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RESUMO

A resposta imune na malaria é complexa, e os mecanismos de
ativacdo e regulagdo de linfécitos T efetores e de memoria ainda sao pouco
compreendidos. No presente estudo, determinamos a concentragado das citocinas
Interferon-y (IFN-y), Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-12
(IL-12) no soro de individuos infectados por Plasmodium vivax, investigamos os
polimorfismos no gene do IFN-y (IFNG+874) e da IL-10 (IL10-1082) e analisamos
a associacado destes polimorfismos com a concentragdo das citocinas e com a
densidade parasitaria. A concentragao das citocinas foi determinada por ELISA, e
a genotipagem dos polimorfismos IFNG+874 e IL10-1082 foi realizada pelas
técnicas de ASO-PCR e PCR-RFLP, respectivamente. Os individuos infectados
apresentaram niveis séricos de IFN-y e IL-10 aumentados. A producao de IFN-y foi
maior nos individuos primoinfectados, porém nao foi associada com a reducéo da
parasitemia. A producao de IL-10 foi alta e associada com altas parasitemias. As
citocinas IL-4 e IL-12 ndo foram detectadas. As frequéncias dos gendtipos
homozigoto mutante AA, heterozigoto AT e selvagem TT do gene do IFN-y foram
0,51, 0,39 e 0,10, respectivamente. As freqiéncias dos gendtipos homozigoto
mutante AA, heterozigoto AG e selvagem GG para IL10 foram 0,49, 0,43 e 0,08,
respectivamente. Apenas o polimorfismo do IFN-y foi associado com niveis
reduzidos desta citocina. Na malaria causada por P. vivax, houve produgdo de
citocina que caracteriza o perfil Th1 (IFN-y), com possivel participagao da IL-10 na

imunorregulagéo.
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ABSTRACT

The malaria immune response is complex, and the activation and
regulation mechanisms of the efector and memory T cells remain unclear. In this
study, we determined seric levels of Interferon-y (IFN-y), Interleukin 10 (IL-10),
Interleukin-4 (IL-4) and Interleukin-12 (IL-12) in individuals infected by Plasmodium
vivax. We investigated polymorphisms in IFN-y (IFNG+874) and IL-10 (IL10-1082)
genes and their association with seric levels and parasite density. Concentrations
of IFN-y, IL-10, IL-4 and IL-12 were detected by ELISA, and IFNG+874 and IL10-
1082 polymorphisms genotyping were investigated by allele-specific
oligonucleotide polymerase chain reaction (ASO-PCR) and PCR-RFLP (restriction
fragment length polymorphism) methods, respectively. We detected increased
levels of IFN-y and IL-10 in individuals infected by P. vivax. IFN-y levels were
higher in individuals who were infected for the first time, but there were no
association with parasite elimination. Increased levels of IL-10 were associated
with higher parasite densities. We did not detect IL-4 and IL-12 seric levels. The
frequencies of AA, AT, TT genotypes of IFNG+874 were 0,51, 0,39 e 0,10,
respectively. The frequencies of AA, AG, GG genotypes of IL10-1082 were 0,49,
0,43 e 0,08, respectively. We also showed that IFG+874 polymorphism is
associated with decreased levels of IFN-y. The results show a Th1-driven immune

response which can be regulated by IL-10 in naturally P.vivax-infected individuals.



14

1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A malaria é causada por protozoarios intracelulares, classificados no
filo Apicomplexa, na ordem Eucoccidiida, na familia Plasmodiidae € no género
Plasmodium. Existem cerca de 120 espécies de Plasmodium que podem infectar
aves, répteis, roedores e primatas (Bruce-Chwatt, 1985; Moore et al., 2002),
porém somente cinco espécies causam a doenga em humanos (Richards &
Beeson, 2009); o Plasmodium falciparum (Welch, 1897), o Plasmodium vivax
(Grassi & Feletti, 1890), o Plasmodium malarie (Laveran, 1881), o Plasmodium
ovale (Stephens, 1922) e o Plasmodium knowlesi (Knowles & Das Gupta, 1932). O
ciclo de vida deste protozoario ocorre em dois hospedeiros. O mosquito fémea do
género Anopheles desenvolve o ciclo sexuado e, portanto, € considerado o
hospedeiro invertebrado ou definitivo. Durante o repasto sanguineo, estes
mosquitos transmitem a malaria ao homem (hospedeiro vertebrado), no qual se
desenvolve o ciclo assexuado do Plasmodium (Blackman, 2004).

A Organizagdo Mundial da Saude estima que anualmente sejam
registrados cerca de 500 milhdes de casos de malaria em todo o mundo,
distribuidos em aproximadamente 90 paises (WHO, 2007). Em paises do Sudeste
Asiatico e nas Américas Central e do Sul, estima-se que aproximadamente 1,2
bilhdo de pessoas resida em areas hipoendémicas ou mesoendémicas de malaria.

O Plasmodium vivax é a espécie mais prevalente nessas regides, causando cerca
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de 80 a 90 milhdes de casos de malaria por ano (Mendis et al., 2001). No Brasil, a
malaria causada por P. vivax representa 75 a 80% dos casos registrados
anualmente, e aproximadamente 99% destes casos ocorrem na Regido
Amazodnica (Oliveira et al., 2006).

O conhecimento acerca da imunidade natural adquirida por
individuos que residem em areas endémicas podera auxiliar na identificacdo dos
mecanismos de protegdo contra a malaria, em especial os da imunidade
adaptativa, com énfase nos mecanismos de ativagao e regulacédo de linfocitos T
efetores e de meméaria, contribuindo para o desenvolvimento de uma vacina contra
a malaria (Good et al., 2004). Também ¢é importante a realizagao de estudos para
identificar os antigenos capazes de induzir uma resposta imune protetora (Moorthy
et al., 2004).

Vérios antigenos candidatos a comporem vacinas contra a malaria
estdo sendo avaliados em estudos experimentais, epidemioldgicos e clinicos. Os
estudos apresentam resultados relacionados a imunogenicidade das preparagdes,
estimulando a resposta imune protetora mediada por anticorpos e/ou por acao
direta de linfocitos T CD8", principalmente durante o ciclo hepatico, e linfocitos T
CD4" na resposta imune contra o estagio sanguineo. A inducdo da resposta imune
celular direta ou a liberagdo de varias citocinas pode tornar esta resposta mais
eficiente (Heppner et al., 2005). Entretanto, a maioria desses estudos foi realizada
na malaria causada por P. falciparum.

Na malaria causada por P. vivax, os estudos acerca da resposta

imune celular sao restritos, principalmente pela dificuldade de manter in vitro o
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cultivo continuo deste parasito (Merino et al., 2003). Assim, a caracterizagado do
perfil de citocinas podera contribuir para a compreensdo dos mecanismos
mediados pela imunidade celular relacionados a ativagdo, aos mecanismos
efetores e a regulagdo da resposta imune adquirida contra o parasito, sendo

relevante para a compreensao da aquisigao e regulagao da resposta imune.

1.2 HISTORICO DOS ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA MALARIA

Em areas endémicas localizadas no continente africano, criangas
com menos de cinco anos de idade geralmente morrem durante as primeiras
infecgdes por Plasmodium falciparum. Por outro lado, criangas que sobrevivem as
infec¢cdes agudas iniciais desenvolvem imunidade capaz de limitar os niveis de
parasitemia sem a necessidade de tratamento com antimalaricos (McGregor et al.,
1956). A exposicao frequente contribui para a menor mortalidade, mas mesmo
apos multiplos episddios de infecgdo aguda, o hospedeiro tem grandes
dificuldades para desenvolver imunidade protetora contra a malaria.

Estudo realizado por Yoshida & Andersson (1972) sugeriu que
algumas populagdes de células T atuam por meio de mecanismos citotoxicos apos
a interagdo com anticorpos ligados as células alvo. A citotoxicidade mediada por
células T contra hemacias de camundongos infectadas por P. berghei foi
primeiramente observada por Coleman e colaboradores (1975). As hemacias
parasitadas se tornam suscetiveis a aglutinacdo e a opsonizagdo apds a

exposi¢cao de antigenos na superficie da célula parasitada (Brown, 1969).
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A descoberta de que camundongos infectados por P. berghei
irradiados desenvolveram resposta imune protetora influenciou diversos estudos
na tentativa de desenvolvimento de vacinas, tanto em macacos quanto em
humanos. Foram utilizados, entdo, antigenos que passaram por processos de
atenuacgdo no proprio mosquito Anopheles, ou ainda antigenos provenientes de
formas eritrociticas do Plasmodium (Silverman, 1975). Estudo desenvolvido por
Clyde et al. (1973) mostrou que a irradiagdo de mosquitos A. stephensi infectados
por esporozoitas de P. falciparum diminuiu a patogenicidade destes parasitos.
Contudo, a dificuldade na obtencao de grandes quantidades do antigeno limitou o
uso deste método.

A imunizacdo de macacos com hemacias infectadas contendo
esquizontes mortos e com adjuvante completo de Freund foi eficiente contra
algumas cepas de P. knowlesi, porém esta eficiéncia ndo foi observada contra
outras espécies de Plasmodium (Brown, 1969).

A imunidade na malaria é timo-dependente, e os linfécitos podem ser
transferidos para receptores singénicos por meio da transferéncia adotiva. Foi
postulado, entdo, que a resposta imune efetora na malaria é resultado da atuagéao
de células T auxiliares e de anticorpos protetores presentes no soro. As células T,
durante o reconhecimento de antigenos, podem estimular a ativagao de células B
e de macrofagos. Em estudo realizado com camundongos infectados por P.
berghei, a deplegcdo de células T resultou na recrudescéncia da doenga em

poucos dias, mostrando que estas células sdo cruciais para a manutengcdo da
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subpaténcia. Além disso, a afinidade e a efetividade das células T aumentaram
durante a infecgao por P. berghei (Brown et al., 1976).

Ao transferir células do bago e de linfonodos para camundongos
infectados por P. berghei, Stechschulte (1969) observou que houve uma melhora
significativa da doenca. A partir de observagdes semelhantes, como em estudos
envolvendo a deplecdo in vivo de células T, muitos autores sugeriram que o
desenvolvimento da imunidade protetora contra o parasito era dependente da
resposta imune mediada por células. Estudo realizado em camundongos tratados
com soro anti-timécitos e infectados por P. berghei mostrou que os mecanismos
inatos de resisténcia estavam prejudicados, mas nada influenciou na producéo de
anticorpos (Spira et al., 1970). A timectomia neonatal de camundongos infectados
por P. berghei também reduziu a resposta imune protetora, causando o
aparecimento de parasitemias persistentes (Brown et al., 1968; Stechschulte,
1969). Camundongos infectados por P. berghei, apds deplecao de células T e B,
responderam com menos eficiéncia ao parasito do que os camundongos que nao
tiveram suas células depletadas (Gravely & Kreier, 1976).

Muitos estudos sugerem que as células T tém um importante papel
na imunidade contra os parasitos da malaria. Camundongos timectomizados
(Brown et al., 1968; Stechschulte, 1969; McDonald & Phillips, 1978) ou
camundongos nude/nude (Clark & Allison, 1974; Weinbaum et al., 1976) sao mais
suscetiveis ao P. berghei, ao P. yoelli ou ao P. chabaudi do que os camundongos
normais. Clark et al. (1976) sugeriu que os linfocitos T sdo responsaveis pela

liberagao de fatores soluveis que tém atividade antiparasitaria.
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Os linfocitos de individuos infectados por P. falciparum sofrem
proliferagao celular in vitro, durante estimulagdo com antigeno do parasita (Wyler
& Oppenheim, 1974). As células T podem auxiliar na indugdo da sintese de
anticorpos e na produgédo de mediadores soluveis da inflamacao (Wyler & Brown,
1977). Em alguns modelos animais, a imunidade pode ser induzida na auséncia
de anticorpos (Weidanz & Grun, 1983), e, em outros, a imunidade pode ser
transferida por meio de células T purificadas para animais naive (Jayawardena et
al., 1982). Individuos infectados ou aqueles que residem em areas endémicas de
malaria desenvolvem respostas por células T contra os antigenos do parasita
(Wyler & Oppenheim, 1974; Wyler & Brown, 1977; Troye-Blomberg et al., 1983;
Bygbjerg et al., 1985).

Ao cultivar células mononucleares do sangue periférico de individuos
infectados na presenca de eritrocitos infectados por P. falciparum, Sinigaglia et al.
(1985) observaram que houve expanséao clonal de tipos especificos de células T
apos adicdo de mitdégenos na cultura de células, sendo que tanto clones de células
T CD4 quanto os de células T CD8 responderam eficientemente aos antigenos da
malaria. Esses dados corroboram com o estudo realizado por Brown et al. (1976),
o qual sugeriu que linfécitos T CD4 podem atuar como células auxiliares na
producdo de anticorpos por linfocitos B, além de serem necessarios para a
inducgdo da imunidade protetora contra os antigenos do parasito.

O antigeno CD8 ¢ frequentemente encontrado nos linfocitos T
citotéxicos, explicando o efeito dessas células sobre hemacias parasitadas (Allison

& Eugui, 1982; Deans & Cohen, 1983). Todos os clones de células T CD4 e T CD8
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produziram IFN-y apds estimulagdo antigénica, o que sugere que estas células
estdo envolvidas na protecdo contra a malaria, pois o IFN-y pode ativar
macréfagos capazes de eliminar o Plasmodium. Todos os clones responderam
aos antigenos na presenga da célula apresentadora de antigeno apropriada,

mostrando que as respostas foram restritas ao MHC (Sinigaglia et al., 1985).

1.3 RESPOSTA IMUNE NA MALARIA

O ciclo de vida do Plasmodium apresenta varias formas evolutivas, e
em cada fase deste ciclo ocorre expressédo preferencial de um conjunto de
moléculas, as quais participam do estabelecimento da infecgdo. Esta composi¢ao
complexa também apresenta moléculas com propriedades antigénicas que sao
responsaveis pela ativagao da resposta imune do hospedeiro. Portanto, a resposta
imune na malaria é diversificada e estagio-especifica, atuando contra as diferentes
formas evolutivas do parasito. Esta resposta pode ser influenciada por fatores
relacionados ao hospedeiro e pela exposi¢cao ao parasito (Plebanski & Hiil, 2000;
Malaguarnera & Musumeci, 2002; Becker et al., 2004; Langhorne et al., 2008).

O ciclo inicia quando o mosquito inocula os esporozoitos na derme
do hospedeiro intermediario no momento do repasto sanguineo. Esses parasitos
atravessam o endotélio vascular e alcangam o figado em menos de 30 minutos. A
interacao dos esporozoitos com as células que compdem a derme ainda é pouco

compreendida, mas é importante, uma vez que esta interagdo pode influenciar a
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ativacao de células da resposta imune inata e, assim, impedir o estabelecimento
da infeccdo (Blackman, 2004; Stevenson & Riley, 2004).

A imunidade inata na malaria compreende a participagdo das
moléculas do sistema complemento, ativacdo de macréfagos, células NK e NKT.
As moléculas do sistema complemento causam a lise direta do parasito, os
macroéfagos fagocitam os parasitos livres e os eritrocitos parasitados, e os
linfocitos NK e NKT induzem a lise das células parasitadas (Engwerda & Good,
2005). Além destas, também participam as células dendriticas que iniciam a
resposta imune adquirida (Urban et al., 1999; Diallo et al., 2008).

A resposta imune adquirida contra os esporozoitos e os demais
estagios hepaticos é limitada e geralmente ndo impede o desenvolvimento do
estagio eritrocitico. Os esporozoitos, assim como as formas sexuais, possuem
antigenos de superficie pouco imunogénicos e menos polimérficos do que os
antigenos das formas sanguineas, provavelmente porque os esporozoitos sofrem
menor pressao seletiva pelo sistema imune do hospedeiro (Struik & Riley, 2004).
Essa baixa ativagao da resposta imune contra formas do ciclo pré-eritrocitico pode
estar associada a fatores de tolerancia inerentes ao figado ou ao tempo reduzido
que o esporozoito permanece na corrente sanguinea, antes de infectar os
hepatdcitos (Moore et al., 2002).

