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RESUMO

Introducdo: A Maléria é uma doenca infecciosa causada pelos protozoarios do
género Plasmodium, caracterizada por sindrome febril aguda, gerada pela
modulagéo de citocinas, quimiocinas e mediadores inflamatorios derivados de &cido
araquidénico que atuam durante a resposta imune contra o parasita. Segundo dados
coletados pela OMS, em 2015, ocorreram 214 milhdes de casos de maléria no
mundo, sendo a infec¢do pelo P. vivax responsavel por cerca de metade dos casos
fora da Africa, com mais de 2 bilhdes de pessoas vivendo em éareas de risco. No
Estado do Amazonas estdo reunidos mais de 80% dos casos notificados pelo Brasil,
dos quais, 90% séo pela malaria vivax. Portanto, este trabalho teve como obijetivo
caracterizar o perfil de eicosanoides, citocinas e quimiocinas circulantes de pacientes
infectados com Plasmodium vivax na cidade de Manaus, Amazonas. Material e
Métodos: Para este estudo foram coletadas amostras de 14 pacientes infectados
com P.vivax no dia 0 (fase aguda) obtendo apenas 12 retornos no dia 28 (fase de
convalescenca) e 12 amostras de individuos saudaveis. A identificacdo e a
quantificacdo de lipideos foram realizadas pela técnica de lipidoma (HPLC/MS) e a
dosagens de citocinas e quimiocinas por citometria de fluxo, usando o kit de
dosagem de citocinas CBA. As andlises estatisticas foram realizadas com o
programa GraphPadPrism5.0. Resultados: Os resultados demonstraram um
aumento significativo nos leucdcitos totais, eosindfilos, basofilos, linfocitos,
plaquetas, colesterol total e HDL e uma diminuicdo significativa na glicose, GGT,
bilirrubinas totais, direta e indireta no DO quando comparado ao D28.De 23
eicosanoides pesquisados, 10 foram encontrados e descritos neste trabalho (LTB,, 6-
trans-LTB4, LTE4, PGE,, 15-keto-PGE,, TXB,, 5-Ox0-ETE, 5-HETE, 12-HETE e 15-
HETE). No entanto, observou-se que estes estavam com as concentracfes
reduzidas no DO, quando comparados com grupo controle. Contudo, LTB,, 6-trans-
LTB4, 5-Oxo0-ETE, 5-HETE, 12-HETE apresentaram-se aumentados quando
comparamos DO com D28.Além disso, as concentracbes de IL-6, IL-10, IFN-y, IL-
17A, IL-8, MIG, MCP-1 e IP-10 se mostraram elevadas no DO em comparacdo com o
grupo controle, exceto RANTES. Quando comparamos DO com o D28 observou-se
uma diminuicdo desses mediadores soluveis, exceto RANTES. Por fim, foi
demonstrado que as citocinas IL-6 e IFN-y e as quimiocinas IL-8, RANTES MIG,
MCP-1 e IP-10 apresentaram correlacdo com todos os eicosanoides identificados.
Conclusao: Pode-se concluir que pacientes com malaria vivax podem apresentar
alteracbes hematoldgicas significativas sem desenvolverem a forma grave da
doenca. Além disso, observou-se a producdo de eicosanoides na maléaria sugerindo
a participacdo do mesmo durante a resposta imunoldgica do hospedeiro a partir das
interacdes obtidas entre as citocinas inflamatorias e quimiocinas.

Palavras-Chaves: Plasmodium vivax; Eicosanoides; Citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus
Plasmodium, characterized by acute febrile syndrome, generated by modulation of
cytokines, chemokines and inflammatory mediators derived from arachidonic acid that
act during the immune response against the parasite. According to data collected by the
WHO in 2015, there were 214 million cases of malaria worldwide, and infection with P.
vivax accounts for about half of the cases outside Africa, with more than 2 billion people
living in risk areas. In the State of Amazonas are meeting more than 80% of cases
reported by Brazil, of which 90% are for vivax malaria. Therefore, this study aimed to
characterize the eicosanoid profile, cytokines and chemokines current patients infected
with Plasmodium vivax in Manaus, Amazonas. Material and Methods: For this study,
samples were collected from 14 patients infected with P. vivax on day O (acute phase)
getting only 12 returns on day 28 (convalescent phase) and 12 samples from healthy
individuals. The identification and quantification were performed by lipid lipidome
technique (HPLC / MS), and the dosages of cytokines and chemokines by flow
cytometry using the CBA cytokine kit dosage. Statistical analyzes were performed with
the GraphPadPrism5.0 program. Results: The results demonstrated a significant
increase in the total leukocytes, eosinophils, basophils, lymphocytes, platelets, total and
HDL cholesterol and a significant decrease in glucose, GGT, total direct and indirect
bilirubin in DO when compared to eicosanoids searched in D28. Within 23 eicosanoid
surveyed 10 were found and described in this paper (LTB4, 6-trans-LTB4, LTE4, PGE2,
15-keto-PGE2, TXB2, 5-ox0-ETE, 5-HETE, 12-HETE and 15-HETE). However, it was
observed that with these concentrations were reduced on DO when compared with the
control group. However, LTB4, 6-trans-LTB4, 5-oxo-ETE, 5-HETE, 12-HETE was
presented increase when compared DO with D28. In addition, the IL-6, IL-10, IFN-y, IL-
17A, IL-8, MIG, MCP-1 and IP-10 concentrations were high in DO compared with the
control group, except RANTES. When comparing DO to D28 there was a decrease of
these soluble mediators, except RANTES. Finally, it was shown that IL-6 and IFN-y
cytokines and IL-8, RANTES MIG, MCP-1 and IP-10 chemokines were correlated to the
all identified eicosanoids. Conclusion: It can be concluded that patients with vivax
malaria can present significant hematologic changes without developing the severe form
of the disease. Moreover, it observed the production of eicosanoids malaria suggesting
the participation thereof during the host immune response obtained from interactions
between inflammatory cytokines and chemokines.

