamente a producéo de citocinas pro-inflamatérias, acredita-se que
producdo de IL-10 em pacientes com malaria controla os danos inflamatérios
gerados pelo parasito (Ho et al, 1995). Estudos anteriores mostraram que a
producdo de IL-10 foi associada a suscetibilidade a infeccdo (Kobayashi et al,
1992), através de efeito antiinflamatdrio, limitando de alguma maneira o dano
tecidual causado por uma excessiva resposta Thl. Outros estudos mostraram
que neutralizacao, in vivo, de IL-10 em camundongos resistentes, promoveu
patogénese e doenca fatal e a administragéo de IL-10 recombinante preveniu a
morte em animais suscetiveis (Kossodo et al, 1997). Camundongos IL-10—-/-
mostraram patologia aumentada em consequéncia de infecgéo por P. chabaudi
(Li et al, 1999), e isto foi mostrado por ser mediado por excessiva producdo de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a (Li et al, 2003).

No presente estudo, pacientes com malaria sintomatica exibiram

aumento significativo nos niveis circulantes de IL-10, como observado no



plasma de criancas da Tanzania com malaria por P. falciparum, né&o
complicada (Hugosson et al, 2004). Em um modelo para malaria “in vitro”, IL-10
foi mostrado por diminuir a producdo de TNF-a (Ho et al, 1998). Anti-IL-10,
produziu efeito oposto. Esses dados mostram que a producdo de IL-10 é
importante para o controle de uma resposta imune exacerbada. Qual a fonte
celular de IL-10 durante a malédria humana? Talvez células T regulatorias
duplo-positivas para IFN-y/IL-10, como demonstrado em modelos
experimentais com outros parasitos, estejam envolvidas na producdo dessas
citocinas (Jankovic e Trinchieri, 2007).

Em nosso estudo, observou-se, em pacientes sintomaticos, uma
associacao negativa entre IFN-y e LXA4 e associagédo positiva entre IL-10 e
LXA4. Nossos dados sugerem que, em pacientes com maldria sintomatica,
lipoxina A4 atua inicialmente na regulacao de IFN-y, juntamente com a citocina
IL-10. No decorrer da infeccdo, com aumento da parasitemia, os niveis de IFN-
y aumentariam afim de eliminar o parasito, IL-10 seria induzido para o controle
da patologia. Em modelo murino de infec¢gdo com T. gondii, tem sido mostrado
uma acado mais inicial para IL-10, sendo que Lipoxina A4 atuaria mais
tardiamente no controle da infeccdo (Aliberti et al, 2002). Estes mediadores
antiinflamatérios podem envolver distintos mecanismos, regulando citocinas e
mortalidade do hospedeiro.

Neste estudo, ndo foi encontrada uma correlacdo entre I1L-12p40 e
lipoxina A4, em contraste com o que foi observado em modelos experimentais
com T. gondii (Aliberti et al, 2002). Entretanto, foi demonstrado que lipoxina A4
regula a producao de IL-12 através de um mecanismo dependente de SOCS-2,

uma molécula de sinalizagdo intracelular. Como o Plasmodium induz a



producdo de lipoxina em células humanas, ainda nédo foi determinado. As vias

de inducgéo de lipoxina A4 e as interacdes com IL-10 e outras citocinas durante

0 curso da infeccdo por Plasmodium serd importante no sentido de obtencao

de novos agentes terapéuticos e alvos imunomoduladores contra maléria.

8.CONCLUSAO

Individuos assintomaticos apresentaram baixos niveis de LXA4 quando

comparados aos controles endémicos.

N&o foram encontradas diferencas nos niveis das citocinas em nosso

estudo, quando comparadas aos controles endémicos.

Comparados aos controles endémicos, individuos com malaria
sintomética exibiram aumento significativo nos niveis de IFN-y e de IL-
10, associagao negativa entre IFN-y e LXA4 e associagao positiva entre

IL-10 e LXA4.
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Nucleo Avancado de Pesquisa/MN

Imunoregulagdo na maléria assintomatica:
Avaliacdo dos niveis de Lipoxina A4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Universidade de Sdo Paulo estd empenhada em investigar aspectos
relacionados a ocorréncia de malaria assintomatica em Rondoénia, visando
conhecer melhor os agentes causadores para eventualmente ter um maior
controle sobre 0s mesmos.

Para se participar do estudo o paciente devera passar em consulta pelo
meédico e colher inicialmente 10 mL de sangue de 6 em 6 meses para exames
laboratoriais que ajudardo no diagnoéstico e a fornecer informacdes mais
detalhadas sobre a doenca.

Caso vocé venha a se tornar um caso de maléria sintomatica, sera
coletada, nesta ocasido, 10ml de sangue para exame diagnostico de malaria e
vocé recebera tratamento conforme protocolo da FUNASA (Fundacao Nacional
de Saude).

Caso vocé seja diagnosticado como um caso de maléaria assintomatica,
vocé sera acompanhado a cada 10 dias por uma médica e os Postos de
Notificagdo de Maléria serdo avisados de sua condi¢cdo soroldgica, sendo que

se vocé desenvolver os sintomas da maléria, sera tratado conforme o protocolo



da FUNASA. Quando a médica sair da regido, vocé serd tratado para malaria
conforme protocolo da FUNASA, independente de ter sintomas.

Seréa realizado um estudo de anemia e nutricAo na regido, para isto
faremos coleta de sangue em tubo capilar para exame de hematdcrito,
pesaremos e mediremos toda a populacdo. Também serdo coletados exames
de fezes para diagndstico e tratamento de parasitas intestinais da populacao.

Nas criangas menores de 4 anos, coletaremos sangue apenas por papel
filtro.

O material utilizado na coleta é estéril e descartavel e os riscos da coleta
do material s&o minimos. Todos os resultados serdo fornecidos ao paciente e
seus resultados serdo mantidos sob sigilo médico. Nao serdo testados
medicamentos ou substancias de qualquer natureza. A participacdo no estudo
ndo é obrigatéria e caso ndo deseje participar ou se quiser abandonar o
estudo, recebera a mesma atencdo da equipe de saude. No caso de vocé ser
um paciente com malaria assintomética, poderd receber o tratamento

protocolado da FUNASA quando desejar.

DECLARO QUE FUI INFORMADO A RESPEITO DOS PROCEDIMENTOS A SEREM
REALIZADOS CASO PARTICIPE DO MENCIONADO PROJETO DE PESQUISA, FUI
ORIENTADO EM RELAGCAO AOS EVENTUAIS RISCOS (AUTORIZO O MENOR DE
IDADE o , SOB
MINHA  RESPONSABILIDADE) E ME PROPONHO A PARTICIPAR
VOLUNTARIAMENTE DO ESTUDO.

....................................................... e i de 2005,
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