O desenvolvimento do ciclo hepatico também depende de interagdes
moleculares entre o parasito e o hospedeiro. Os esporozoitos possuem proteinas
que contém dominios de perforinas localizadas em organelas secretérias, como o

micronema. Foi demonstrado que, apds a invasao do parénquima hepatico, o
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esporozoito continua a migrar entre varios hepatocitos até encontrar o ambiente
ideal para a sua reproducédo, onde ocorre a interagdo parasito/hospedeiro que
melhor favorega a diferenciagdo (Mota & Rodriguez, 2004; Bano et al., 2007).

Durante a invasao, inicia-se a formagao do vacuolo parasitéforo.
Nesse momento, sdo expressas varias proteinas na membrana desse vacuolo, as
quais podem contribuir para a evasdo da resposta imune. Apdés a invasao, o
esporozoito se diferencia em trofozoito hepatico, que, por sua vez, se desenvolve
em esquizonte hepatico. Nesta etapa do ciclo, o parasito realiza reprodugao
assexuada por esquizogonia. Os esquizontes hepaticos se rompem e podem
liberar até 40.000 merozoitos para a circulagdo, levando ao aumento da carga
parasitaria, que dara inicio ao ciclo sanguineo (Mota & Rodriguez, 2004,
Langhorne et al., 2008).

Varias moléculas que participam do processo de invasao foram
identificadas nas organelas do complexo apical, o qual caracteriza os parasitas do
filo Apicomplexa. Este complexo € formado pelas organelas roptrias, micronemas
e granulos densos (Blackman, 2004). Entre as proteinas secretadas pelo
complexo apical estdo a proteina circunsporozoita (CS) e a proteina relacionada a
trombospondina (TRAP).

No inicio da infec¢do, os anticorpos podem desencadear resposta
imune contra os esporozoitos ao reconhecerem a proteina circunsporozoita (CS),
localizada na superficie do parasito, e impedir a invasao dos hepatocitos. Porém,

essa resposta geralmente nao é suficientemente rapida para impedir esta invasao,
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e 0s esporozoitos alcangam o figado em poucos minutos (Ferreira & Ribeiro,
2000; Moore et al., 2002).

Outro estudo mostrou que a imunizagdo com peptideos sintéticos
derivados da CS de P. vivax induziu a produgao de anticorpos, sendo que 0s
titulos foram maiores em individuos imunizados, quando comparados com
individuos residentes em areas endémicas. Esta imunizagdo também foi capaz de
induzir respostas mediadas por células T, com produgdo de IFN-y. Este estudo
confirmou que os peptideos derivados da CS sdo imunogénicos e candidatos a
compor preparagdes vacinais (Herrera et al., 2005).

Durante a fase hepatica, a resposta imune é predominantemente
celular. A reducdo da densidade parasitaria nesse estagio depende da ativagao
dos linfocitos T CD8", além de linfocitos T CD4" capazes de polarizar a resposta
para Th1 no inicio da infecc&o e direcionar a resposta para Th2 durante o curso da
infeccdo (Taylor-Robinson et al., 1993; Winkler et al., 1998; Greenwood et al.,
2008).

Os hepatdcitos infectados se rompem e liberam, na corrente
sanguinea, vesiculas denominadas de merossomas contendo agregados de
merozoitas em seu interior. Os merozoitas rompem 0s merossomas e invadem
rapidamente os eritrécitos, representando um importante mecanismo de evaséao
da resposta imune humoral, pois a exposicdo dos parasitos aos anticorpos € de
curta duracéo (Greenwood et al., 2008). A invasao celular € mediada por proteinas

de superficie e por proteinas liberadas pelo complexo apical (Sinnis & Sim, 1997,
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Bannister et al., 2000). A invasao dos eritrécitos pelos merozoitos € um processo
complexo, composto pelas seguintes etapas: reconhecimento por proteinas de
superficie, reorientagcdo apical, formacdo da juncgéo irreversivel e do vacuolo
parasitoforo, além das modificagdes do citoesqueleto da célula hospedeira
(O’Donnell & Blackman, 2005).

Na primeira etapa do processo de invasdo, as principais proteinas
envolvidas sdo da familia das Proteinas de Superficie do Merozoito (MSP). A
MSP1, componente dessa familia, tem uma fungdo essencial no processo de
invasao do eritrécito. Por ter fungdo extremamente importante no desenvolvimento
da infecgdo pelo Plasmodium, a MSP1 é conservada e bastante imunogénica,
sendo um excelente candidato a componente vacinal (Goel et al., 2003; Gaur et
al., 2004; Richards & Beeson, 2009). Apds esse contato inicial, a jungdo é
estabilizada e ocorre aumento na eletrondensidade desta regido de contato entre
o eritrocito e o merozoito. Nesta etapa, a principal molécula envolvida é o
Antigeno-1 da Membrana Apical (AMA1) (O’'Donnell & Blackman, 2005). Outras
moléculas que participam da invasao das células vermelhas pelo P. vivax séo a
Proteina Ligante de Duffy e a Proteina Ligante de Reticuldcito (Galinski &
Barnwell, 2008). Apds esta etapa, os merozoitos se diferenciam em trofozoitos,
que evoluem posteriormente para esquizontes (O’Donnell & Blackman, 2005).

A resposta imune contra os parasitos da fase sanguinea é
relacionada com a producdo de anticorpos, porque o eritrocito ndo apresenta
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), necessarias

para a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T. Entretanto, parasitos livres
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podem entrar em contato com células apresentadoras de antigenos,
principalmente no baco, e iniciar uma resposta imune celular mediada por
linfocitos T CD4”, responsaveis pela secregdo de citocinas (Ndungu et al., 2005).

A resposta imune contra as formas sanguineas € de grande
importancia, pois esta fase do ciclo de vida do Plasmodium é responsavel pelos
sintomas clinicos da doenca. Esta resposta imune €& predominantemente
dependente dos mecanismos da imunidade humoral, embora outros mecanismos
protetores também tenham sido descritos, incluindo imunidade inata, producéo de
citocinas e a proliferagao de células T (Plebanski & Hill, 2000; Garraud et al., 2003;
Moorthy et al., 2004; Langhorne et al., 2008).

Um importante mecanismo para a aquisicdo de resposta imune
celular protetora € o desenvolvimento de células T CD4" e CD8" de memoria.
Células T virgens que expressam receptores de superficie CD45RA, ligante de
CD62 (CD62L) e CCR7 sao sequestradas nos orgaos linféides secundarios, nos
quais serao ativadas, sofrerdo proliferacdo e diferenciagdo, apds apresentacao
dos antigenos pelas células dendriticas. Uma vez ativadas, as células T podem
tanto produzir IFN-y quanto participar da resposta imune por meio de mecanismos
citotoxicos. Apos a eliminagdo do parasito, cerca de 5 a 10% das células
permanecem como células T de memodria, as quais atuam durante a fase de
defesa primaria do hospedeiro (Keating et al., 2005). A magnitude das respostas

por células T produtoras de IFN-y é amplamente utilizada para identificar
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componentes vacinais imunogénicos, entretanto estas respostas geralmente

diminuem ou desaparecem dentro de algumas semanas (Keating et al., 2005).

1.4 PARTICIPAGCAO DAS CITOCINAS NA RESPOSTA IMUNE NA MALARIA

1.4.1 Resposta imune celular

As células T CD4" estdo envolvidas na indugdo da resposta imune
contra as formas do estagio sanguineo, enquanto que as células T CD8" atuam
por meio de mecanismos de citotoxicidade contra os estagios hepaticos do
parasito (Torre et al., 2002). No processo de regulagdo dessa resposta, as
citocinas podem inibir a ativacao e a proliferacdo dos linfocitos e induzir linfécitos T
reguladores (Perry et al., 2004; Ndungu et al., 2005).

Em 1992, Rodrigues e colaboradores confirmaram a participagao de
linfocitos T CD8" na malaria, em experimentos realizados em camundongos
BALB/c imunizados com esporozoitos irradiados de P. yoelii. Essa subpopulagéo
de linfécitos apresentou intensa atividade litica, capacidade de degradacao de
DNA em presenca de peptideos de Plasmodium, além de intensa producéo in vitro
de BLT-esterase, IFN-y e TNF-a (Rodrigues et al., 2003).

A imunizacdo de voluntarios com esporozoitos irradiados de
P. falciparum conferiu imunidade estéril e induziu ativagdo de linfocitos T CD4*, T
CD8" e anticorpos especificos contra a CS (Nardin & Nussenzweig, 1993; Hoffman

et al., 2002). No entanto, observou-se que a exposi¢ao natural ao P. falciparum
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nao confere imunidade estéril como observado nos ensaios de imunizagcdo com
esporozoitos irradiados. Essa diferenga ocorre, provavelmente, porque a
irradiagao reduz a capacidade de evasao do parasito, permitindo a sua exposi¢cao
ao sistema imune do hospedeiro por periodos mais longos, bem como a maior
ativacao das células em ensaios experimentais (Rodrigues et al., 2003).

Em humanos, a resposta de linfocitos T CD8" aos epitopos da fase
hepatica de P. falciparum, e mais recentemente de P. vivax, tem sido descrita em
individuos expostos a malaria. Estes estudos mostraram a participacdo das
moléculas de MHC de classe | na apresentacéo de antigenos da fase hepatica de
P. vivax aos linfocitos T CD8" (Arévalo-Herrera et al., 2002). Estas moléculas
ativam os linfocitos T CD8" especificos, que sdo capazes de promover lise dos
hepatdcitos infectados (Gonzalez et al., 2000; Jobe et al., 2009).

Os linfécitos T CD4" também participam da resposta imune
adaptativa contra a malaria. Em camundongos infectados com P. chabaudi,
verificou-se a participacdo dos linfécitos T CD4" na imunidade protetora contra o
estagio eritrocitico. Foi demonstrado que as subpopulagdes Th1 e Th2 exercem
protecdo contra a malaria por meio de diferentes mecanismos. No inicio da
infeccdo, as células Th1 secretam IFN-y que favorece a produgéo de éxido nitrico
(NO) por macréfagos, enquanto que as células Th2 favorecem a produgao de
anticorpos 1gG1. Na fase inicial da infecgéo, os linfocitos T CD4" participam da
reducdo da densidade parasitaria, sendo que, durante o curso da infeccéo, a

proporcao de células Th2 aumenta, favorecendo o desenvolvimento da imunidade
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mediada por anticorpos e, consequentemente, a redugdo da parasitemia e a
resolugéo da infecgao patente (Taylor-Robinson et al., 1993; Fonseca et al., 2007).

A vacinacgao de individuos adultos com a preparacado RTS,S/SBAS2,
que inclui a proteina recombinante contendo a regido C-terminal da CS, induziu
resposta imune protetora apdés desafio com P. falciparum. A RTS,S/SBAS2
estimulou linfocitos T CD4" produtores de IFN-y. Dessa forma, os mecanismos
protetores estimulados pela vacina podem proteger contra a malaria através da
ativacdo de células T CD4", polarizando a resposta para Th1 e auxiliando na
redugdo e/ou eliminagdo da parasitemia (Lalvani et al., 1999; Heppner et al.,
2005). Pinder e colaboradores (2004) verificaram que essa resposta esta
associada a altos niveis de proliferac&o celular.

Dentre as citocinas produzidas por macrofagos, linfocitos T ativados,
células de Kupffer, células NK e células endoteliais, as principais citocinas
envolvidas na resposta imune celular na malaria sdo o Fator de Necrose Tumoral
(TNF-a), Interferon-y (IFN-y), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina 12 (IL-12). Estas
citocinas participam da inibicdo do desenvolvimento do estagio hepatico, sendo
que a participacdo do TNF-a € a melhor caracterizada (Figura 1). A cascata
inflamatéria pode ser regulada por diversos mecanismos, entre o0s quais 0
bloqueio de moléculas capazes de estimular a produgcdo de citocinas pré-
inflamatdrias, como o TNF-a (Artavanis-Tsakonas et al., 2003). Também tem sido

analisada a participagao de citocinas imunorreguladoras, como a Interleucina-10
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(IL-10) e Fator de Crescimento e Transformacédo - 3 (TGF-B) (Ferreira & Ribeiro,

2000; Jason et al., 2001).
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Figura 1: Resposta imune na malaria: A célula dendritica (CD) processa e apresenta os
epitopos do parasita. A produgado de IL-12 pela CD ativa células NK, as quais produzem
IFN-y e induzem a diferenciagéo de linfécito T CD4". A expans&o clonal dos linfocitos T
especificos induz a ativagdo de NK, CD e macréfagos, amplificando a resposta imune
adaptativa. Os macréfagos secretam NO e TNF. A ativacdo de linfocitos B especificos
estimula a produgado de anticorpos IgG. A regulagdo negativa da resposta imune inata e
adaptativa envolve a participagao das citocinas IL-10 e TGF-.

Fonte: Adaptado de STEVENSON & RILEY, 2004.

Varias citocinas produzidas por linfécitos T ativados, mondcitos,
células de Kupffer, células NK e células endoteliais s&do capazes de inibir o

desenvolvimento do estagio hepatico, sendo que as principais citocinas envolvidas
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nesta fase sao IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a (Ferreira & Ribeiro, 2000; Jason et
al., 2001; Clark et al., 2006).

Estudo realizado com células mononucleares de sangue periférico
de neonatos, com maes positivas para malaria ou com placenta positiva,
estimuladas com antigeno bruto de P. falciparum, mostrou que a resposta do tipo
Th2 foi predominante. Esta resposta foi avaliada pela propor¢ao de células
produtoras de IFN-y em relagao as células produtoras de IL-4 (Achidi et al., 2005).
Existem algumas hipoteses para explicar a polarizagao da resposta imune para
Th2 na malaria. Foi proposto que essa polarizacdo pode refletir o potencial de
evasao do parasita, ou pode estar associada a imunidade parcial desenvolvida por
individuos de area endémica, devido a exposi¢cdo frequente aos antigenos do
parasito. Essa resposta também pode estar associada a ativagao de linfécitos T
CD4" que podem produzir outras citocinas ligadas a ativagdo da capacidade
citotoxica dos linfocitos T CD8”, envolvidos na resposta imune contra as formas
hepaticas (Perkmann et al., 2005).

Em individuos infectados por P. vivax ou por P. falciparum que foram
submetidos a tratamento com drogas antimalaricas, observou-se rapida
diminuicdo de citocinas Th2 e aumento concomitante da expressao de citocinas
Th1, estas Uultimas necessarias para a eliminacdo do parasito intracelular
(Perkmann et al., 2005).

As células T reguladoras atuam na manutengdo da auto-tolerancia

imunolégica, bem como no controle das respostas imunes aos patdgenos,
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microbios comensais e antigenos. Essas células atuam diretamente ou secretam
citocinas antiinflamataérias, tais como a IL-10 e o TGF-B. As células T reguladoras
tém um papel importante na infeccdo causada por P. falciparum, principalmente
em casos de malaria cerebral. Estudo mostrou que em camundongos desprovidos
de células T reguladoras e infectados por P. berghei houve elevagdo do numero
de células TCD4" e TCD8" (Amante et al., 2007). Células T reguladoras parecem
estar associadas com quadros mais graves de infeccbes causadas por P. yoelii

em camundongos BALB/c (Chen et al., 2009).