Key Words: Plasmodium vivax; eicosanoids; Cytokines.
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INTRODUCAO

A malaria é um grave problema de saude publica devido a sua alta incidéncia e as
consequéncias (morbidade) que trazem para pessoas acometidas pela doenca. Esta
doenca influéncia significativamente o potencial de desenvolvimento de paises, regides

e estados, pelos multiplos custos que ela provoca (BUTCHER, 2004).

A malaria é endémica principalmente nas areas tropicais e subtropicais do mundo e,
mesmo nessas regides, sua distribuicdo ndo € homogénea. Ocorre principalmente na
Africa, no Sudeste Asiatico e na Regido Amazonica da América do Sul. Sua incidéncia
maior é no continente africano, ao sul do deserto do Saara, onde ocorrem 80% do total
de casos e mortes por malaria no mundo, principalmente entre criancas e jovens
(TAUIL, 2006).

No Brasil, a doenca é predominantemente encontrada na Amazodnia Legal, que
compreende os Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondobnia, Roraima e Tocantins. Prevalecendo nestas regides, as infec¢cbes pelo
Plasmodium vivax e pelo Plasmodium falciparum, principalmente em populagbes
vivendo em condi¢cdes precéarias de habitacdo e trabalho (SILVEIRA E REZENDE,
2001).

Esta infeccdo parasitaria (malaria) € uma doenca curavel, se prontamente
diagnosticada e adequadamente tratada, é causada por protozoarios de filo
Apicomplexa, género Plasmodium, sendo as espécies P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale e P. knowlesi, transmitidas pelos mosquitos do género Anopheles
(LANGHORNE et al.,, 2008; OLIVEIRA-FILHO E MARTINELLI, 2009; DA SILVA
SANTOS et al., 2012). Contudo, o P. ovale e P. knowlesi ainda ndo foram descritos no
Brasil (OMS, 2013).

Das espécies citadas, o P. falciparum ocasiona a maior parte das formas graves e

letais da doenca, e o P. vivax que apesar de ser considerado responséavel pela maior
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morbidade no mundo foi descrito como o agente etiolégico de uma infecgdo benigna
(PRICE et al., 2007).

Em todo o mundo, a maioria das infecgcbes por Plasmodium é clinicamente
silenciosa, refletindo a habilidade dos mecanismos imunolégicos adaptativos em
prevenir os sintomas (GREENWOOD et al., 2005). Em individuos ndo imunes, as
infecgbes séo clinicamente mais evidentes, e uma minoria de casos pode se tornar
grave, com acometimento de multiplos 6rgdos e causar a morte. As manifestacfes
clinicas da doenca dependem da espécie do Plasmodium, da idade e da imunidade
antimalarica do hospedeiro (DRUILHE E PERIGNON, 1997; 1998).

Diversas sdo as explicacdes possiveis para a incapacidade do organismo em
desenvolver uma resposta imune efetora, como normalmente ocorre em infeccdes virais
e bacterianas. Os complexos mecanismos de escape do Plasmodium podem responder

algumas questdes, mas necessitam de melhor elucidacao (HISAEDA et al., 2005).

O Plasmodium € um parasita intracelular, sendo capaz de suprimir a expressao de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 1l (MHC-II) e dificultar a
resposta celular citotoxica (HISAEDA et al.,, 2005). O parasita também induz
modificacdo da superficie de hemacias, facilitando a aderéncia ao endotélio vascular e
dificultando a eliminacdo de parasitas pelo sistema reticulo-endotelial. Além disso, a
diversidade de antigenos entre as varias formas evolutivas do parasita, o polimorfismo
antigénico entre as cepas e a variacdo antigénica clonal de uma mesma cepa tornam

as respostas imunes especificas menos eficazes (HISAEDA et al., 2004).

Segundo dados publicados por nosso grupo de pesquisa, em pacientes infectados
por P.vivax na cidade de Coari-Amazonas, foram identificados biomarcadores
inflamatorios (IL-6, CXCL-8, IFN-y, IL-5), e regulatérios (IL-10). Este estudo sugeriu um
padrdo misto na resposta imunologica do hospedeiro, e que as concentracdes de IL-6 e
IL-10 podem néo estar associadas com o numero de episodios da doenca, e sim, com a
carga parasitaria (GUIMARAES DA COSTA et al., 2014). Outros fatores sollveis
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envolvidos na ativacdo/modulacdo da resposta imunologica necessitam serem

investigados, como a presencga de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos.

Dentre os mediadores lipidicos inflamatérios negligenciados na resposta imune a
malaria, estdo os eicosanoides, que desempenham um papel importante nos processos

inflamatérios e na interface com a imunidade humoral.

Assim, a caracterizacdo dos perfis de citocinas e eicosanoides sao ferramentas
importantes que podem contribuir para a melhor compreensao da resposta imune ao P.

vivax.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia da Maléaria

Segundo dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) houve uma
reducdo de 18% no numero de casos notificados com malaria nos ultimos quinze anos,
com reducao de 48% da taxa de mortalidade da doenca no mundo. Acredita-se que a
maioria dos casos em 2015 ocorreram no continente Africano (88%), regido sudeste da
Asia (10%) e na regido do Mediterraneo Oriental (2%) (OMS, 2015) (Figura 1).

Estima-se que desse total de infecgdes no ano de 2015, 13,8 milhdes de casos foram
causados por P. vivax. Destes, estima-se que metade dos casos ocorreram fora da
Africa. Os casos graves e mortes devido a esta espécie tém sido relatados em todas as

regides endémicas estabelecendo aproximadamente 16% das mortes (OMS, 2015).