1.4.2 Participacao das citocinas Interleucina-12, Interferon-y, Interleucina-4 e

Interleucina-10 na malaria

Na resposta imune contra o Plasmodium, as principais atividades
biolégicas da IL-12 estdo relacionadas ao aumento da atividade citotoxica das
células NK, proliferagdo de células NK e células T, e producao de IFN-y por estes
tipos celulares. A IL-12 é o componente da resposta imune inicial capaz de ligar a
resposta imune inata a imunidade adquirida, e esta citocina pré-inflamatoria inicia
o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 (Su & Stevenson, 2001;
Ong’echa et al., 2007).

A protecdo induzida por IL-12 contra o parasito da malaria,
observada em modelos animais, esta relacionada com a atividade que esta
citocina tem de aumentar a diferenciacdo de células T CD4" em células Th1,

promovendo uma maior secregdo de IFN-y. Os mondcitos sao estimulados pelo
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IFN-y a secretarem TNF-a, o qual promove a formagao de radicais livres toxicos,
como o oxido nitrico (Perkins et al., 2000). A producéo de IL-12 por macrofagos
ativados é suprimida na presenca de IL-4 e IL-10, entretanto as fungdes Th2-
dependentes, tais como a produgéo de IL-4, IL-10 e IgE, sdo suprimidas pela IL-12
(Keller et al., 2006). A producéo de citocinas pré-inflamatorias, como a IL-12, esta
relacionada a reducao da parasitemia (Artavanis-Tsakonas et al., 2003; Ndungu et
al., 2005).

Existem evidéncias de que a imunidade protetora na malaria seja
mediada pela ativagdo de citocinas do tipo Th1, tais como IFN-y, IL-12, TNF-a e
IL-18. As citocinas IL-12 e IFN-y induzem uma resposta imune do tipo Th1 em
individuos infectados por P. falciparum, participando efetivamente na defesa do
hospedeiro. Além disso, a IL-18 e a IL-12 atuam em sinergismo na ativagédo de
células NK, células B e T (Torre et al., 2002; Perkmann et al., 2005).

Em um estudo no qual foi determinada a quantidade de citocinas
intracelulares produzidas por células T CD4", observou-se que os niveis de IL-4
estavam elevados durante a fase aguda da malaria causada por P. falciparum,
enquanto que esses niveis decresciam a medida que havia uma reducdo da
parasitemia. No momento em que ha diminuicdo dos niveis de IL-4, ocorre a
inibicdo das células Th2, que podem prevenir a recrudescéncia da malaria.
Entretanto, as evidéncias ainda sdo pouco consistentes no sentido de mostrar
clara associagéo entre os niveis de IL-4 e a reducdo da parasitemia em infec¢des

malaricas, pois tais evidéncias foram observadas num estudo feito in vitro, no qual
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houve uma supressao da atividade dos macrofagos anti-P. falciparum (Winkler et
al., 1998; Alam et al. 2008).

A Interleucina-4 tem sido associada com o controle e a eliminagéo do
Plasmodium em infecgdes subpatentes, pois os linfocitos B ativados por esta
citocina sao responsaveis pela producédo de anticorpos contra o parasita (Siddiqui
et al., 2007). Todavia, existem estudos realizados com camundongos deficientes
de IL-4, os quais conseguiram controlar a infec¢cdo primaria por P. chabaudi,
embora a parasitemia recrudescente tenha sido bastante elevada. A IL-4 também
tem sido associada com a mudancga de classe para os isotipos 1gG1 e IgE (Von
Der Weid et al., 1994, Petritus & Burns, 2008).

O interferon-y (IFN-y) € uma citocina pro-inflamatoria produzida pelas
células T CD8", T CD4" do tipo Th1, células NK e linfécitos Tyd. Na malaria, o IFN-
vy tem acao antiparasitaria direta e, em sinergismo com o TNF-a, capaz de induzir
a producdo do o6xido nitrico (NO) e radicais livres. A agdo do IFN-y, assim como
das demais citocinas pro-inflamatérias, deve ser controlada para que ocorra
producdo em nivel adequado e, consequentemente, a eliminagdo da infeccado com
poucos danos para o hospedeiro (Artavanis-Tsakonas & Riley, 2002).

Camundongos tratados in vivo com anticorpos anti-IFN-y e
desafiados com P. yoelii apresentaram alta mortalidade, mostrando que a
produgdo de IFN-y no inicio da infecgdo pode conferir resisténcia ao parasita

(Angulo & Fresno, 2002). Tem sido descrito que o IFN-y induz a participagao tanto

da IL-12 quanto da IL-18 e, em contrapartida, a produgcao de IFN-y mediada por
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células NK é altamente dependente de IL-12 e parece ser parcialmente
dependente de IL-18. A produgéo de IFN-y esta relacionada com a maior protegcéo
da maioria dos modelos animais expostos ao parasito, visto que esta citocina tem
a capacidade de ativar macrofagos, os quais produzem reativos de oxigénio e
intermediarios de nitrogénio, substancias toxicas necessarias para a eliminagao
dos estagios sanguineos dos parasitas da malaria. O IFN-y inicia a resposta imune
celular, contribuindo para a eliminagdo de patdgenos intracelulares (Torre et al.,
2002).

Varios estudos mostraram que a resposta Th1 é importante para a
eliminagdo do P. falciparum. Criangas ndao imunes infectadas por P. falciparum
apresentaram baixos niveis de IFN-y e IL-12 e mesmo apds a estimulagéo in vitro
ndo foi possivel aumentar os niveis destas citocinas. Outros estudos
demonstraram que, em pacientes com malaria ndo grave, houve produgao de IFN-
vy em resposta aos antigenos do parasita, enquanto que na malaria grave nao foi
observada a producdo desta citocina (Angulo & Fresno, 2002; Newman et al.,
2006).

O IFN-y tem um importante papel na ativacdo das células
apresentadoras de antigeno e na expressao das moléculas de MHC de classe | e
Il, favorecendo a apresentagdo de antigenos do parasito. O IFN-y esta
intimamente relacionado com a indugdo de mecanismos efetores antiparasitarios e

também atua na imunidade protetora contra os estagios sanguineos da malaria,
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além de eliminar diretamente o parasito no interior do hepatécito (John et al.,
2004).

Tanto o IFN-y quanto a IL-10 sdo componentes importantes na
regulacao das respostas imunes do tipo Th1, porém a IL-10 é responsavel pela
diminuicdo da sintese de IFN-y. Existem evidéncias de que a auséncia de IFN-y e
a presenca de IL-10 medeiam a inibicao da resposta Th1 em neonatos cujas maes
tiveram malaria (Brustoski et al., 2005).

A IL-10 é uma citocina antiinflamatoéria produzida tardiamente por
células Th2, células T CD8", mondcitos e células B ativadas. Em processos
infecciosos causados por P. falciparum, ocorre um aumento na produgao de IL-10
quando a parasitemia esta elevada (Nussenblatt et al., 2001). Em virtude da sua
capacidade de inibir a produgdo de citocinas por linfécitos T ativados, a IL-10
regula a produgao de importantes citocinas, como IFN-y e IL-12 (Prakash et al.,
2006).

Estudos em camundongos mostraram que a deficiéncia de IL-10 em
animais infectados por P. chabaudi aumentou a mortalidade nestes animais.
Também foi observado que esses animais desenvolveram hipoglicemia, anemia
severa e houve aumento na concentragao de IFN-y e TNF-a, quando comparados
com os nao deficientes de IL-10 (Sanni et al., 2004). Estudo realizado com
criancas africanas anémicas e com alta parasitemia por P. falciparum demonstrou
que os niveis de IL-12 diminuiram e que os niveis de IL-10 e TNF-o estavam

aumentados, porém constatou-se que apenas a IL-10 foi capaz de suprimir a
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producdo de IL-12. A presenca de IL-10 também atua prevenindo os danos
teciduais desencadeados pela inflamacéo, devido a participagédo dos macrofagos
na malaria cerebral (Malaguarnera & Musumeci, 2002).

Os mondcitos séo as fontes primarias da producéo de IL-10 durante
a resposta imune inata e possuem mecanismos que auxiliam na inibicdo da
producgao de IL-12 (Keller et al., 2006). A presenca de IL-10 suprime a geragéo de
uma resposta do tipo Th1 por meio da inibicdo da expressdo de MHC de classe | e
[I, diminuindo a participagdo das células apresentadoras de antigeno (Brustoski et
al., 2005). Todavia, as citocinas IL-4 e IL-10, envolvidas na resposta Th2,

provavelmente ndo atuam durante a fase aguda da doenca (Torre et al., 2002).

1.4.3 Participagao das citocinas na malaria causada por Plasmodium vivax

Na malaria causada por P. vivax, os niveis séricos do TNF-a
estavam aumentados no inicio do tratamento do individuo infectado, em
comparagcdo com a concentragao detectada apos o tratamento. Este estudo foi
realizado em individuos primoinfectados, residentes no estado do Para, e mostrou
que nao houve associagao entre a concentracdo desta citocina e a densidade
parasitaria, mas houve associacdo entre os quadros febris e os niveis de TNF-a
(Silva, 2002). A secrecao de citocinas inflamatérias também foi associada com a
liberagdo de glicosilfosfatidilinositol derivada do parasita, estimulando a liberagao

de TNF-qa, IL-1 e IL-6 de mondcitos e macrofagos (Karunaweera et al., 2007).
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Estudo realizado na Turquia mostrou que a densidade parasitaria
elevada esta associada com niveis aumentados de IL-10 e IL-12 na malaria
causada por P. vivax. Individuos com alta densidade parasitaria apresentavam
niveis significativamente maiores de IL-1B e de IL-10 do que individuos né&o
infectados. Niveis elevados de IL-6 e IL-10 também estdo relacionados com
quadros febris. Além disso, foi observada uma correlagédo positiva entre a idade e
a producéo de IL-8, mas nao houve correlagdo com a IL-18, IL-2, IL-4, IL6, IL-10 e
IL-12. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que a severidade pode estar
relacionada ao padrao de citocinas produzidas (Zeyrek et al., 2006).

Fernandes e colaboradores (2008) analisaram a produgdo de
citocinas em individuos que residem na regido Amazénica infectados por P. vivax
ou por P. falciparum. Individuos infectados por P. vivax ou por P. falciparum
apresentaram niveis séricos elevados de TNF-a, IFN-y, MIF e MCP-1, quando
comparados com o grupo controle. Concentragbes séricas elevadas de TNF-a,
IFN-y, MIF (Fator inibidor de migragdo), e MCP-1 (Proteina-1 quimiotatica de
mondcitos) foram detectadas tanto em individuos infectados por P. vivax como por
P. falciparum. Entretanto, os niveis séricos de IL-10 estavam aumentados em
individuos infectados por P. vivax, mas nao naqueles infectados por P. falciparum.
Também foi mostrado que individuos anémicos infectados por P. falciparum
apresentaram niveis elevados de IL-12 e |IL-10, enquanto que os individuos nao-
anémicos infectados por P. falciparum apresentaram niveis elevados de TNF-a.

Foi mostrada correlagao positiva entre as concentragdes séricas de MCP-1 e a
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densidade parasitaria em individuos infectados por P. vivax ou por P. falciparum.
Também foi observada correlagao positiva entre os niveis de IL-12 e a densidade
parasitaria em individuos infectados por P. vivax, mas nao naqueles infectados por
P. falciparum.

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de individuos
infectados por P. vivax foram cultivadas in vitro com o antigeno rico em triptofano
(PvTRAg) recombinante para a deteccdo de citocinas no sobrenadante. Os
resultados mostraram que CMSP de individuos infectados por P. vivax produziram
niveis significativamente maiores de citocinas do perfil Th1 (TNF-a, IFN-y e IL-12)
e do perfil Th2 (IL-4 e IL-10) do que CMSP de individuos do grupo controle, apos
estimulo com o antigeno recombinante (Alam et al., 2008).

Niveis séricos de TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-1, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12
foram detectados em individuos infectados por P. vivax com disfungcédo hepatica ou
nao. Niveis significativamente maiores de IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a. e IFN-y
foram observados em individuos infectados por P. vivax com disfungcao hepatica,
quando comparados com aqueles infectados por P. vivax sem disfuncdo hepatica.
Porém, niveis significativamente elevados de IL-12 foram detectados em
individuos infectados sem disfungdo hepatica, em comparagdo com aqueles com

disfuncéo hepatica (Yeom et al., 2003).
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1.5 POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IFN-y

O IFN-y humano é codificado por um unico gene contendo quatro
éxons e trés introns, localizado na regido 12g24.1 do cromossomo 12, em cdpia
unica (Trent et al., 1982). Polimorfismos nesse gene tém sido associados com a
suscetibilidade em diversas doengas (Cabantous et al., 2005; Kalami-Sarvestani et
al., 2006; Pacheco et al., 2008).

O promotor e as regides intrbnicas provavelmente interagem na
sinalizacdo extracelular, resultando na ativagcado do fator de transcricdo NF«B, o
que promove a transcrigdo do IFNG. O principal polimorfismo no gene que codifica
o IFN-y (polimorfismo IFNG +874T/A) esta localizado no seu primeiro intron, na
posicao +874, e pode influenciar na producao de IFN-y. Analises sobre a fungao
biolégica do polimorfismo +874T/A sugeriram que individuos portadores do alelo
T, selvagem, produzem quantidades normais de IFN-y, enquanto que os
portadores do alelo A, mutante, produzem niveis diminuidos desta citocina, o que
pode explicar a frequente associagcdo deste alelo com a suscetibilidade observada
em varias doencgas (Matos et al., 2007).

Em estudo realizado no Rio de Janeiro, Brasil, foi observada
frequéncia similar do gendétipo TT tanto em individuos com leishmaniose cutanea
ou com leishmaniose mucosa, quando comparada com a observada na populagao
controle. Nao houve associacédo do polimorfismo IFNG+874 com desenvolvimento

da leishmaniose ou com a progressao para formas mais graves da doenga. Como



40

esperado, os individuos com leishmaniose cutanea que apresentaram o gendtipo
AA produziram quantidades significativamente menores de IFN-y quando
comparados com aqueles que apresentaram os genoétipos AT ou TT. Porém, em
individuos com leishmaniose mucosa, nao houve diferenga na produgédo de IFN-y
quando os gendtipos foram comparados. Assim, o polimorfismo IFNG+874 pode
influenciar a produgdo do IFN-y durante a leishmaniose cutanea, embora nao
previna o desenvolvimento da doenga (Matos et al., 2007).

Em estudo realizado em individuos iranianos infectados por
leishmaniose cutédnea, houve uma frequéncia significativamente maior do alelo T
na populacgao controle do que em individuos com leishmaniose cutanea crénica, o
que sugere que o desenvolvimento de leishmaniose cutanea cronica €&, pelo
menos em parte, influenciado pela produgcdo diminuida de IFN-y, que é
determinada pela substituicdo do alelo T para o alelo A, na posi¢ao +874, no gene
que codifica o IFN-y (Kalami-Sarvestani et al., 2006).

Outros polimorfismos também foram descritos para o gene do IFN-y.
A mudanca de G para T, na posig¢ao -183, na regido promotora do gene do IFN-y,
cria um sitio de ligagdo para o fator de transcricdo nuclear, responsavel pelo
aumento da transcricdo do gene que codifica o IFN-y. Estudo realizado em
criancas que residem em Bamako, Mali, mostrou que o alelo IFNG-183T esta
associado com o menor risco de desenvolvimento da malaria cerebral causada por
P. falciparum. O gendtipo IFNG-183G/T também foi associado com o menor risco

de desenvolver malaria cerebral (Cabantous et al., 2005).
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O primeiro intron do IFNG contém regides repetidas em tandem
(CA),, formando 9 alelos diferentes. Os alelos (CA)12 e (CA)3 estdo associados
com a produgdo aumentada e diminuida de IFN-y, respectivamente. Sete alelos
(CA)n - (CA)12 a (CA)1s - foram associados com o risco de desenvolvimento de
malaria cerebral. Individuos com o gendtipo (CA)14/(CA)14 tiveram 70% menos
chance de progredir para a malaria cerebral. Apos a analise dos haplétipos, ao
combinar os polimorfismos IFNG(CA), com os polimorfismos IFNG-183G/T, foi
observado que o hapldétipo IFNG-183T-(CA)14 esta associado com a protecdo
contra a malaria cerebral (Cabantous et al., 2005).

Polimorfismos na regidao promotora do gene que codifica o receptor 1
de IFN-y também foram relacionados com a suscetibilidade a malaria cerebral em
criangas que residem em Gambia. Individuos pertencentes ao grupo étnico
Mandinka que foram heterozigotos para o polimorfismo na posigao -56 da regiao
promotora do gene do receptor 1 de IFN-y apresentaram menor chance de
desenvolver malaria cerebral. Além disso, quando a populacéo geral foi analisada,
o alelo IFNGR1-470delTT foi associado com a maior protecdo contra a malaria

severa (Koch et al., 2002).

1.6 POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IL-10

O gene que codifica a IL-10 esta localizado no cromossomo 1931-32,

e contém uma regido promotora com pelo menos 5kb, onde foram descritos mais
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de 27 polimorfismos. Polimorfismos na regidao promotora de IL-10 formam
gendtipos e/ou haplétipos que estdo relacionados com a produgdo de niveis
aumentados ou diminuidos desta citocina (Giordani et al., 2003).

Polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10 s&o estudados
com frequéncia, principalmente os localizados nas posi¢cdes -1082, -819 e -592.
Um exemplo claro da participagao desses polimorfismos foi mostrado por Koss et
al. (2000), ao ser verificado que o haplétipo 1L10-1082A/IL10-819T/IL10-592A esta
envolvido com a baixa produgao de IL-10 na doenca inflamatdria do intestino.

Visto que a patogénese de doengas infecciosas poligénicas, tais
como a malaria, é condicionada pela variabilidade genética nas regides
promotoras e/ou codificantes de genes que originam citocinas pro- e anti-
inflamatérias, um melhor entendimento da doencga pode ser obtido por meio da
identificacdo de polimorfismos nesses genes criticos, capazes de mediar o
desenvolvimento e o curso clinico da doenga (Ouma et al., 2008).

Aproximadamente trés quartos da variabilidade interindividual nos
niveis produzidos de IL-10 humana foram atribuidos a variacdo polimérfica
encontrada no gene que codifica a IL-10 (Lazarus et al., 2002). Um polimorfismo
na posigao -1082, dentro da regido promotora do gene que codifica a IL-10, &
responsavel pela producédo diminuida de IL-10. Este polimorfismo & caracterizado
pela substituicdo de guanina (G) por adenina (A) na posi¢cado -1082, formando os
gendtipos -1082 GG (responsavel pela produgédo de IL-10 em niveis normais), -
1082 GA (producédo de IL-10 em niveis intermediarios) e -1082 AA (produgao

diminuida de IL-10) (Turner et al., 1997).
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Varios estudos envolvendo a associacdo entre polimorfismos no
gene que codifica a IL-10 e a patogénese aumentada em algumas doencgas
infecciosas foram realizados. O alelo 1L10-1082A foi associado com a ocorréncia
de retinocoroidite toxoplasmica em individuos que residem em Minas Gerais,
Brasil. Além disso, sugeriu-se que o gendtipo AG também pode estar associado
com a retinocoroidite toxoplasmica (Cordeiro et al., 2008).

Polimorfismos em outras posi¢cdes na regido promotora do gene de
IL-10 também foram estudados. Foi observado que o polimorfismo na posigao -
819 da regiao promotora do gene que codifica a IL-10 altera a produgéo de IL-10.
Em estudo realizado na Bahia, Brasil, em individuos infectados por Leishmania
braziliensis, aqueles que apresentaram o gendétipo IL10-819C/C produziram niveis
elevados de IL-10 em relagao aos individuos que apresentaram os genétipos IL10-
819C/T e T/T (Salhi et al., 2008).

Polimorfismos nas posigoes -1082 (IL10-1082) e -592 (IL10-592) da
regiao promotora do gene de IL-10 n&o apresentaram associagcdo com a
suscetibilidade a infecgado por P. falciparum em uma populacdo da Tanzania
(Carpenter et al., 2009).

Carpenter e colaboradores (2007) mostraram, ao estudar uma
populagdo da Tanzéania, que existem evidéncias fracas de que o alelo IL10-592A
esta associado com a maior producéo de IgE total em individuos infectados por P.
falciparum. Também foi mostrada associagéo negativa entre o alelo IL10-1082A e

a produgao de anticorpos 1gG4 anti-P. falciparum. O haplétipo IL10-1082A/IL10-
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592A também foi associado negativamente com a produgdo de I1gG4 e IgE
especifica.

Algumas variantes (-1082A/G, -819T/C e -592A/C) na regido
promotora do gene de IL-10 foram relacionadas com os niveis séricos de algumas
citocinas (IL-10, TNF-a, IL-6 e IL-12) e com o desenvolvimento da anemia severa
em criangas quenianas que residem em area de transmissao holoendémica de P.
falciparum. As analises sugeriram que o haplétipo -1082G/-819C/-592C (GCC) é
um dos fatores que auxiliam na protecdo contra o desenvolvimento de anemia
severa e é responsavel pela producdo aumentada de IL-10. Embora nenhum outro
haplétipo tenha sido associado com a suscetibilidade a anemia severa, individuos
com o haplétipo -1082A/-819T/-592A (ATA) tiveram maior risco de desenvolver
anemia severa e produziram quantidades pequenas de IL-10. Ratificando esses
resultados, a presenca do haplétipo GCC foi associada com niveis elevados de
hemoglobina, quando comparado com os haplétipos ndo-GCC, enquanto que o
haplétipo ATA foi associado com niveis reduzidos de hemoglobina. Resultados
adicionais revelaram que a taxa de IL-10:TFN-a foi maior no grupo de individuos
com o haplétipo GCC e menor no grupo com o haplétipo ATA, enquanto que a
taxa de IL-10:IL-12 foi maior neste ultimo grupo. Esses dados mostram que os
diferentes haplotipos da regido promotora do gene de IL-10 s&o condicionantes
para o desenvolvimento da anemia severa e alteram os niveis séricos das
citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a. Acredita-se, portanto, que criangas infectadas por

P. falciparum que apresentam o haplétipo GCC produzem quantidades maiores de
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IL-10, as quais podem regular a produgcdo de TNF-a, protegendo-as contra o
desenvolvimento de anemia severa. Criancas com o haplétipo ATA, entretanto,
produzem niveis reduzidos de IL-10, o que permite a maior expressao de TFN-a,
tornando-as mais suscetiveis a anemia severa (Ouma et al., 2008).

Os estudos acerca da participacao das citocinas antiinflamatérias na
malaria sdo de grande relevancia para a compreensdo dos mecanismos da
imunidade e da fisiopatologia da doenga. A compreensdo desta imunorregulagao
podera auxiliar na compreensao dos mecanimos efetores e reguladores na malaria
e no desenvolvimento de intervengdes estratégicas, como as vacinas (Plebanski &
Hill, 2000; Garraud et al., 2003; Moorthy et al., 2004; Richards & Beeson, 2009).

Os resultados obtidos nesse estudo visam analisar a participagéo
das citocinas nos mecanismos imunolégicos na malaria e relacionar com o
controle da parasitemia em individuos expostos naturalmente a malaria causada
por P. vivax. A identificacdo de polimorfismos em genes que codificam citocinas
que participam da resposta imune contra o P. vivax é essencial para determinar se
0s genotipos identificados podem influenciar nas concentragbes das citocinas, as
quais podem atuar na ativacéo e regulagao da resposta imune.

No estado Para, esta caracterizagéo ainda nao foi realizada e devera
fornecer informagdes relevantes para os estudos que tém como objetivo a
compreensao dos mecanismos da resposta imune, visando o desenvolvimento de
vacina contra a malaria causada por Plasmodium vivax, a espécie de parasito

mais prevalente no Brasil.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo geral

Analisar aspectos imunolégicos e genéticos relacionados a resposta

imune celular na malaria causada por Plasmodium vivax.

1.7.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentragdo das citocinas Interleucina-12 (IL-12), Interferon-y
(IFN-y), Interleucina (IL-4) e Interleucina 10 (IL-10) no soro de individuos

infectados por P. vivax.

e Verificar se os niveis séricos destas citocinas estio associados com a

densidade parasitaria.

e Analisar se a exposi¢cao prévia a malaria influencia nos niveis séricos destas

citocinas.

¢ Determinar a frequéncia de polimorfismos nos genes do IFN-y (IFNG +874T/A) e
da IL-10 (posi¢ao -1082), e verificar se existe associagdo destes polimorfismos
com a concentracdo das citocinas e com a densidade parasitaria na malaria

causada por P. vivax.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENGAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas de pacientes atendidos em
Belém, Para, no Laboratério de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto Evandro
Chagas, apdés o diagnostico pelo exame da gota espessa e antes de iniciar o
tratamento. Foram coletadas 132 amostras de individuos infectados por P. vivax.
Os individuos que concordaram em participar da pesquisa receberam informagdes
sobre os objetivos, os riscos e os beneficios do trabalho (Anexo |) e assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo Il). Foram excluidos do estudo
0s menores de 12 anos de idade, gestantes ou que relataram outras doencas.
Durante o atendimento, foi preenchida uma ficha epidemioldgica (Anexo Ill), com
os dados informados. Neste estudo, utilizamos os dados sobre sexo, idade e
numero de episddios prévios de malaria.

No grupo de individuos infectados por P. vivax, 66,6% sao do sexo
masculino e 33,4% do sexo feminino. A média de idade neste grupo foi 32,07 +
13,40 anos, com variagdo de 12 a 68 anos. A média da densidade parasitaria foi
6.270,66 = 7.051,19 parasitos/uL, com variagdo de 12 a 40.000 parasitos/uL. Os
individuos foram agrupados em faixas de densidade parasitaria, sendo que 24,8%
foram incluidos na faixa de < 1.000 parasitos/uL, 28,1% na faixa de 1.001 a 5.000
parasitos/uL, 31,4% na faixa de 5.001 a 10.000 e 15,7% na faixa de > 10.000

parasitos/uL. Os individuos também foram agrupados de acordo com o numero de
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episodios prévios de malaria, sendo que 14,2% sao primoinfectados, 37,6%
tiveram um unico episodio prévio de malaria e 48,2% tiveram mais de um episodio
prévio de malaria.

Para compor o grupo controle, foram coletadas amostras de soro de
86 individuos sadios, selecionados para doacdo de sangue no Centro de
Hemoterapia e Hematologia do Para (Fundacdo HEMOPA). Neste grupo, 71,8%
sao do sexo masculino, enquanto que 28,2% sao do sexo feminino. A média de
idade foi 29,99 £ 9,24 anos, com variagao de 18 a 48 anos.

Para a realizacdo dos testes de quantificagdo das citocinas, foram
coletados cinco mililitros de sangue de cada individuo em tubos a vacuo sem
anticoagulante, que permaneceram a temperatura ambiente até a separagao do
soro. Apds a separagdo, o sangue foi centrifugado, e aliquotas de soro foram
mantidas a -20°C até o momento da realizacdo dos ensaios.

No momento da coleta do sangue, foi realizada a pesquisa de
parasitos pelo exame da gota espessa, método recomendado pelo Ministério da

Saude (Brasil, 2005).

2.2 DETERMINACAO DA DENSIDADE PARASITARIA

A pesquisa de parasitos foi realizada por técnicos especializados do
Instituto Evandro Chagas, por meio do exame parasitoscopico, pela técnica da
gota espessa. Uma amostra de sangue foi obtida pela pungéo da polpa digital do

paciente. As preparagdes sanguineas foram coradas pelo Método de Walker,
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utilizando-se o corante Giemsa. A leitura foi realizada em microscopio 6tico,

determinando-se o numero de parasitos por yL de sangue.

2.3 ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DETERMINAR A CONCENTRACAO
SERICA DAS CITOCINAS

A deteccdo das citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) de captura, conforme recomendado pelo fabricante do kit
(BD Biosciences — Pharmingen, San Diego, USA). A placa foi sensibilizada com
anticorpos monoclonais diluidos em tampao carbonato a 0,05 M (pH 9,6) para
deteccao das citocinas IL-12, IFN-y, IL-10 e IL-4. A placa contendo os anticorpos
de captura foi incubada a 4°C por 16 horas. Apds a incubagao, a placa foi lavada
trés vezes com PBS-Tween 20, 0,05%, e foram adicionados 200uL de PBS-SBF
(Soro Bovino Fetal) 10%, durante uma hora, a temperatura ambiente. Apds esta
etapa, foram adicionados 100uL de soro em cada pogo, e a placa permaneceu a
temperatura ambiente por duas horas. As amostras foram analisadas em
duplicata.

Apés o periodo de incubagédo, a placa foi lavada cinco vezes com
PBS-Tween 20 0,05%. Em seguida, foi adicionado o anticorpo de detecgéao
especifico para a citocina a ser pesquisada. Este anticorpo estava conjugado a
estreptavidina-peroxidase. Apds uma hora, a reagdo enzimatica foi revelada pela
adicdo de 1 mg/mL de tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio. Em

seguida, a placa foi incubada por 30 minutos. A reagédo enzimatica foi interrompida
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pela adicdo de 50 uL de HCI 2N. A densidade dtica (DO) foi determinada em um
leitor de placas de ELISA (BioTek, USA) em comprimento de onda de 450 nm
(DOasso).

Para determinar a concentragdo sérica em pg/mL das citocinas
IFN-y, IL-10, IL4 e IL12, curvas padrao foram estabelecidas utilizando-se citocinas
recombinantes nas concentra¢des que variaram de 4,7 a 300 pg/mL, obtidas por
diluicdo seriada em PBS-SBF 10%. Desta forma, foram obtidas as seguintes
concentragdes para a curva padrao: 300, 150, 75, 37,5, 18,8, 9,4 e 4,7 pg/mL.
Para transformar os valores de densidade o6tica em pg/mL, utilizamos o software

GraphPad InStat ( versédo 3.01, 1998).

2.4 OBTENGAO DO DNA

A extracdo do DNA genbmico do parasito foi realizada pela técnica
do Fenol/Cloroférmio, apdés lise celular com adicdo de proteinase K. Foram
utilizados 150 yL de sangue, obtido a partir do coagulo sanguineo. Apos a
separacao do soro, o material foi mantido a -20°C, e no momento da extragao foi
diluido em igual volume de PBS. Em seguida, foram adicionados 480 uL da
solugao de extragao (0,375 M NaCl / 0,12 M EDTA pH 8,0, proteinase K 20 mg/mL
e SDS 20%), e foi mantido a 37°C, durante 16 horas. ApOs esse periodo, o
material foi centrifugado a 3.500 g, a temperatura ambiente, durante 5 minutos.

Em seguida, foram realizados dois ciclos de extragdo com 500 pL de
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fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, e uma extragcdo com 500 uL de cloroféormio. No
final de cada ciclo, as fases foram separadas por centrifugacdo a 10.000 g a
temperatura ambiente, durante 15 minutos.

Em seguida, foram transferidos 400 yL do sobrenadante para um
tubo contendo 40 uL de acetato de sédio 3M (pH 4,7), e foi adicionado 1,0 mL de
etanol absoluto gelado. Apdés homogeneizar lentamente por inversédo, o material foi
mantido a -20°C, durante 16 horas. Decorrido esse periodo, o material foi
centrifugado a 10.000 g, durante 1 hora. O sobrenadante foi desprezado, e foram
adicionados 200uL de etanol 70% gelado ao precipitado, que foi centrifugado por
20 minutos a 10.000 g. Apds descartar o sobrenadante e deixar o precipitado
secar ao ar, foram adicionados 50uL de tamp&o TE (Tris 10 mM e EDTA 1mM, pH
8,0).