Taxas de incidéncia da malaria por paises de 2000-2015 ‘

B Casos reduzidos a zero [ Diminuicéo <50% [T Dados insuficientes
[T Diminuicéo > 75% I Aumento da incidéncia [] Area ndo endémica ou sem transmiss&o
[__] Diminuicao entre 50-75% I N4o aplicavel
© &S 1700 3 250 Kiamars
- —

Figura 1: Mapa das mudancas das taxas de incidéncia na infec¢éo por malaria no periodo de 2000 —
2015
Fonte: OMS, 2015 - Modificado por Filho, PGA
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No continente americano, foram confirmados 390.000 casos de malaria no ano 2014.
As &reas mais afetadas sdo os estados de Bolivar (Venezuela), Amazonas (Brasil) e a
Guiana onde mais de 70% das ocorréncias estdo associadas ao P. vivax, embora P.
falciparum seja responsavel em mais de 50% dos casos na Guiana e Guiana Francesa
e 100% na Republica Dominicana em Haiti. Ainda, em 2014 foram reportadas 79
mortes, sendo o Brasil detentor de metades dos Obitos (OMS, 2015) (Figura 2).

Eonte: World Malaria Report, 2015.
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Figura 2: Mapa de risco da malaria no continente
Americano
Fonte: OMS, 2015 - Modificado por Filho, PGA

O estado do Amazonas é considerado uma area com alta endemia para a doenca,
tendo média de infeccdo, segundo o indice Parasitario Anual (IPA) de 42,2/1.000
habitantes nos dltimos 10 anos (SUAREZ-MUTIS et al., 2007). Em 2010, 15 municipios
(Atalaia do Norte, Barcelos, Borba, Coari, Eirunepé, Guajara, ltacoatiara, Labrea,
Manaus, Manicoré, Rio Preto da Eva, Sdo Gabriel da Cachoeira, Tabatinga, Tapaua e
Tefé) colaboraram com mais de 80% dos casos de malaria no Estado do Amazonas,
(Brasil, 2011) (Figura 3). De janeiro de 2015 até maio de 2016, aproximadamente 100
mil casos foram registrados, dos quais, 90% s&o causados por P. vivax (SINVEP,
2016).
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Figura 3: Areas de transmiss&o da Malaria no Amazonas
no ano de 2010
Fonte: BRASIL, 2011

2.2 Ciclo Parasitario

Os parasitas que causam a malaria desenvolvem ciclo biolégico similar, que se
alterna entre o hospedeiro humano e o mosquito anofelino (Figura 4). No homem esse
ciclo segue algumas fases como: 1) Inoculacdo de esporozoitos pelo mosquito; 2)
Migracdo dos parasitas para circulagdo sanguinea e em seguida para o figado; 3)
Invasdo dos hepatdcitos no 6rgdo e reproducdo na forma assexuada, originando 0s
esquizontes teciduais que amadurecem e liberam milhares de merozoitos; 4) Liberacéo
na corrente sanguinea de merozoitos e invasdo das heméacias, iniciando nova
esquizogonia; 5) Transformagcdo em trofozoitos, que amadurecem e se dividem,
gerando esquizontes no qual rompem as hemacias e séo liberados novamente na
corrente sanguinea na forma de merozoitos; 7) Invasdo de novas heméacias e/ou

diferenciacdo em gametdcitos machos ou fémeas (MILLER et al., 2002).

JA4 no mosquito seguem as seguintes fases: 1) Ingestdo dos gametoécitos através
repasto sanguineo, 2) Migracdo dos gametdcitos para luz do intestino do inseto onde
ocorre a reproducdo sexuada ou fecundacdo, dando origem a um zigoto que se

transformara em oocineto, 3) Ruptura do epitélio do intestino e transformacao destes
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em oocisto e por ultimo 4) Inicio da esporogonia dando origem ao esporozoitos, que ira
migrar para as glandulas salivares do mosquito, gerando assim um novo ciclo quando

inoculados através de um novo repasto sanguineo (MATUSCHEWSKI, 2006).

Entretanto, para as espécies P. vivax e P. ovale 0os esporozoitos presentes no
homem podem permanecer quiescentes nas células do figado por um longo periodo de
tempo, transformando-se em hipnozoitas (STURM et al., 2006).
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Figura 4: Ciclo de vida do Plasmodium
Fonte: CDC, 2016 — Modificado por Filho, PGA

2.3 Diagnéstico e Tratamento da Malaria

Nos varios lugares onde a malaria € endémica, predominando o0s paises pobres ou
em desenvolvimento, o diagnostico da infeccdo ainda precisa de melhorias para melhor
atender os individuos que pertencem a esses paises. Apesar de todos 0s avangos
tecnologicos adquiridos, o método de visualizagdo microscopica a partir do estendido

sanguineo (gota espessa) no qual pode ser observado o parasita ainda é considerado o
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padrdo ouro para as areas endémicas (COLEMAN et al., 2002; BOWERS et al., 2009;
ALEXANDER et al., 2010).

O tratamento para malaria € direcionado ao combate do parasita em seu ciclo
evolutivo. Os medicamentos atuam na interrup¢cdo da esquizogonia sanguinea,
responsavel pela patogenia e manifestagdes clinicas da infec¢do; na destruicdo das
formas latentes das espécies P.vivax e P. ovale no ciclo tecidual (hipnozoitos), evitando
assim sua ativacao tardia; na interrupcdo da transmissdo do parasito, pelo uso de
drogas que impedem o desenvolvimento de suas formas sexuadas (gametécitos). O
ministério da salude criou diversos esquemas terapéuticos designados para cada
espécie, utilizando farmacos como a primaquina, cloroquina, mefloquina, artesunato,
quinina e doxiciclina (BRASIL, 2010).

2.4 Resposta Imunoldgica a Malaria

O ser humano (hospedeiro) é capaz de desenvolver uma resposta imunolbgica
contra as diversas formas e estagios do Plasmodium (GOOD et al., 2005). Isso tem sido
relatado em modelos experimentais que puderam observar que 0s componentes
imunoldgicos foram eficientes para controlar a reproducdo do parasita na fase
sanguinea da doenca (STEVENSON E RILEY, 2004).

No entanto, existem uma gama de fatores que podem esta influenciando na
eficiéncia da resposta imune e no prognoéstico da doenca, como a intensidade de

transmisséo, fatores econdmicos e sociais e viruléncia do parasita (SNOW et al., 2001).

Inmeras evidéncias indicam que podemos possuir uma resposta imune protetora
natural contra a malaria, podendo ser obtidas a partir de consecutivas infeccbes
(COHEN E BUTCHER, 1961; MCGREGOR, 1974; BAIRD et al., 1991). Porém, essa
imunidade é parcialmente cepa-especifica (WEBSTER E HILL, 2003).

Em regides onde a maléria € endémica, uma grande parte das infeccbes causada
pelo Plasmodium € silenciosa, indicando que individuos residentes nestas areas
possuem a habilidade de manter os mecanismos da imunidade inata ativados por
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longos periodos de tempo ou desenvolver uma resposta imune adaptativa efetora,
controlando assim o parasita. Por outro lado, o parasita utiliza dessa adaptacdo do
hospedeiro, para criar mecanismos de escape que favorece sua transmissao a outros

vetores que irdo manter o seu ciclo evolutivo (ALVES et al., 2005).

Assim, fica claro que as repostas imunes inata e adaptativa sdo essenciais para
controlar a infec¢cdo e requer a participagcdo de moléculas do sistema complemento,
ativacdo de macroéfagos, células NK e NKT, células dendriticas (DC), linfécitos TCD4+,
TCD8+ e a producdao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IFN-y (URBAN et al.,
1999; ENGWERDA E GOOD, 2005; ROLAND et al.,, 2006; DIALLO et al., 2008;
COELHO-CASTELO et al., 2009)

2.4.1Resposta Imune Inata Contra a Malaria

Estudos tém sido realizados para entendermos cada vez mais como funciona a
resposta imune inata do hospedeiro ao parasita. O desenvolvimento desta resposta
estd diretamente associado com a ativacdo da resposta imune adaptativa. Os
receptores do tipo Toll (TLR) pertencem ao um grupo de receptores que reconhecem
padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPSs), cujo papel fundamental é
participar do inicio da resposta imune inata (MEDZHITOV E JANEWAY, 2000;
KRISHNEGOWDA et al., 2005).

O Plasmodium possui moléculas de glicosilFosfatidillnositol (GPI), que ativa
macrofagos através da interagdo com os receptores TLR-2 e TLR-4 fazendo com que
ocorra um aumento na producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-12) e
oxido nitrico (NO) (ZHU et al., 2005; KRISHNEGOWNDA et al., 2005).

Durante a infeccéo na fase eritrocitica, o parasita digere a hemoglobina presente na
hemacia, levando a formacéo de residuos altamente toxicos denominados heme. A fim
de evitar um dano oxidativo causado por estes residuos, o parasita desenvolveu um
mecanismo que converte o heme em um cristal insolavel, denominado hemozoina

(FRANCIS et al.,, 1997). A hemozoina liga-se ao DNA do parasita e pode ser
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reconhecida por Toll-9, levando a producao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,
IL-13 e até mesmo a produgcdo de quimiocinas como MCP-1, MIP-1la e B e IL-8,
aumentando assim a resposta inflamatéria (PARROCHE et al., 2007; GIRIBALDI et al.,
2010).

Um estudo realizado por Franklin et al., (2011), demonstrou que através do bloqueio
de TLR -9 ocorreu a diminuicdo dessas citocinas, indicando que esse receptor é

importante na sinalizacdo para a produc¢éo de citocinas pro-inflamatorias.

Dentre 0os componentes que participam da resposta imune inata se encontram as
células Tyd, NK, NKT, células dendriticas e os macrofagos. As células NK estdo
presentes na medula 0ssea, sangue periférico e baco e essa grande distribuicdo
permite que essas células tenham maior probabilidade de contato com eritrécitos
parasitados. Na resposta imune inata, as células NK produzem IFN-y e sédo capazes de
eliminar do parasita devido aos processos de citotoxidade em reposta ao parasita (OJO-
AMAIZE et al., 1984; DOOLAN E HOFFMAN, 1999; ARTAVANIS-TSAKONAS E RILEY,
2002).

As células NKT e as Células Tyd irdo contribuem para imunidade antimalérica,
realizando um papel essencial no desenvolvimento das respostas imunes inata e
adaptativa (STEVENSON E RILEY, 2004). No entanto, as células NKT participam
contra o desenvolvimento das formas pré-eritrociticas em hepatocitos (SCHMIEG et al.,
2003), ja as células Tyd sdo encontradas em grande namero nas infecgbes por P. vivax
e P. falciparum, desencadeando a produgdao de IFN-y e possuindo funcoes
antiparasitarias (ELLOSO et al., 1994; LANGGORNE et al., 1994; HENSMANN et al.,
2001).

Durante a infeccédo pelo Plasmodium, os mondcitos possuem a funcédo de fagocitar
eritrocitos infectados na auséncia de anticorpos especificos opsonizantes, havendo
uma interacdo do receptor CD36 presente em mondcitos com a proteina PfEMP-1 (P.
falciparum-encoded erythrocyte membrane protein 1) (SERGHIDES et al., 2003).
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A fagocitose dependente de anticorpo pode acontecer, e este processo se inicia
quando os merozoitos liberados na corrente sanguinea séo identificados por anticorpos
especificos do tipo IgG1 e 1gG3, que posteriormente se ligam ao receptor de mondcito
(FcyRs) (DASARI et al., 2012).