A quantificagdo do DNA foi realizada apods eletroforese em gel de
agarose a 1% contendo brometo de etidio 1ug/mL. O DNA foi mantido a -20°C até

0 momento do uso.

2.5 DETECGAO DO POLIMORFISMO IFNG+874

A técnica de ASO-PCR (allele specific oligonucleotide — polymerase
chain reaction) foi utilizada para a detec¢édo do polimorfismo no gene de INF-y, na
posicdo +874, a partir do DNA extraido de 77 individuos infectados por P. vivax.

Nesta técnica, utiliza-se um iniciador comum [INF-y (+874) PC] para ambos os
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alelos e um iniciador [INF-y (+874) T] que detecta somente o alelo IFNG+874T ou
outro [INF-y (+874) A] que detecta somente o alelo IFNG+874A.

A reagdo de amplificacao foi realizada em volume final de 30 ulL,
contendo 500 ng de DNA, 0,2 uM de cada dNTP, 5 pmol/uL de cada iniciador,
MgCl, a 2,0 mM, KCI a 50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,0 U de Tag DNA
polimerase. Os iniciadores utilizados nesta reacao foram: INF-y (+874) PC: 5’-TCA
ACA AAG CTG ATA CTC CA-3’; INF-y (+874) T: 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC
AAA TCT-3'ou INF-y (+874) A: 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA-3, os
quais amplificam um segmento de 262 pb (Pravica et al., 1999). As amplificagcdes
foram feitas no termociclador Peltier Thermal Cycler (Biocycler, USA).

A reagao de amplificagdo foi realizada nas seguintes condigdes:
desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C
(desnaturagao) por 40 segundos, 60°C (hibridizagdo) por 40 segundos, 72°C
(extenséao) por 50 segundos e extenséo final a 72°C por 5 minutos.

A interpretacdo do resultado foi determinada pela presenca ou
auséncia do produto amplificado, conforme o iniciador alelo especifico utilizado.
Para o gene IFNG, os produtos amplificados apresentaram 262 pb. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0%, contendo
5 uL de Syber Safe (Invitrogen, USA), e foram visualizados em transiluminador

com fonte de luz ultravioleta (Vilber Lourmat, Franga).
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2.6 DETECCAO DO POLIMORFISMO IL10-1082

Os alelos A e G, localizados na posigao -1082 do gene que codifica a
IL-10, foram identificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
seguida de digestdo enzimatica com a endonuclease de restrigdo MnLIl. A
substituicdo do nucleotideo G pelo nucleotideo A da origem a um sitio de restricao
na regiao promotora do gene de IL-10, o qual é reconhecido pela enzima.

A PCR foi realizada em um volume de 50 uL contendo 100 ng de
DNA extraido, 200 Mm de cada dNTP, 200 nmol de cada iniciador, KCl, 50 mM,
MgCl, 1,5 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,0 U de Tag DNA polimerase. Os
iniciadores envolvidos nesta reagcao foram (-1082Fw) 5'-
TCTGAAGAAGTCCTGATGTC-3’ e (-1082Rv) 5-CTCTTACCTATCCCTACTTCC-
3’, os quais amplificam um produto de 190 pares de base (Lee et al., 2005).
Também foram analisadas 77 amostras de DNA para a caracterizagdo do
polimorfismo IL10-1082.

O produto amplificado de 190pb foi submetido a incubacdo a 37°C,
durante 4 horas, na presencga da endonuclease de restricao MnLI, sendo clivado
em 125pb e 65pb para ambos os alelos, devido a presengca de um sitio de
restricdo natural. Para o alelo G, selvagem, ha ainda um outro sitio de restri¢ao,
fazendo com que este alelo seja clivado em 93pb, 65pb e 32pb. Porém, com a
troca de G para A, o segundo sitio de restricdo deixa de existir, alterando o padrao

de bandas para 125pb e 65pb.
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Os produtos da amplificacdo e da digestdo enzimatica foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2 e 4%, respectivamente, corados
com 5 uL de Syber Safe (Invitrogen, USA), e foram visualizados em

transiluminador com fonte de luz ultravioleta (Vilber Lourmat, Franga).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram organizados em tabelas de contingéncia, e a
analise estatistica foi realizada no programa BioEstat 5.0v (Ayres et al., 2007),
sendo estabelecido nivel de significancia de 5% (p < 0,05). O teste t foi utilizado
para comparar as médias dos grupos homocedasticos e com distribuicdo normal,
enquanto que o teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as médias dos
grupos heterocedasticos. A analise de variancia, seguida ou ndo do teste de
Tukey, foi utilizada para verificar a associagdo da concentragdo sérica das
citocinas IFN-y e IL-10 com a densidade parasitaria e com o numero de episodios

prévios de malaria.
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3 RESULTADOS

3.1 PARTICIPAGAO DAS CITOCINAS IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-12 NA RESPOSTA

IMUNE NA MALARIA CAUSADA POR Plasmodium vivax.

Com a finalidade de avaliar a participacdo de citocinas que
caracterizam a ativacdo de células da imunidade inata e de diferentes
subpopulagdes de linfécitos, analisamos a concentragcdo das citocinas IL-12, IL-4,
IFN-y e IL-10 em amostras de soro de individuos infectados por P. vivax.

A concentragdo sérica da citocina IFN-y foi analisada em 132
amostras de individuos infectados por P. vivax e em 86 amostras de individuos do
grupo controle (Tabela 1). Em individuos infectados, observamos que houve
aumento na concentragdo desta citocina. Neste grupo, a média da concentragao
de IFN-y foi 44,50 + 75,05 pg/mL, enquanto que no grupo controle foi 1,47 + 8,43
pg/mL. A diferenga observada foi estatisticamente significativa (p<0,0001). No
grupo de individuos infectados, a concentragcdo variou de 0,0 a 332,85 pg/mL,
enquanto que no grupo controle variou de 0,0 a 68,09 pg/mL.

A concentracao da citocina IL-10 foi analisada em amostras de soro
de 131 individuos infectados por P. vivax e 77 individuos do grupo controle
(Tabela 1). No grupo de individuos infectados, a média das concentragdes de IL-
10 foi 283,80 + 216,71 pg/mL, enquanto no grupo controle foi 2,07 £ 4,31 pg/mL.

Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,0001). Em individuos
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infectados, o aumento observado nos niveis de IL-10 foi cerca de 100 vezes
quando comparado ao grupo controle. Os niveis séricos de IL-10 variaram de 0,0
a 586,33 pg/mL no grupo de individuos infectados, e de 0,0 a 27,51 pg/mL no
grupo controle.

A concentragao da citocina IL-4 foi analisada em amostras de soro
de 81 individuos infectados e 78 individuos do grupo controle (Tabela 1).
Somente no grupo de infectado houve detecgédo desta citocina, porém os niveis
foram muito baixos. A média da concentragdo de IL-4 neste grupo foi 0,32 £ 1,48
pg/mL. No grupo controle todas as amostras foram negativas, e no grupo de
individuos infectados as concentragdes variaram de 0,0 a 9,75 pg/mL. Como os
niveis séricos de IL-4 foram muito baixos nos individuos do grupo infectado e
todos os individuos do grupo controle foram negativos, a andlise estatistica nao foi
realizada.

A concentracdo sérica da citocina IL-12 foi determinada em 78
amostras de individuos infectados e em 77 amostras de individuos do grupo
controle (Tabela 1). Nos dois grupos os niveis séricos foram baixos, sendo que no
grupo de individuos infectados a concentragdo média de IL-12 foi menor que a
observada no grupo controle. A média da concentragdo no grupo infectado foi 3,43
+ 12,65 pg/mL, e no grupo controle foi 7,03 £+ 14,83 pg/mL. A variagdo da
concentragao sérica de IL-12 no grupo de individuos infectados foi de 0,0 a 99,65
pg/mL, enquanto que no grupo controle variou de 0,0 a 80,71pg/mL. Como os
niveis séricos de IL-12 foram muito baixos tanto no grupo de individuos infectados

como no controle, a analise estatistica ndo foi realizada.
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Tabela 1 - Concentragdo sérica das citocinas IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-12 em

individuos infectados por P. vivax.

Concentragao sérica das citocinas (pg/mL)

idin + .
Citocinas Média * dp (Variagao)

Individuos infectados Individuos do grupo controle p

IFN-y 44,50 + 75,05 (0,0 - 332,85) 1,47 + 8,43 (0,0 - 68,09) <0,0001
IL-10 283,80 + 216,71 (0,0 - 586,33) 2,07 4,31 (0,0 - 27,51) <0,0001
IL-4 0,32 + 1,48 (0,0 - 9,75) 0,0 £ 0,0 (0,0 - 0,0) NR*

IL-12 3,43 + 12,65 (0,0 - 99,65) 7,03 + 14,83 (0,0 - 80,71) NR*

Individuos infectados: IFN-y (n=132), IL-10 (n=131), IL-4 (n=81) e IL-12 (n=78).
Grupo controle: IFN-y (n=86), IL-10 (n=77), IL-4(n=78) e IL-12 (n=77).

*NR: Nao realizado.

3.2. PARTICIPACAO DAS CITOCINAS IFN-y E IL-10 NO CONTROLE DA

DENSIDADE PARASITARIA NA MALARIA CAUSADA POR P. vivax.

Com o intuito de verificar se a presenca destas citocinas pode
contribuir para o controle da parasitemia, as concentragdes séricas das citocinas
IFN-y e IL-10 foram comparadas em grupos de individuos que, de acordo com o
numero de parasitos no sangue periférico, foram distribuidos em quatro faixas de
densidade parasitaria. As faixas analisadas incluiram individuos que apresentaram

menos de 1.000, 1001 a 5.000, 5.001 a 10.000, e mais de 10.000 parasitos/uL.
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Na Tabela 2, podemos observar que nas diferentes faixas de
densidade parasitaria os niveis séricos de IFN-y aumentaram, porém as diferengas
ndao foram estatisticamente significativas. No grupo de individuos com menor
densidade parasitaria (< 1.000 parasitos/uL), a média das concentragdes foi 30,87
1 71,26 pg/mL. No grupo com densidade parasitaria de 1.001 a 5.000 parasitos/uL
a média foi 37,81 + 69,95 pg/mL. No grupo que apresentou densidade parasitaria
de 5.001 a 10.000 parasitos/puL houve pequeno aumento na concentragédo de IFN-
v (49,08 £ 71,99 pg/mL). Na faixa de densidade parasitaria mais alta (> 10.000
parasitos/uL), a média da concentragcédo sérica desta citocina foi 63,22 + 77,67
pg/mL, porém esta elevagdo da concentragcdo de IFN-y em relagdo aos outros
grupos néo foi estatisticamente significativa (p=0,5671).

Também realizamos outra analise sem distribuir a densidade
parasitaria em faixas, e verificamos que nao houve correlagao (r=0,0737) entre a
concentracdo de IFN-y e a parasitemia, apesar da tendéncia de aumento
observada entre a faixa de parasitemia mais baixa (< 1.000 parasitos/uL) e a faixa
de parasitemia mais alta (> 10.000 parasitos/pL).

Para avaliar se a IL-10 pode estar regulando mecanismos efetores
que atuam no controle do numero de parasitos, analisamos os niveis séricos desta
citocina nas diferentes faixas de densidade parasitaria.

Na Tabela 2, observamos que houve aumento nos niveis séricos de
IL-10 de acordo com o aumento na densidade parasitaria. No grupo com

densidade parasitaria baixa (< 1.000 parasitos/uL) a média da concentragéo desta
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citocina foi 172,68 + 184,56 pg/mL. Na faixa de 1.001 a 5.000 parasitos/yL,
aumentou para 298,77 + 222,40 pg/mL. Nas faixas de densidade parasitarias mais
altas (5.001 a 10.000 parasitos/uL e >10.000 parasitos/uL), as concentragdes
foram semelhantes, 324,34 * 212,07 pg/mL e 364,31 + 213,57 pg/mL,

respectivamente.

Tabela 2 - Concentragao sérica das citocinas IFN-y e IL-10 nas diferentes faixas de

densidade parasitaria.

Concentragao sérica das citocinas (pg/mL)

Faixas de densidade Média * dp
parasitaria (Variagao)
(parasitos/pL)
IFN-y IL-10
<1.000 30,87 £ 71,26 172,68 + 184,56
(n=30) (0,0 - 324,55) (0,0 -573,11)
1.001 — 5.000 37,81 £ 69,95 298,77 + 222,40
(n=34) (0,0 — 287,69) (4,06 — 576,89)
5.001 — 10.000 49,08 + 71,99 324,34 + 212,07
(n=38) (0,0 — 332,85) (0,75 - 586,33)
>10.000 63,22 + 77,67 364,31 + 213,57
(n=19) (0,0 — 298,88) (0,0 —579,41)

A comparacéo das concentragcbes séricas de IL-10 nas diferentes

faixas de densidade parasitaria mostrou que houve diferenga estatisticamente



60

significativa entre o grupo < 1.000 parasitos/uL com o grupo 5.001 a 10.000
parasitos/uL (p<0,05) e o grupo < 1.000 parasitos/uL com > 10.000 parasitos/uL
(p<0,05). A comparacéao entre as demais faixas ndo mostrou diferenga significativa
(p>0,05). Na analise de correlagao, verificamos que apesar do aumento da
concentracao de IL-10 na faixa das parasitemias mais altas a correlagao foi baixa

(r=0,1379).

3.3. AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSIGAO PREVIA A MALARIA CAUSADA

POR P. vivax NA CONCENTRAGAO SERICA DAS CITOCINAS IFN-y E IL-10

A concentragdo sérica das citocinas IFN-y e IL-10 também foi
analisada em grupos de individuos infectados por P. vivax, distribuidos de acordo
com o numero de episodios prévios de malaria.

No grupo que relatou nunca ter tido malaria, a meédia da
concentracao de IFN-y foi 81,84 + 102,59 pg/mL, conforme observado na Tabela
3. Nos grupos de individuos que relataram exposi¢céo prévia, a concentragédo desta
citocina no soro foi menor, quando comparamos com o grupo de individuos
primoinfectados. No grupo que relatou exposicdo prévia, observamos que a
reexposicao nao contribuiu para a produgcdo desta citocina. As médias das
concentragdes nos grupos que relataram um ou mais de um episodio foram 29,08

+ 58,84 pg/mL e 21,41 + 49,42 pg/mL, respectivamente.
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A analise estatistica mostrou que houve diferenga significativa na
comparagao entre o grupo que nunca teve malaria (primoinfectados) e os grupos
que relataram um ou mais de um episédio (p<0,05), sugerindo que na primeira
exposigcao ao parasito os niveis séricos de IFN-y foram mais altos, quando
comparados com o0s niveis séricos dos individuos que relataram episédio prévio
de malaria. Nos dois grupos que relataram exposicdo prévia as concentragdes
foram semelhantes, sugerindo que a reexposi¢ao ao parasito nao influenciou na
producao de IFN-y (p>0,05).

A analise para avaliar o efeito da exposicdo na concentracédo de IL-
10 mostrou que houve aumento da concentragcdo desta citocina, quando
comparamos o grupo de individuos que nunca teve malaria (primoinfectados) com
os grupos de individuos que relataram exposigao prévia ao parasito (Tabela 3). No
grupo que relatou nunca ter tido malaria, a média foi 326,47 + 196,09 pg/mL. No
grupo de individuos com 1 episédio prévio de malaria, foram detectados os
menores niveis séricos de IL-10, a média foi 184,78 £ 189,08 pg/mL. No grupo de
individuos que relatou ter tido mais de um episddio, a média foi 265,96 + 215,08
pg/mL. Embora no grupo de primoinfectados a concentragdo de IL-10 tenha sido
maior que nos grupos de individuos que relataram exposigéo, ndo houve diferenga
estatistica (p=0,0861). Este resultado mostra que a reexposi¢gdo ao P. vivax nao

influenciou na producéo de IL-10.