As células dendriticas iniciam a resposta imune adaptativa, apresentando pepitideos
do parasita aos linfécitos T (URBAN et al., 1999; DIALLO et al.,, 2008). Outro
componente da resposta imune inata sdo as moléculas do sistema complemento, que
sdo capazes de causar a lise direta ao parasita (ENGWERDA E GOOD, 2005). Outro
mecanismo responsavel por ativar complemento é iniciado quando as hemacias
infectadas se rompem liberando restos celulares e componentes de membrana,
gerando a deposicao de C3b e dando inicio ao processo de fagocitose celular (SILVER
et al., 2010; COUPER et al., 2011). Alguns dos mecanismos que foram citados acima

estdo descritos na Figura 5.
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Figura 5: Alguns dos mecanismos envolvidos na resposta imune inata, ligados ao parasita por
células fagociticas.
Fonte: CHUA et al., 2013 - Modificado por Filho, PGA
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2.4.2 Resposta Imune Adaptativa Contra a Malaria

A ativacado da resposta imune adaptativa ocorre através de diversos fatores um deles
esta relacionado com a fase sanguinea, estando associada com a producdo de
anticorpos, visto que a hemécia ndo apresenta moléculas de histocompatibilidade
(MHC), importantes para a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T. No entanto,
parasitas livres sdo fagocitados pelas células apresentadoras de antigenos, e assim
iniciar a uma resposta imune celular mediada por linfocitos T CD4", responsaveis pela
producado de algumas citocinas (NDUNGU et al., 2005).

A resposta imunolégica contra as formas eritrociticas € de grande relevancia, pois &
nesta fase que o Plasmodium apresenta os sintomas clinicos da doenca. Esta resposta
€ preponderantemente dependente dos mecanismos da imunidade humoral, embora
outros mecanismos protetores ja tenham sido relatados, abrangendo a imunidade inata,
producdo de citocinas e a proliferacdo de células T (PLEBANSKI E HILL, 2000;
GARRAUD et al., 2003; MOORTHY et al., 2004; LANGHORNE et al., 2008).

As células T CD4" participam na inducéo da resposta imunologica contra as formas
sanguineas, durante a infeccdo, ao mesmo tempo em que as células T CD8" estdo
envolvidas nos mecanismos de citotoxidade contra os estagios hepéticos do parasita
(TORRE et al., 2002). No processo de regulacdo dessa resposta, as citocinas podem
inibir a proliferacdo e a ativacdo dos linfocitos e induzir os linfécitos T reguladores
(PERRY et al., 2004; NDUNGU et al., 2005).

Um estudo realizado por Arevalo-Herrera et al., (2002), identificou em humanos, a
participacdo das moléculas de MHC de classe | na apresentacdo de antigenos aos
linfocitos T CD8" durante a fase hepatica na infecgdo por P. vivax. A ativacdo de
Linfécitos T CD8" por essas moléculas, foram responsaveis por promoverem o
rompimento de hepatdcitos infectados (GONZALEZ et al., 2000; JOBE et al., 2009).

A resposta imune celular inicial é caracterizada pela ativagdo dos linfécitos T CD4"

do perfil Thl, juntamente com a producéo de IFN-y e TNF-B, ocorrendo o controle da
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densidade parasitaria no hospedeiro realizado a partir da ativacdo dos macréfagos e da
producao sinérgica de IL-2, TNF-a IFN-y e NO (ROCKET et al., 1991; JACOBS et al.,
1996). Porém, quanto a eliminacdo dos parasitas, este processo é definido pela
presenca de linfocitos T CD4" de perfil Th2, incluindo as citocinas IL-4, IL-5 e IL-6, junto
com a ativacdo de células T yd e células NK produtoras de IFN-y (ARTAVANIS-
TSAKONAS E RILEY, 2002; ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 2003; MACKINTOSH et
al., 2004; BOUTLIS et al.,2006). Outro fator caracteristico da resposta imune adaptativa
é a formacao de células T CD4" e CD8" de memodria, podendo atuar durante a fase de

defesa primaria quando esse hospedeiro se infectar novamente (KEATING et al., 2005).

Varios tipos de células T CD4" se desenvolvem a partir de células T virgens quando
submetidas aos antigenos, sendo caracterizadas pela sintese de citocinas e
mecanismos efetores (BETTELLI et al., 2007). Um desses tipos é o perfil Th17 no qual
ocorre a producao de IL-17, que, por sua vez, tera a funcao de recrutar neutréfilos para
o local da inflamacéo, induzir a producédo de quimiocinas e peptideos antimicrobicidas
pelos tecidos celulares (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; IWAKURA et al., 2008).

Em um estudo murino foi identificado o receptor RORyt, que funciona como chave
da orquestracdo da diferenciacdo de células Th17, sendo essa resposta induzida pela
producéo de citocinas do tipo IL-6 e TGF-B (YANG et al., 2007).

Um estudo desenvolvido por Ishida et al.,, (2010) demonstrou que camundongos
deficientes para IL-17 também desenvolveram malaria cerebral induzida por P. berghei,
indicando que essa citocina talvez ndo esteja envolvida na patogénese da malaria

cerebral.

A fim de tentar controlar a resposta imunolédgica, ocorre a ativacdo de células T
regulatérias (Tregs), que fazem parte de uma subpopulacdo de células especializadas
na supressao imunoldgica, mas em alguns casos, pode desenvolver um controle
regulador excessivo, 0 que permite a replicacdo do parasita sem restricdo
comprometendo assim o hospedeiro (SAKAGUCHI, 2000; ADALID-PERALTA et al.,

2011). Essas células limitam a amplitude da resposta imunoldgica celular, devido a
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producdo de fatores soluveis, tais como, TGF-B, IL-10 e IL-35, podendo resultar na
incapacidade de controlar adequadamente a infeccdo (BELKAID E TARBELL, 2009;
BUENO et al., 2010; SEHRAWAT E ROUSE, 2011).

A inducéo de células Tregs durante a malaria pode ser dependente da citocina IL-10
e TGF-B (WU et al.,, 2007). E sua funcédo tem sido relacionada com o controle das
respostas inflamatorias e na diminuicdo da densidade parasitaria, no entanto, o
aumento no numero dessas células tem criado uma acdo oposta, ocasionando o
aumento da concentracdo de parasitas e consequentemente o desenvolvimento da
infeccdo (WALTHER et al., 2005; TODRYSK et al., 2008; MINIGO et al., 2009).