62

Tabela 3 - Comparagéo das concentragdes séricas das citocinas IFN-y e IL-10 no
grupo de individuos infectados por P. vivax, distribuidos de acordo com o numero

de episddios prévios de malaria.

Concentracao sérica das citocinas (pg/mL)

Média * dp
NUmero de episédios (Variagao)
prévios de malaria
IFN-y IL-10
Nunca teve malaria 81,84 + 102,59 326,47 + 196,09
(n=12) (0,0 — 287,69) (65,28 — 570,59)
1 episoédio 29,05 £+ 58,84
’ : 184,78 + 189,08
(n=32) (0,0 — 298,88) (0,0 — 533 45)
> 1 episodio 21,41 £49,42
(n=41) (0,0 — 281.70) 265,96 + 215,08

(0,0 — 570,59)

IFN-y: Nunca teve x 1 episddio (p=<0,05), Nunca teve x > 1 episédio (p<0,05), 1 episddio
x > 1 episodio (p>0,05).

IL-10: Nunca teve x 1 episddio (p>0,05), Nunca teve x > 1 episddio ( p>0,05), 1 episddio
X > 1 episodio (p>0,05).

3.4 FREQUENCIAS ALELICA E GENOTIPICA DOS POLIMORFISMOS NOS

GENES DAS CITOCINAS IFN-y (IFNG+874) E IL-10 (IL10-1082)

Para determinar se polimorfismos nos genes que codificam o IFN-y
e a IL-10 estdo associados com a menor producdo destas citocinas na malaria,

investigamos o polimorfismo na posi¢cao +874 do gene que codifica o IFN-y e na
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posicao -1082 do gene que codifica a IL-10, em um grupo de 77 individuos
infectados por P. vivax.

Todas as variantes alélicas foram detectadas tanto no polimorfismo
IFNG+874 quanto no IL10-1082 (Figura 2). Além disso, as frequéncias genotipicas
dos polimorfismos IFNG+874 e IL10-1082 estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0, 5388; p=0,7515, respectivamente).

Na Tabela 4, podemos observar que as frequéncias dos alelos Ae T
para o polimorfismo IFNG+874 foram 70,13% (108/154) e 29,87% (46/154),
respectivamente. Na analise das frequéncias genotipicas, o gendtipo homozigoto
mutante AA foi o mais prevalente, e a frequéncia deste gendtipo foi 50,65%
(39/77). O gendtipo heterozigoto AT apresentou frequéncia de 38,96% (30/77). O
genotipo homozigoto selvagem TT foi o menos prevalente, sendo que apenas

10,39% (8/77) dos individuos infectados apresentaram este genatipo.
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IFNG+874T Genétipo IFNG+874A
+ TT -
+ AT +
- AA +
(A) (B)

125pb
93pb
65pb

AG AA GG AG AG AA AG

(C)
Figura 2: Genotipagem dos polimorfismos nos genes do IFN-y (IFNG+874T) e da
IL-10 (IL10 -1082). (A) Amplificacdo da sequéncia de 262 pb do gene que codifica
o IFN-y para o alelo IFNG+874T. (B) Amplificagao para o alelo IFNG+874A. (C)
Digestéo enzimatica do produto amplificado de 190 pb do gene que codifica a IL-

10, alelo G ( 93, 65 e 32pb) e alelo A (125 e 65pb).
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Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo

IFNG+874 em individuos infectados por P. vivax.

Freqliéncias n (%)

Analise genética

Alélica Genotipica
Alelos
A 108 (70,13) -
T 46 (29,87) -
Genotipos
AA --- 39 (50,65)
AT --- 30 (38,96)
TT - 8 (10,39)
Total 154 (100) 77 (100)

Na Tabela 5, podemos observar que as frequéncias dos alelos A e G
para o polimorfismo IL10-1082 foram 70,78% (109/154) e 29,22% (45/154),
respectivamente. Na analise das frequéncias genotipicas, o gendtipo homozigoto
mutante AA e o heterozigoto AG ocorreram com frequéncias semelhantes. A
frequéncia destes genotipos foram 49,35% (38/77) e 42,86% (33/77),
respectivamente. O gendtipo homozigoto selvagem GG foi 0 menos prevalente,
sendo que apenas 7,79% (6/77) dos individuos infectados apresentaram este

genatipo.
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Tabela 5 - Distribuicdo das frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo IL10-

1082 em individuos infectados por P. vivax.

Frequéncias n (%)

Analise genética

Alélica Genotipica
Alelos
A 109 (70,78)
G 45 (29,22)
Genotipos
AA 38 (49,35)
AG 33 (42,86)
GG 6 (7,79)
Total 154 (100) 77 (100)

3.5 INFLUENCIA DO POLIMORFISMO IFNG+874 NOS NIVEIS SERICOS DE

IFN-y E NA DENSIDADE PARASITARIA

Com o intuito de verificar se o polimorfismo IFNG+874 influencia nos
niveis séricos de IFN-y, comparamos as médias das concentragdes de IFN-y no
grupo de individuos homozigotos mutantes (genétipo AA) com as concentragdes
do grupo de individuos que tém a presenca do alelo selvagem (gendétipos AT e TT)
(Tabela 6). No grupo com genodtipo AA, composto por 39 individuos, a
concentragcado de IFN-y foi 30,85 + 54,22 pg/mL, com variacdo de 0,0 a 281,70
pg/mL. No grupo que apresenta o alelo selvagem, composto por 30 individuos

com gendtipo AT e 8 com gendtipo TT, a média da concentracdo de IFN-y foi
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76,60 * 99,54 pg/mL, variando de 0,0 a 332,85 pg/mL. Neste grupo, a
concentragdo de IFN-y foi mais alta, quando comparada com o grupo com
gendtipo AA (p=0,0186). Desta forma, observamos que na malaria causada por P.
vivax, o polimorfismo no gene do IFN-y influenciou na produgéo da citocina, sendo
associado com a produgao diminuida de IFN-y.

Para determinar se o polimorfismo IFNG+874 influencia na
densidade parasitaria, as médias das densidades parasitarias foram comparadas
no grupo de individuos homozigotos mutantes (gendtipo AA) e no grupo de
individuos que apresentam o alelo selvagem (gendtipos AT e TT) (Tabela 6). A
média da densidade parasitaria no grupo de individuos homozigotos mutantes foi
5.126 + 4.779,98 parasitos/uL, com variacdo de 12 a 20.000 parasitos/uL e no
grupo que tem a presenca do alelo selvagem, a média da densidade parasitaria foi
5.917,76 + 7.516,64 parasitos/uL, com variacdo de 25 a 40.000 parasitos/puL. A
analise estatistica mostrou que ndo houve diferenga significativa entre os grupos
(p=0,4248). Este resultado mostra que o polimorfismo influenciou na concentragéo

da citocina, mas n&o esta associado diretamente com a eliminagdo do parasito.
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Tabela 6 — Concentragdo sérica de IFN-y e densidade parasitaria no grupo de
individuos homozigotos mutantes (genétipo AA) e no grupo de individuos que tém

a presencga do alelo selvagem (genétipos AT e TT) para o polimorfismo IFNG+874.

Concentragéao sérica de IFN-y Densidade parasitaria

Genoétipo (pg/mL) (parasitos/pL)
Média * dp Média * dp
(Variagao) (Variagao)
AA 30,85 + 54,22 5.126 + 4.779,98
(n=39) (0,0 - 281,70) (12 -20.000)
ATeTT 76,60 £ 99,54 5.917,76 £ 7.516,64
(n=38) (0,0 —332,85) (25 -40.000)
P 0,0186 0,4348

3.6 INFLUENCIA DO POLIMORFISMO IL10-1082 NOS NiVEIS SERICOS DE

IL-10 E NA DENSIDADE PARASITARIA

Neste estudo também analisamos se o polimorfismo na regido
promotora do gene da IL-10 (IL10-1082) pode influenciar nos niveis séricos e na
densidade parasitaria. A concentragao sérica de IL-10 foi analisada no grupo de
individuos homozigotos mutantes (gendtipo AA) e no grupo de individuos que tém

a presenca do alelo selvagem (genétipos AG e GG).
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No grupo de homozigotos mutantes AA, composto por 38 individuos,
a média da concentragdo sérica de IL-10 foi 301,47 + 213,30 pg/mL, variando de
4,68 a 578,46 pg/mL. No grupo que tem a presenga do alelo selvagem, composto
por 33 individuos com gendtipo AG e 6 com gendtipo GG, a média da
concentragao seérica de IL-10 foi 360,84 + 199,00 pg/mL, variando de 37,11 a
586,33 pg/mL (Tabela 7). As concentragbes foram semelhantes nos dois grupos
(p=0,1064). Porém, no grupo de individuos homozigotos mutantes AA, os niveis
séricos de IL-10 foram mais baixos, quando comparados com O grupo que
apresenta o alelo selvagem (AG e GG). Devido ao pequeno numero de individuos
com gendtipo GG, nédo foi possivel estabelecer comparagbes estatisticas entre o
grupo homozigoto selvagem e o homozigoto mutante.

Com o objetivo de verificar uma possivel associagdo entre o
polimorfismo IL10-1082 e a densidade parasitaria, a média da densidade
parasitaria foi comparada entre o grupo de individuos homozigotos mutantes
(gendtipo AA) e o grupo de individuos que tém a presenca do alelo selvagem
(gendtipos AG e GG) (Tabela 7). A média da densidade parasitaria no grupo de
individuos homozigotos mutantes foi 5.287,49 + 7.392,26 parasitos/uL, com
variagdo de 12 a 40.000 parasitos/uL. No grupo que tem a presencga do alelo
selvagem, a média da densidade parasitaria foi 5.760,53 £ 5.076,04 parasitos/uL,
com variagado de 200 a 20.000 parasitos/uL. A comparagao estatistica mostrou que

ndo houve diferencga estatistica entre os grupos (p=0,0833).
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Tabela 7 — Concentracédo sérica de IL-10 e densidade parasitaria no grupo de
individuos homozigotos mutantes (gendtipo AA) e no grupo de individuos que tém

a presencga do alelo selvagem (gendtipos AG e GG) para o polimorfismo 1L10-

1082.
Concentragao sérica de IL-10 Densidade parasitaria
Genétipo (pg/mL) (parasitos/pL)
Média *+ dp Média * dp
(Variagao) (Variagao)
AA 301,47 + 213,30 5.287,49 £ 7.392,26
(n=38) (4,68 — 578,46) (12 -40.000)
AG e GG 360,84 + 199,00 5.760,53 £ 5.076,04
(n=39) (37,11 — 586,33) (200 —20.000)
P 0,1064 0,0833

3.7 A ASSOCIAGAO DOS POLIMORFISMOS (IFNG+874 / IL10-1082) NAO

INFLUENCIA NO CONTROLE DA DENSIDADE PARASITARIA

A associagdo dos polimorfismos em individuos com gendtipos
homozigotos mutantes tanto para IFN-y quanto para IL-10 pode contribuir para o
estabelecimento de resposta imune pouco efetora na eliminagcao dos parasitos. A
fim de verificar se isto pode estar ocorrendo na malaria causada por P. vivax,

analisamos grupos de individuos que apresentaram os dois polimorfismos,
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genotipos IFNG+874 e IL10-1082. Para tanto, as médias das densidades
parasitarias foram comparadas entre dois grupos, um composto pelos individuos
com gendtipos homozigotos mutantes (IFNG+874AA / IL10-1082AA) e outro com
0s genotipos que tém a presenga do alelo selvagem (IFNG+874AT ou TT / IL10-
1082 AG ou GG).

Na Tabela 8, podemos observar que no grupo IFNG+874AA / IL10-
1082AA, com baixa producao de IFN-y, a média da densidade parasitaria foi 4.840
+ 5.160,46 parasitos/yL, com variagdo de 12 a 20.000 parasitos/uL. No grupo
IFNG+874AT ou TT / IL10-1082 AG ou GG, com alta produgao de IFN-y, a média
da densidade parasitaria foi 6.060 + 5.664,14 parasitos/uL, variando de 200 a
20.000 parasitos/pL. Nos dois grupos, a concentragao de IL-10 foi semelhante. No
grupo com maior producao de IFN-y (IFNG+874AT ou TT / IL10-1082 AG ou GG),
a média da densidade parasitaria foi maior, porém esta diferenca nao foi

significativa (p=0,2436).
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Tabela 8 — Comparacgao da densidade parasitaria em grupos de individuos com os
dois polimorfismos (IFN-y e IL10) agrupados nos gendtipos homozigoto mutante
(IFNG+874AA / IL10-1082AA) ou com a presenga do alelo selvagem

(IFNG+874AT ou TT /1L10-1082 AG ou GG).

Densidade parasitaria

Genoétipos (parasitos/uL)
Média * dp
(Variagao)
IFNG+874AA / IL10-1082AA 4.840 + 5.160,46
(n=19) (12 —20.000)
IFNG+874AT ou TT/1L10-1082 AG ou GG 6.060 + 5.664,14
(n=20) (200 — 20.000)
p 0,2436

Também analisamos a densidade parasitaria em um grupo de
individuos que apresentaram gendétipo homozigoto mutante apenas para uma das
citocinas. Os individuos que apresentaram gendtipo homozigoto mutante apenas
para IL-10 (IL10-1082AA) e o alelo selvagem para IFN-y (IFNG+874AT ou TT)
constituiram o grupo IFNG+874AT ou TT / IL10-1082AA. Neste grupo a densidade
parasitaria foi semelhante ao grupo constituido por individuos que apresentaram
genotipo homozigoto mutante apenas para IFN-y (IFNG+874AA), mas nao no

gene da IL-10 (IL10-1082 AG ou GG), os quais constituiram o grupo
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IFNG+874AA / IL10-1082 AG ou GG (Tabela 9). A média da densidade parasitaria
foi 3.745,59 + 3.862,58 parasitos/uL no grupo de individuos com o gendtipo
IFNG+874AT ou TT / IL10-1082AA, sendo que a parasitemia variou de 25 a
12.000 parasitos/pL. No grupo de individuos com o gendtipo IFNG+874AA / IL10-
1082 AG ou GG, a média da densidade parasitaria foi mais elevada (5.427,78 +
4.472,11 parasitos/jL), a parasitemia variou de 200 a 17.500 parasitos/jL, porém

a diferenca observada entre os dois grupos néo foi significativa (p=0,0880).

Tabela 9 — Comparagdo da densidade parasitaria no grupo de individuos com
genotipo homozigoto mutante apenas para IFN-y (IFNG+874AA / IL10-1082 AG ou
GG) e no grupo com gendtipo homozigoto mutante apenas para IL-10

(IFNG+874AT ou TT / IL10-1082AA).

Densidade parasitaria

Genétipos (parasitos/pL)
Média * dp
(Variagao)
IFNG+874AT ou TT /IL10-1082AA 3.745,59 + 3.862,58
(n=17) (25 -12.000)
IFNG+874AA / IL10-1082 AG ou GG 5.427,78 £ 4.472,11
(n=18) (200 — 17.500)

P 0,0880
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4. DISCUSSAO

Na malaria, a resposta imune é complexa, e varios aspectos ainda
sao pouco compreendidos. Os estudos acerca da resposta imune na malaria
causada por P. vivax sao importantes, considerando que, no Brasil, esta espécie é
responsavel por 75 a 80% dos casos de malaria. Porém, tanto o cultivo do parasito
como a infecgdo experimental é possivel em condigdes muito restritas. O cultivo
depende da obtencdo de reticuldcitos, e a infecgdo experimental € realizada em
primatas. Diante destas limitacdes, os estudos na malaria humana sao valiosos
mesmo considerando as limitacdes para verificar efeitos diretos dos mecanismos
efetores e reguladores da resposta imune.