As células Tregs na maléria atuam na supressdo ndo somente de células T, mas
também em diferentes tipos de células da imunidade, tais como, células T CD4* CD25",
T CD8", linfocitos B, natural killer (NK), mondcitos, DCs e neutrofilos (JANSSENS et al.,
2003; MISRA et al, 2004; TRZONKOWSKI et al., 2004; TAAMS et al.,, 2005;
LEWKOWICZ et al., 2006; VENET et al., 2006).

2.5 Metabolismo para a Producédo de Mediadores Lipidicos

Muitas pesquisas relatam que a distribuicdo dos &cidos graxos essenciais (AGE) no
plasma é modulada pela alimentacao diaria do individuo e essa manipulacdo alimentar
pode influenciar diretamente a regulacdo desses AGE, na formacdo de eicosanoides,
na liberagdo de citocinas, nas funcbes de receptores e na composi¢cdo da membrana
celular (ANGULO-GUERRERO E OLIART, 1998; HAGVE et al., 1998; WALLACE et al.,
2003). Para isso, sdo necessarios substratos derivados de acidos graxos essenciais:
acido linolénico (LA), o acido araquiddnico (AA) e o acido eicosapentaenoico que séo

utilizados para que ocorra a formagéo dos mediadores lipidicos (KONIG et al., 1996).

O mais relacionado com os processos inflamatorios € o AA que é um acido graxo
poli-insaturado, ancorado nos fosfolipidios de membranas celulares e podem ser
liberados através da ativacdo celular. Diferentes estimulos bioldgicos, como patégenos

ou mediadores sollveis, liberados no processo infeccioso ou por microrganismo, podem
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estar envolvidos na ativacdo do metabolismo de mediadores lipidicos (ROUZER et al.,
1982; SUTTORP et al., 1985; FUNK, 2001).

Estes indutores ocasionam o disturbio da membrana celular e o aumento do calcio
intracelular, resultando na translocacdo da fosfolipase Ajcitosdlica (cPLA;) para a
membrana nuclear ocorrendo assim a liberacdo do AA (LEWIS E AUSTEN, 1984),
podendo modificar-se enzimaticamente em compostos biologicamente ativos pela acéo
das cicloxigenases (COXs), lipoxigenases (LOXs), ou citocromo P450 (CYP 450)
(Figura 6), (KONIG et al., 1997; MESAROS et al., 2009; HAEGGSTROM E FUNK,
2011).

Membrana de Fosfolipideos

AA. PLA,
l COXs l 15-LOX l 12.L0X  5-LOX l
PGG, 15-HPETE  12-HPETE 5-HPETE
PGD, +— PGH, —>PGl, 15-HETE 12-HETE  S-HETE LTA,

o \\m e /\

PGE, PGF
s 3 B LTC, LTB,

TXBZ |
LTD,

l

LTE,

Figura 6: Biossintese dos ecosanoides
Fonte: Larsson et al., 2013 - Modificado por Filho, PGA

Os eicosanoides produzidos a partir da metabolizagdo do AA incluem as
prostaglandinas (PGs) e os leucotrienos (LTs). Estes mediadores lipidicos estao

associados, ao processo de vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
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recrutamento celular de neutrdéfilos, colaborando com uma resposta pré-inflamatoria,
caracteristica dos primeiros estagios da resposta inflamatéria aguda. Em estagios
tardios, estes mediadores podem ter papel na fagocitose de neutréfilos apoptoticos por
macrofagos recrutados para o sitio inflamatorio induzindo mudancas na propria
producdo de classes de mediadores lipidicos, levando a um perfil anti-inflamatério e,
consequentemente, uma reduc¢do no influxo de células, efeito associado ao processo de
resolucao da inflamacao (LAWRENCE et al., 2002).

Quando a via de metabolizacdo € a COX ocorre a formacéo de endoperdxidos como
os prostanoides, podendo ser formados através da enzima COX-1, que se apresenta
naturalmente nas células e esta relacionada com a homeostasia do organismo; ou por
meio da COX-2, que tem sua expressado induzida apos um estimulo inflamatorio, suas
funcdes podem apresentar atividades anti ou pro-inflamatoérias. As COXs metabolizam a
formacdo do mediador instavel PGH,, podendo ser assim, convertida em
prostaglandinas (PGD,, PGE, e PGF,,), prostaciclinas (PGIl,) e tromboxanos (TXA; e
TXB,) pelas respectivas enzimas sintases (KONIG et al., 1997; VANE et al., 1998;
SMITH et al., 2000).

Trés principais tipos de LOX ja foram descritas na literatura: 12-LOX e 15-LOX que
participam na formacdo dos hidroxieicostetraendicos (HETEs), e a 5-LOX que é
responsavel principalmente pela sintese de LTs, que compreendem o LTB,4, um potente
guimioatraente de leucdcitos e regulador da ativacdo, migracéo e apoptose celular pela
ligacdo aos receptores de BLT; e BLT,. e 0s Cys-LTs (LTCy, LTD,4 e LTE,4) (FACCIOLI
et al.,, 1991; FUNK, 2001; PETERS-GOLDEN et al.,, 2005), que estdo intimamente
relacionados com a asma e doencas alérgicas (KANAOKA E BOYCE, 2004), além de
ser um forte vasoconstritor atuando em receptores de CysLT; e CysLT, (DRAZEN et al.,
1992), podendo estar relacionado com doencas cardiovasculares (RICCIONI et al.,
2010), fibrose (BELLER et al., 2004), cancer (MAGNUSSON et al., 2010) e na resposta
imune do hospedeiro frente a varios patogenos (MACHADO et al., 2005; SECATTO et
al., 2012).
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Ainda pela via das LOXs, ocorre a producao das Lipoxinas (LXAs e LXB,4) que sao
mediadores enddgenos anti-inflamatoérios, podendo ser produzidos por trés vias
transcelulares. A primeira € consequéncia da formacéo de LTA,, pela 5-LOX presente
em células mielbides, o qual € transformado em LXA, pela acdo da 12-LOX. A segunda
via, abrange a formacéo pela 15-LOX derivada de mondcitos e/ou epitélio, de 15-HETE,
0 qual é o substrato para 5-LOX de neutrdfilos, originando assim a LXA; e a LXB4. E a
terceira via, € desencadeada pela aspirina, que inibe irreversivelmente a COX-1 e
acetila a COX-2 formando o 15-HETE, transformando em 5-LOX derivada de leucocito,
em 15-epi-LXA, ou 15-epi-LXB4 (SERHAN et al., 1984; MITCHELL et al., 2002).

Além destas vias classicas e melhores estudadas, as CYPs possuem mecanismo
bioquimico de converter o AA em acidos epoxieicosatriendicos (EETSs), éacidos
dihidroxieicosatriendicos (DHETES) e acidos hidroxieicostetraendicos (HETES). As
formacdes desses metabdlitos podem estar relacionadas a processos fisioldgicos, como
migracao e proliferacdo de células desencadeando o processo inflamatério (SPECTOR
E NORRIS, 2007; PANIGRAHY et al., 2011), ou patoldgicos, como em doencas renais
(MAIER E ROMAN, 2001), hepéticas (SACERDOTI et al., 2003), cardiovasculares
(ISSAN et al., 2013) e cancer (PANIGRAHY et al., 2010).

No contexto de infecgcbes por microrganismos, quando ocorre producdo de PGE,,
tem sido associado ao aumento da producdo de AMP ciclico (CAMP) e supressédo da
resposta imune do hospedeiro, com a inibicho da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como: IFN-y, TNF-qa, IL-12, IL-2 e IL-1B. Em contrapartida, a PGE; é
capaz de induzir a producdo de citocinas de perfil Th2, bem como IL-5, IL-4 e
imunoglobulinas do tipo IgE e IgG1 (HARRIS et al., 2002).

Quando a via de metabolizacéo esta direcionada para producdo de LTs, a mesma se
correlaciona com eventos de inflamacdo aguda, com a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e radicais de oxigénio. Entre os LTs se destacam o LTB4 (PETERS-
GOLDEN et al., 2005; ROGERIO E ANIBAL, 2012) em doengas infecciosas, e 0s
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chamados cistenil-leucotrienos (LTC,4, LTD4 e LTE,), envolvidos na resposta alérgica
(PETERS-GOLDEN E HENDERSON, 2007).

Vale ressaltar que todos esses mediadores lipidicos séo resultado da oxidacdo do
AA (LTs, PGs, LXs, EETs, HETEs, DHETES), possuem 20 atomos de carbono e séo
coletivamente chamados de eicosanoides que se ligam a receptores associados a
proteina G (GPCRs) e cooperam nas fun¢des homeostéticas, processo inflamatoério e
na resposta imune as infec¢bes (FUNK, 2001; MEDEIROS et al., 2004; MACHADO et
al., 2005; PERES et al., 2007; MEDEIROS et al., 2008; SORGI et al., 2009; MACHADO
et al., 2010; CARLOS et al., 2011; HAEGGSTROM E FUNK, 2011; MACHADO et al.,
2011; PERES-BUZALAF et al., 2011; SECATTO et al., 2012; TRINDADE et al., 2012;
SOARES et al., 2013).

2.6 Deteccéao de Eicosanoides

No estudo do metabolismo e producédo de mediadores lipidicos, temos o desafio de

(17

analises quantitativas e qualitativas do tipo “émicas”, referente ao estudo da totalidade
de um conjunto. O lipidoma tem papel crucial no estudo em larga escala dos lipideos
presentes nas células, nos permitindo analisar as estruturas, funcdes e interacbes
lipidicas, bem como determinar as mudancas que acontecem durante 0S processos

fisiolégicos (BOU KHALIL et al., 2010; SHINDE et al., 2012; SONG et al., 2013).

Vérias técnicas analiticas tém sido aplicadas na identificacdo e quantificacdo de
lipideos, como por exemplo, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), a espectroscopia de fluorescéncia, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de ultravioleta (CLAE ou HPLC-UV, do inglés High Performance
Liquid Chromatography). No entanto, a mais utilizada e eficiente para identificagédo e
quantificacdo desta classe de biomoléculas sdo as técnicas de espectrometria de
massas (EM ou MS, do inglés Mass Spectrometry) (MURPHY et al., 2001).

Assim, o lipidoma de eicosanoides € uma importante ferramenta para determinacéo

de todos os possiveis mediadores lipidicos envolvidos na resposta imune a malaria.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Caracterizar o perfil de eicosanoides, citocinas e quimiocinas circulantes de

pacientes infectados com Plasmodium vivax na cidade de Manaus, Amazonas.
3.2 Objetivos Especificos

e Identificar o perfil de eicosanoides (lipidoma) circulantes em pacientes com
malaria vivax, estimulado com lonéforo de Calcio A23187 (IC A23187) no dia 0 (D0) e
dia 28 (D28);

e Descrever o perfil de citocinas Thl, Th2 e Th17 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y,
TNF- e IL-17A) e quimiocinas (IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10) em sangue
periférico de pacientes com malaria vivax no DO e D28;

e Relacionar o perfil de eicosanoides encontrados, com as citocinas e quimiocinas

produzidas, em pacientes infectados com Plasmodium vivax no DO e D28.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo observacional do tipo longitudinal, com coleta de
amostras de pacientes diagnosticados com maléria causada pelo P. vivax para

caracterizar o perfil de eicosanoides e citocinas.
4.2 Populacao de Estudo: Manaus — AM

O Estado do Amazonas é o maior em area territorial do Pais, com 1.559.161,682
quildmetros quadrados, o equivalente ao territdrio de cinco paises, somados: Franca,
Espanha, Suécia e Grécia. Possui um dos mais baixos indices de densidade
demografica do pais, com 2,23 habitantes por quildbmetro quadrado, conforme dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Segundo informac¢6es do Censo
2015, o Amazonas é o 14° estado do Brasil e 0 segundo do Norte em numero de
habitantes, com um total de 3.938.336, dos quais a maioria reside em area urbana. A
capital Manaus (Figura 7), um dos 62 municipios do Amazonas, € a cidade mais
populosa da Regido Norte, com a estimativa de 2.057.711 habitantes. O clima é

eqguatorial imido, com temperatura média de 26,7°C (Brasil, 2015).