Neste estudo, analisamos a participacdao de citocinas que estao
relacionadas com a ativagao de células da imunidade inata (IL-12), ativagao da
imunidade humoral (IL-4), ativagdo da imunidade celular (IFN-y) e citocina que
atua na regulagdo da resposta imune (IL-10). A quantificagdo destas citocinas
mostrou que os niveis séricos de IFN-y e de IL-10 estdo elevados na malaria
causada por P. vivax. A participacao destas citocinas tem sido bem descrita na
malaria causada por P. falciparum, porém, recentemente, Fernandes e
colaboradores (2008) mostraram niveis elevados de IFN-y em individuos
infectados por P. vivax e por P. falciparum, mas observou niveis elevados de IL-10

somente na infeccdo por P. vivax. Outros estudos também mostraram niveis
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séricos elevados de IL-10 em individuos infectados por P. vivax (Zeyrek et al.,
2006) e por P. falciparum (Ong’echa et al., 2007).

A producdo destas citocinas também foi observada em estudo in
vitro. Siddiqui e colaboradores (2007) mostraram que houve producgéo de IFN-y e
de IL-10 por células monucleares do sangue periférico (CMSP) de individuos
infectados por P. vivax, estimuladas em cultura com a proteina recombinante
PvTARAAQG55 e re-estimuladas com fitohemaglutinina (PHA).

Os niveis séricos de IFN-y apresentaram variagao individual, mas a
concentragdo meédia (44,50 pg/mL) foi semelhante a observada em um estudo
recente que analisou niveis séricos. Nesse estudo a concentracdo de IFN-y em
individuos infectados por P. vivax foi 32,87 pg/mL (Alam et al., 2008). Fernandes e
colaboradores (2008), que também analisaram amostras coletadas no estado do
Para, observaram produgao desta citocina tanto em individuos infectados por P.
vivax como por P. falciparum, sendo que a concentragao estava em torno de 100
pg/mL. Outro estudo observou que, durante os episodios de febre alta os niveis de
IFN-y estavam aumentados. A concentracdo média de IFN-y em individuos
infectados por P. vivax e com hiperpirexia foi 312,60 pg/mL, enquanto que nos
infectados e sem hiperpirexia foi 112,90 pg/mL (Seoh et al., 2003).

Estudo realizado na Coréia do Sul mostrou que a concentragéo IFN-y
em individuos infectados por P. vivax e sem disfungdo hepatica foi baixa (24,7
pg/mL), enquanto em individuos infectados e com disfungédo hepatica os niveis

estavam elevados (460,70 pg/mL) (Yeom et al. 2003). A produgao desta citocina
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também foi mostrada em culturas de CMSP estimuladas com o antigeno
recombinante, foram detectados 23,16 pg/mL. Apds o re-estimulo com PHA, a
concentragcdo média de IFN-y ndo aumentou, foram detectados 19,35 pg/mL
(Siddiqui et al., 2007).

Recentemente, alguns estudos mostraram a produgao de IFN-y na
maldaria causada por P. vivax, porém nao avaliaram a sua participagao no controle
da parasitemia. No nosso estudo, observamos que houve um aumento desta
citocina na faixa mais alta de parasitemia, mas esta diferenga nao foi significativa.
Também observamos correlagdo baixa entre a concentracdo desta citocina e a
parasitemia. No entanto, ndo foi possivel estabelecer a participacdo do IFN-y no
controle da parasitemia. Duas situagdes podem ter contribuido para isto, uma
pode ter sido o tamanho da amostra e outra a necessidade de analises mais
precisas para determinar o numero de parasitos no sangue periférico, uma vez
que pode haver variagao na leitura da gota espessa. Na area da gota espessa €
possivel contar até 800 campos, mas a recomendacéo do Ministério da saude € a
contagem de apenas 100 campos.

Observamos, neste estudo, que a concentragao sérica de IL-10 foi
de 283,80pg/mL. Esta concentragdo foi mais alta, quando comparada com um
estudo realizado na Turquia, no qual foram incluidos 79 individuos infectados por
P. vivax, e a concentragédo de IL-10 foi 54,2pg/mL (Zeyrek et al., 2006). Em um

estudo realizado no Brasil, no qual as amostras também foram coletadas em
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Belém, os niveis de IL-10 foram semelhantes aos observados no nosso estudo
(Fernandes et al., 2008).

Outros estudos que analisaram a produg¢do por CMSP estimuladas
em cultura com antigenos recombinantes mostraram niveis elevados desta
citocina. A concentragdo meédia de IL-10, detectada em cultura na presenca da
proteina PvTRAg, foi de 177,55 pg/mL (Alam et al., 2008). Em individuos
infectados e sem disfuncdo hepatica, a concentracdo média de IL-10 foi 68,70
pg/mL, e nos infectados que apresentavam disfungcdo hepatica foi 141,90pg/mL
(Yeom et al., 2003). Nestas duas situagdes, a concentragdo foi menor que a
observada no nosso estudo. Apos o estimulo in vitro de CMSP com antigeno
recombinante de P. vivax, a concentragao desta citocina foi 157,42 pg/mL, e apos
o reestimulo com PHA foi 142,07 pg/mL (Siddiqui et al., 2007).

Seoh e colaboradores (2003) observaram que a concentragdo média
de IL-10 em individuos infectados por P. vivax e com hiperpirexia foi de 583,40
pg/mL e naqueles sem hiperpirexia foi significativamente menor (142,40 pg/mL).

A concentracdo média de IL-10 observada no nosso estudo foi mais
alta quando comparada com outros estudos realizados in vitro ou in vivo. Neste
estudo, ndo foi possivel associar a concentragdo com a intensidade da febre, pois,
no momento da coleta da amostra de soro, ndo foi realizada a verificagdo da
temperatura corporal.

A resposta imune na malaria causada por P. vivax é caracterizada,

portanto, pela participacdo de citocina do perfil Th1 (IFN-y), as quais sdo
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importantes para o controle eficiente da densidade parasitaria (Siddiqui et al.,
2007). A IL-10 participa da regulagéo da resposta pro-inflamatéria desencadeada
pelo IFN-y, bloqueando a sintese desta citocina e modulando a expresséo de
moléculas de MHC | e Il, o que impede o desenvolvimento de respostas Th1
exacerbadas, envolvidas com a patogénese da doencga. A regulacédo de IFN-y pela
IL-10 também foi mostrada por Brustoski e colaboradores (2005), que observaram,
ao adicionar anticorpos anti-IL-10 humana em cultura de células mononucleares
do cordado umbilical estimuladas com eritrocitos infectados, que a producdo de
IFN-y aumentou significativamente.

Os niveis séricos das outras duas citocinas analisadas, IL-12 e IL-4,
foram muito baixos. Varios trabalhos que analisaram a IL-12 em adultos e criancas
com malaria causada por P. falciparum também nao verificaram producao
expressiva desta citocina (Luty et al., 2000; Perkins et al., 2000; Chaiyaroj et al.,
2004; Ong’echa et al., 2007). Na malaria causada por P. vivax, poucos estudos
analisaram a concentragcdo destas citocinas. Fernandes e colaboradores (2008)
nao verificaram producao de IL-12, tanto na malaria causada por P. vivax como
por P. falciparum. Porém, ndo analisaram a concentracéo da IL-4.

Por outro lado, alguns estudos detectaram niveis séricos elevados
de IL-4 e IL-12 em individuos infectados por P. vivax. Zeyrek e colaboradores
(2006) mostraram que as concentragdes médias de IL-4 e |IL-12 em individuos
infectados por P. vivax foram 16,3 pg/mL e 174,2 pg/mL, respectivamente.

Posteriormente, Alam e colaboradores (2008) detectaram concentragcdes médias
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de IL-4 e IL-12 de 151,04 pg/mL e 104,53 pg/mL em individuos infectados por P.
vivax, respectivamente.

Em 2003, Yeom e colaboradores detectaram baixos niveis séricos de
IL-4 tanto em individuos infectados por P. vivax com disfungcdo hepatica (9,7
pg/mL) como nos individuos infectados sem disfungdo hepatica (3,2 pg/mL),
enquanto que os niveis seéricos de IL-12 foram elevados nos individuos com
disfungao hepatica (131,80 pg/mL) e sem disfungao hepatica (147,10 pg/mL).

A baixa concentragcédo sérica de IL-12 observada no nosso estudo
pode estar relacionada com o periodo de produgao desta citocina, uma vez que as
amostras analisadas foram coletadas apds a manifestacdo de sintomas e a
confirmacdo do diagnéstico, portanto, na fase sanguinea do ciclo de vida do
parasito, apos dias ou semanas do momento da infecgao.

A producao de IL-12 é mais expressiva no inicio da resposta imune,
como descrito em estudo realizado in vitro. Ong’echa e colaboradores (2007)
mostraram que os transcritos de IL-12p40 estavam aumentados nas primeiras 24
horas apds o estimulo de CMSP estimuladas com hemozoina de P. falciparum,
porém diminuiram para niveis basais 48 horas apds o estimulo. Com base na
analise temporal, considerando o momento do estabelecimento da infecgdo e a
cinética da resposta imune, podemos inferir que, provavavelmente, a
concentragao sérica desta citocina estava em niveis basais no momento da coleta
dos soros, representando, assim, apenas uma das situagbes esperadas. Outra

explicagao para este resultado seria a regulacao da IL-12 pela IL-10, considerando
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que nesta fase a participagao das citocinas que medeiam os mecanismos efetores
se sobrepdem as citocinas envolvidas com a ativagao dos linfécitos.

Neste estudo, ndo detectamos produgao de IL-4 na resposta imune
contra o P. vivax, apesar de estar bem descrita a participacdo da resposta imune
humoral na malaria, principalmente pela producéo de anticorpos das classes IgG1
e 1gG3, que participam da resposta contra as formas sanguineas do parasito
(Omosun et al.,, 2005). Na malaria, a aquisicdo de anticorpos esta bem
estabelecida, porém a participagdo desses anticorpos na protecdo ainda é
controversa (Struik & Riley, 2004). A resposta imune humoral na malaria pode ser
mantida independente de IL-4 ou os niveis séricos desta citocina podem aumentar
ou diminuir consideravelmente com o decorrer da infecgao.

Por outro lado, os baixos niveis de IL-4 associados com os altos
niveis de IL-10 sugerem que a participagdo da resposta imune reguladora na
malaria pode ter mais importancia que a resposta Th2, como proposto por Torre e
colaboradores (2002). Neste estudo, foram detectados niveis séricos reduzidos de
IL-4 tanto no dia de admissdo (D,) dos individuos infectados por P. falciparum
como no terceiro dia (D3;) apdés o aparecimento dos sintomas. Outros estudos
observaram resultados semelhantes e também sugeriram participagédo da IL-10 na
regulacao da resposta mediada por IL-4, na malaria causada por P. falciparum

(Jason et al., 2001; Prakash et al., 2006).
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Analisamos a concentragcdo sérica de IFN-y e IL-10 em diferentes
faixas de densidade parasitaria e ndo observamos associagao entre niveis séricos
elevados de IFN-y e controle da parasitemia.

Concentragoes séricas elevadas de IFN-y ndo estavam associadas
com a reducdo da parasitemia. Este resultado n&o confirma um papel importante
que tem sido atribuido a esta citocina nos mecanismos efetores da malaria, a
eliminagdo das formas sanguineas do parasito. Na malaria causada por P. vivax,
ainda ndo existem dados acerca desta participacdo. Porém, estudos sugeriram
que o IFN-y pode limitar a multiplicagéo parasitaria em individuos infectados por P.
falciparum (Farouk et al.,2005; Diouf et al., 2007).

Nas faixas de altas parasitemias, observamos que houve aumento
na concentragdo seérica de IL-10. Este resultado sugere que a resposta anti-
inflamatdria pode estar atuando para regular a resposta pro-inflamatéria, que
participa tanto da acao direta para eliminagcédo do parasito como pode contribuir
para a fisiopatogenia da doenga. Assim, no momento em que esta resposta pro-
inflamatdria € regulada por altas concentragdes séricas de IL-10, a densidade
parasitaria aumenta. O resultado obtido neste trabalho esta de acordo com outros
estudos, os quais mostraram correlacdo positiva entre os niveis de IL-10 e a
densidade parasitaria em individuos infectados por P. vivax (Zeyrek et al., 2006) e

por P. falciparum (Luty et al., 2000; Perkins et al., 2000; Ong’echa et al., 2007).
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A producao de IFN-y e IL-10 em individuos primoinfectados foi maior
que nos individuos expostos anteriormente a malaria. Em relacdo a IL-10,
observamos que a exposicao prévia e a reexposicao ao parasito nao influenciaram
na produgdo desta citocina. Estes resultados podem ser explicados, pelo menos
em parte, pela ineficacia da geragdo de clones de memoria. Na malaria, a
imunidade protetora é gradualmente adquirida pela exposicdo natural de
individuos que residem em areas endémicas, mas € rapidamente perdida no
momento em que a exposi¢cao do individuo ao parasito deixa de existir, indicando
que a memdéria imunoldgica na malaria € de curta duracdo e requer constante
exposi¢ao ao parasito (Struik & Riley, 2004; Todryk et al., 2008; Roestenberg et
al., 2009).

A produgdo de células de memdria de longa duragao parece estar
relacionada com niveis elevados de IL-2 induzidos rapidamente e com a ativagéo
de células T produtoras de IFN-y (Minigo et al., 2007). Porém, como podemos
observar, os resultados obtidos no nosso estudo sugerem que a produgao de FN-y
pode estar sendo regulada por altos niveis de IL-10.

Neste estudo também investigamos o polimorfismo na posi¢ao +874
do gene que codifica o IFN-y e o polimorfismo na posi¢cdo -1082 do gene que
codifica a IL-10 para verificar se os gendtipos homozigotos mutantes estéo
associados com a menor produgao sérica destas citocinas, além de analisar as
possiveis implicagdes dos polimorfismos sobre a densidade parasitaria na malaria

causada por P. vivax. Até o momento, ndo ha relatos de estudos na literatura que
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associam os polimorfismos IFNG+874 e IL10-1082 com a malaria causada por
P. vivax. Recentemente, um estudo que investigou polimorfismos na regido
promotora do gene que codifica o0 TNF-a. mostrou que o alelo A na posicao -308 e
o alelo C na posicao -1031 estdo associados com niveis séricos elevados desta
citocina, porém nao foi observada a associacdo destes alelos com a
suscetibilidade a malaria causada por P. vivax (Sohail et al., 2008).

As frequéncias dos alelos A e T para o polimorfismo IFNG+874
foram 0,70 e 0,30, respectivamente, enquanto que as frequéncias dos alelos A e G
para o polimorfismo IL10-1082 foram 0,71 e 0,29, respectivamente. As frequéncias
alélicas obtidas neste estudo para ambos os polimorfismos foram semelhantes
aquelas obtidas em outras doencgas infecciosas ou ndo infecciosas. Matos e
colaboradores (2007) investigaram o polimorfismo IFNG+874 e verificaram
frequéncias para os alelos A e T iguais a 0,63 e 0,37 em individuos com
leishmaniose cuténea, e de 0,67 e 0,33 em individuos com leishmaniose mucosa,
respectivamente. Em estudo realizado na China por Chen e colaboradores (2007),
a prevaléncia do alelo mutante A foi alta, com frequéncia de 0,86 para este alelo e
de 0,14 para o alelo T em individuos com purpura trombocitopénica idiopatica,
enquanto que no grupo controle as frequéncias dos alelos A e T foram de 0,89 e
0,11, respectivamente.

O polimorfismo IL10-1082 também foi investigado em individuos com
leishmaniose. Salhi e colaboradores (2008) verificaram frequéncias de 0,69 e 0,31

para os alelos A e G, respectivamente, em individuos infectados por Leishmania
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braziliensis. A distribuicdo dessas frequéncias também foi descrita em individuos
infectados pelo HIV. Chatterjee e colaboradores (2009) verificaram que as
frequéncias para os alelos A e G foi de 0,72 e 0,28, respectivamente, em
individuos soropositivos para HIV-1, e de 0,71 e 0,29, respectivamente, em
individuos soronegativos para HIV-1.

Na anadlise das freqUéncias genotipicas, o gendtipo homozigoto
mutante AA para o polimorfismo IFNG+874 foi o mais prevalente. Os gendétipos
AA, AT e TT apresentaram frequéncias de 0,51, 0,39 e 0,10, respectivamente.
Estas frequéncias sdo similares as encontradas em outros estudos. Matos e
colaboradores (2007) observaram frequéncias de 0,47, 0,41 e 0,12 para os
genotipos AA, AT e TT, respectivamente, em individuos com leishmaniose
mucosa. Recentemente, Ansari e colaboradores (2009) descreveram frequéncias
de 0,45, 0,40 e 0,15 para os gendtipos AA, AT e TT, respectivamente, em
individuos com tuberculose disseminada. A descricao de freqliéncias elevadas dos
genotipos homozigoto mutante AA e heterozigoto AT foi confirmada por varios
trabalhos, que analisaram diferentes doencas infecciosas, como observado no
trabalho de Amim e colaboradores (2008), os quais observaram em um estudo
com tuberculose, realizado no Brasil, frequéncias de 0,57, 0,27 e 0,16 para os
genotipos AA, AT e TT, respectivamente. Em estudo realizado com individuos com
sindrome respiratéria aguda, realizado na China, as frequéncias encontradas
foram 0,70, 0,27 e 0,03 para os gendtipos AA, AT e TT, respectivamente (Chong

et al., 2006).
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Na analise das frequéncias genotipicas para o polimorfismo
IL10-1082, a frequéncia do genotipo homozigoto mutante AA também foi a mais
prevalente. Os gendtipos AA, AG e GG apresentaram frequéncias de 0,49, 0,43 e
0,08, respectivamente. Outros estudos também verificaram maior prevaléncia do
gendtipo mutante e descreveram frequéncias gendtipicas semelhantes as
observadas nesse estudo. Ouma e colaboradores (2008) verificaram frequéncias
de 0,44, 0,40 e 0,16 para os gendtipos AA, AG e GG, respectivamente, em
individuos com anemia severa causada por P. falciparum. Na infeccao por HIV, as
frequéncias obtidas para os gendtipos AA, AG e GG foram 0,55, 0,33 e 0,11 em
individuos soropositivos para HIV-1, respectivamente, e de 0,51, 0,40 e 0,09 em
individuos soronegativos para HIV-1 (Chatterjee et al., 2009).

Os resultados obtidos neste estudo apontam que individuos que
apresentam o gendtipo homozigoto mutante AA para o polimorfismo IFNG+874
tém niveis séricos diminuidos de IFN-y, enquanto que portadores do alelo
selvagem T (gendtipo AT e TT) apresentam niveis elevados desta citocina no
soro. Este resultado esta de acordo com o estudo de Ansari e colaboradores
(2009), que mostraram niveis elevados, intermediarios e baixos de IFN-y
associados aos genotipos TT, AT e AA, respectivamente, em cultura contendo
sangue total estimulado com antigeno de Mycobacterium tuberculosis. Outro
estudo mostrou que individuos que tém a presenca do alelo T (AT e TT) produzem

niveis elevados de IFN-y, quando comparados com individuos homozigotos

mutantes (AA), apos a detecgdo de IFN-y por ELISPOT, em culturas de células
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mononucleares na presenga de antigenos PPD e ESAT-6 de M. tuberculosis
(Sallakci et al., 2007). Estudo semelhante foi realizado com CMSP de individuos
com leishmaniose cutdnea ou com leishmaniose mucosa. As culturas foram
estimuladas com antigenos de promastigota de L. braziliensis. Na leishmaniose
cutédnea, observou-se que individuos com o geno6tipo AA produziram niveis mais
baixos de IFN-y do que individuos com os gendtipos AT e TT, porém, na
leishmaniose mucosa ndo houve diferenga (Matos et al., 2007).

O polimorfismo IL10-1082 também foi associado com a produgéo
sérica de IL-10. Os individuos que tém a presenca do alelo selvagem (AG e GG)
apresentaram niveis séricos de |IL-10 maiores do que os individuos homozigotos
mutantes (AA), porém a diferenga nao foi significativa. Neste estudo, o
polimorfismo IL10-1082 n&o alterou a produgéo sérica desta citocina. Os efeitos do
polimorfismo 1L10-1082 sobre os niveis séricos de IL-10 também foram analisados
por Hohaus e colaboradores (2009), que mostraram que o gendtipo GG esta
associado com a maior producado de IL-10 do que os genodtipos que tém a
presenca do alelo mutante (AA e AG), em europeus com Linfoma de Hodgkin.
Porém, um estudo realizado para verificar a producdo de IL-10 em cultura
contendo CMSP estimuladas com antigeno de M. tuberculosis mostrou que o
polimorfismo 1L10-1082 n&o estava associado com os niveis de IL-10 (Selvaraj et
al., 2008).

Ao analisar se o polimorfismo IFNG+874 esta associado com a

eliminagdo do parasito, ndo observamos diferengas entre o grupo de individuos
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homozigotos mutantes AA e o grupo que tem o alelo selvagem (genétipos AT e
TT). Quanto ao polimorfismo IL10-1082, também observamos que individuos
homozigotos mutantes AA tém a mesma capacidade de eliminagdo dos parasitos
que os individuos que tém a presenca do alelo selvagem (AG e GG), sugerindo
que os polimorfismos no gene que codifica o IFN-y e no gene que codifica IL-10
ndo estao associados com a eliminag&o do parasito.

Os polimorfismos IFNG+874 e 1L10-1082, embora interfiram na
producdo de IFN-y e IL-10, respectivamente, ndo foram associados com a
eliminacdo do parasito na malaria causada por P. vivax. No estudo realizado por
Carpenter e colaboradores (2009), também nao foi observada associagao entre o
polimorfismo [L10-1082 e a densidade parasitaria na malaria causada por
P. falciparum. No estudo de Carpenter e colaboradores (2009), nao foi analisado o
polimorfismo no gene do IFN-y.

Para verificar se a ocorréncia de genoétipos associados interfere na
parasitemia, analisamos individuos homozigotos mutantes tanto para IFNG+874
como para IL10-1082 (IFNG+874AA / IL10-1082AA) e observamos que n&o houve
diferengca na capacidade de eliminagdo dos parasitos, quando comparados com
individuos que tém a presencga do alelo selvagem tanto para IFNG+874 como para
IL10-1082 (IFNG+874AT ou TT / IL10-1082AG ou GG). Além disso, observamos
que individuos que sao homozigotos mutantes apenas para IFNG+874

(IFNG+874AA / 1IL10-1082AG ou GG) apresentam a mesma capacidade de
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eliminagdo do parasito que individuos homozigotos mutantes apenas para IL10-
1082 (IFNG+874AT ou TT /IL10-1082AA).

Como os niveis séricos de IL-4 e de IL-12 obtidos neste estudo
foram muito baixos em todos os individuos infectados por P. vivax, polimorfismos
nos genes que codificam estas citocinas ndo foram analisados. Estes niveis
baixos podem estar mais relacionados ao periodo de produg¢ao destas citocinas do
que propriamente pela presenga dos polimorfismos. Desta forma, um estudo para
associar niveis séricos com polimorfismos teria que estabelecer o0 momento da
deteccao destas citocinas.

Estudos realizados com a finalidade de caracterizar fatores genéticos
que influenciam os mecanismos da resposta imune podem contribuir com novas
estratégias para estudar a resposta imune na malaria. Assim, mais estudos
imunolégicos e moleculares devem ser realizados, com o objetivo de caracterizar
fatores genéticos e identificar mecanismos efetores envolvidos na aquisigdo de

protecéo, capazes de eliminar ou controlar a parasitemia na malaria humana.
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5. CONCLUSOES

- Durante a infeccao patente por Plasmodium vivax, houve produgao das citocinas
Interferon-y (IFN-y) e Interleucina-10 (IL-10), mas n&do foram detectados niveis

séricos de Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-12 (IL-12).

- Os niveis séricos das citocinas IFN-y e IL-10 apresentaram grande variagao
individual e a concentragédo média foi 44,50 + 75,05 pg/mL e 283,80 + 216,71

pg/mL, respectivamente.

- As concentragdes séricas da citocina IFN-y foram semelhantes nas diferentes
faixas de densidade parasitaria, enquanto que a concentracéo da citocina IL-10 foi

maior no grupo com parasitemia mais alta.

- A producao da citocina IFN-y foi maior nos individuos primoinfectados, enquanto

que para IL-10 ndo houve diferenca.

- A frequéncia do gendtipo homozigoto mutante para a citocina IFN-y (IFNG

+874T/A) foi 50,65% e apresentou associagao com a menor produgéo da citocina.
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- A frequéncia do gendtipo homozigoto mutante para a citocina IL-10 (IL10-1082)

foi 49,35% e nao afetou a produgao da citocina.

- Os polimorfismos (IFNG+874 e 1IL10-1082) nao alteraram a densidade
parasitaria, quando ocorreram tanto no gene de apenas uma citocina (IFN-y ou

IL10) como nos genes das duas citocinas (IFN-y e IL10).

- Durante a infecc&o patente por Plasmodium vivax houve producéo de citocina
que caracteriza o perfil Th1 (IFN-y), com possivel participacdo da IL-10 na

imunorregulagéo.
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ANEXOS
ANEXO |

CARTA DE INFORMAGAO AO PACIENTE

1- Titulo do Projeto: Deteccdo de citocinas na malaria causada por
Plasmodium vivax

2- Instituicao onde sera desenvolvido o projeto: Universidade Federal do Para
(UFPA)

3- Objetivos: O objetivo geral deste projeto sera contribuir com a geragdo de
conhecimento acerca dos mecanismos de defesa desenvolvidos naturalmente
contra a malaria causada por P. vivax.

4- Procedimentos: Serdo coletados 10-15 mL de sangue venoso em tubo a
vacuo, contendo anticoagulante. Todo o material utilizado na coleta é descartavel
€ vocé nao sera submetido a qualquer risco.

5- Beneficios: A realizagcdo desse estudo podera contribuir para a compreensao
dos mecanismos de defesa que sao ativados em individuos que estdo com
malaria, e assim, aumentar o conhecimento sobre o que ocorre no organismo de
uma pessoa, quando ela foi exposta ao parasito que causa a malaria.

6- Etica: Sua participagdo neste estudo sera sigilosa e, portanto, seu nome nao
sera utilizado em nenhuma etapa desta pesquisa. Vocé podera desistir de
participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento. Além disso, vocé sera esclarecido sobre qualquer duvida quanto aos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa
e o tratamento da sua doenca. Também serda apresentada uma carta de
esclarecimento sobre o estudo e os procedimentos envolvidos, que sera lida para
vocé, e caso concorde em participar, vocé deve assinar para confirmar sua
participacao e o entendimento dessa pesquisa em malaria.



114

ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO

Projeto de Pesquisa: Deteccdo de citocinas na malaria causada por
Plasmodium vivax

A malaria € uma doenca causada por um protozoario, transmitida pela
picada do mosquito infectado e seus principais sintomas sao calafrio, febre e suor.
Poucas pesquisas s&o realizadas para entender como o organismo da pessoa
doente reage para se defender da malaria. Portanto, a finalidade desse estudo &
avaliar o que ocorre no organismo de um individuo com malaria, contribuindo para
o0 conhecimento sobre essa doenca.

A realizacao deste estudo precisa da participacdo de pessoas que estéo
com malaria. Esta participacao sera sigilosa e, portanto, seu nome nao sera
utilizado em nenhuma etapa da pesquisa. Vocé podera desistir de participar a
qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento. Além
disso, vocé sera esclarecido sobre qualquer duvida acerca dos procedimentos,
riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa e o tratamento
da sua doencga. Todo o material utilizado na coleta é descartavel. Serdo coletados
10-15mL de sangue, e durante este procedimento, vocé n&o sera submetido a
nenhum risco.

Se desejar obter mais informagdes ou esclarecer qualquer duvida sobre a
sua participacado, pode entrar em contato com a professora Maristela Gomes da
Cunha, no Departamento de Patologia da Universidade Federal do Para ou pelo
telefone (91) 3201-7565.

Apos a leitura e explicagdes, entendi, ndo tenho duvidas e concordei

voluntariamente em participar desse estudo.

NOME:

DATA:

RG:
ASSINATURA:

Confirmo ter explicado a natureza e objetivos deste estudo ao paciente acima,

NOME:

RG:

DATA:
ASSINATURA
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ANEXO Il

FICHA EPIDEMIOLOGICA

Titulo do projeto: Deteccao de citocinas na malaria causada por Plasmodium vivax

Quanto tempo mora neste enderego (MESES)? ......uueeiieieeiiiiiiiiiiiieiee e
Quanto tempo em area endémica (MESES)? ....coeiiiiiiiiiiiiiiie e
Deslocou-se nos ultimos 30 dias (Iocal)?..........oooo i
Local de provavel iINfECGAO........ccoooi i

Enderecgo nos ultimos 10 anos:

LSS Periodo: ......ccooiiiiis
PR RRR Periodo: ...,
Usa alguma protecdo individual? () Sim ( ) Nao

Se sim, quais (1-mosquiteiro, 2-repelente, 3-quimioprofilaxia, 4-outros)?...............
Quantas malarias ja teve?............ccccvveeeenn. Qual (quais) espécie (S)?....ccccevverernnns
Tempo da ultima malaria (meses):.........ccouveevieeeeeee. Espécie (S): ccoevieieiiiiiiiieieieen,
Ja foi hospitalizado durante alguma malaria?.........cccccooviiiiiiii e,

Doencas tropicais: ( ) Leishmaniose ( ) Doenca de Chagas ( ) Toxoplasmose
Quantas vezes? ( )1 ()2 ()3 ( )mais de 4

Ja fez transfusdo de sangue ( )Sim ( )Nado Quantas? ........cccccueeeee.
Esta tomando medicCamento? ...

Histodria clinica atual (1-febre, 2-cefaléia, 3-calafrios, 4-nauseas, 5-mialgia,

B-OULIOS). .t Inicio dos sintomas..........cccceeeveieiiienen.
Temperatura corporal: .......c.cccceeeveveeeee. Tipo sanguineo (ABO/Rh):.........cccceviiiininnnns
Se mulher, esta gravida? () Sim ( ) Nao

ODSEIVAGOES: .. .oeetiitiei e e et ee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e eeeerrar e aaaaaaes
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

irta de n® 0015/2007
Protocolo CEP/IEC - N° 0012/06
CAAE: 0021.0.072.000-06

Ananindeua/PA, 09 de marco de 2007.

I AARATTL T
COMITE DE

r PrCc S
FESQUISA

i

“Detec¢iio de citocinas produzidas por linfécitos T

especificos e

estimulados in vitre com antigenos da fase sangiiinea de Plasmddio vivax>.

Pesquisador Responsavel: ~ MARISTELA GOMES DA CUNHA

Conforme tramitag¢ao junto ao CEP/IEC, o projeto em questio foi considerado
aprovado

Recomenda-se

ao coordenador que mantenha atualizados todos os documentos

pertinentes ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

ntos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 ¢ suas complementares, do Conselho Nacional de Satde/Ministério
da Saude.

Este CEP se¢ incumbiré dos procedim

Relatério Final - devera ser elaborado um consolidado, incluindo os resultados

C
[nais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, ap6s a finalizagio da mesma.

T

MANOEL DO

“ARMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/IEC
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