Figura 7: Mapa com a localizacdo da cidade de Manaus-Amazonas-Brasil
Fonte: IBGE, 2015 - Modificado por Filho, PGA
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4.3 Amostragem: Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD) e Fundacédo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM)

O numero (n) amostral foi composto por 26 individuos. Destes, 14 foram pacientes
infectados com P. vivax e diagnosticados com Malaria por meio da gota espessa no DO,
que procuraram atendimento no ambulatdrio da Fundagédo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Destes, 12 pacientes retornaram para a consulta D2)
e foram incluidos no projeto para critério de comparacdo da resposta imune, entre 0s
dois periodos. Foram enquadrados no grupo controle, 12 candidatos a doacdo de
sangue, atendidos na Fundacdo Hospitalar de Hemoterapia e Hematologia do

Amazonas (HEMOAM), sem reatividade para os testes de triagem sorologica.
4.4 Critérios de Incluséo

Os critérios de inclusao aplicados para os pacientes foram: individuos de ambos os
sexos, com faixa etéria entre 18 a 65 anos de idade, com o teste de gota espessa
positivo para malaria para P. vixax. Para os individuos controles foram: individuos de
ambos 0s sexos, com faixa etaria entre 18 a 65 anos de idade e que ndo possuissem
nenhuma sorologia positiva para os testes de triagem sorologica (Hepatite C (Anti-HCV,
NAT-HCV) Hepatite B (anti-HBc, HBsAg, NAT- HBV), HIV (anti-HIV-1 e Il, NAT-HIV),
HTLV (anti-HTLV-I e Il), Doenca de Chagas (teste de ELISA) e Sifilis (VDRL).

4.5 Critérios de Excluséo

Como critérios de excluséo, tanto para os pacientes quanto para o grupo controle,
foram aplicados os seguintes parametros: mulheres gravidas, indigenas, pacientes com

outras patologias, co-infectados ou em tratamento para malaria.
4.6 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacdo do Perfil de Eicosanoides e

Citocinas em Pacientes Infectados com Malaria vivax”, foi aprovado pelos Comités de
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Etica em Pesquisa da Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(CEP FMT-HVD) CAEE N° 49472515.5.0000.0005 e Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-FHEMOAM) sob o CAEE N°

49472515.5.3001.0009 (Apéndice 01).
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4.7 Fluxograma do Projeto
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4.8 Coleta de Dados e Material Bioldgico

A coleta do material bioldgico e dos dados epidemiologicos foi realizada no periodo
de novembro de 2015 a marco de 2016 na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado FMT-HVD (Pacientes) e na Fundacao Hospitalar de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas FHEMOAM (Grupo Controle). Os individuos foram
convidados a participar da pesquisa, assinando posteriormente o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 02). Em seguida, foi aplicado o
guestionario estruturado (Apéndice 03), contendo as seguintes informacdes: namero
de identificagdo, data e hora da coleta, nome do candidato, data de nascimento, etnia,
peso, sexo, presenca de co-morbidades, utilizacdo de medicamentos prévios, consumo
de carnes brancas ou vermelhas e que tipo, alimentos ingeridos no dia anterior tipo de
0leo que usava para preparar suas refei¢cdes, principais sinais e sintomas no momento
da coleta, numero de episodios de malaria, diagndstico e parasitemia. Todas essas
informagdes adquiridas foram armazenadas por meio do Software Microsoft, Excel®

(versao 2010 para Windows), para realizacdo das analises.

Foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue periférico por puncédo venosa
em tubos com sistema a vacuo, contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2 Franklin
Lakes, New Jersey, USA), Heparina de Sddio (Labor IMPORT® Sao Paulo, Brasil) e
com Gel separador (Gel BD SST® lIAdvance® Franklin Lakes, New Jersey, USA) para
realizacdo do hemograma, testes bioquimicos, sorologias, dosagem de citocinas,

purificacéo de lipideos e identificacdo e quantificacdo de eicosanoides.
4.9 Testes Hematologicos

A avaliacdo dos indices hematimétricos, dosagem de hemoglobina, determinacéo do
hematdcrito, contagem de hemacias, plaguetas e contagem global e diferencial de
leucocitos das amostras foram realizadas com contador hematologico ADVIA
2120/2120i (SIEMENS® Berlin, Germany) do Laboratério de Analises Clinicas da
Fundacdo HEMOAM.
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4.10 Dosagem de Citocinas Plasméticas por Citometria de Fluxo, usando Kit
CBA (Cytometric Bead Array)

A dosagem de citocinas das amostras de plasma dos pacientes com malaria vivax e
do grupo controle foram realizadas pela técnica de Citometria de Fluxo, usando o kit
CBA (Cytometric Bead Array) BD™ Human TH1/TH2/TH17 Cytokine (Cat. N° 560484,
Lot 5030932.), Kit BD™ Human Chemokine (Cat. N° 552990, Lot. 5069733) da marca
BD® Biosciences, San Diego, CA, USA, seguindo as orientagcbes descritas pelo
fabricante. As citocinas dosadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL17-A, IL-
8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10.

O Kit BD™ CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de tamanho
conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente
através de uma superficie de captura as varias citocinas solUveis. Cada bead de
captura estd conjugada com um anticorpo especifico para cada citocina. A detec¢éo
das citocinas presentes na amostra é realizada através de anticorpos conjugados ao
fluorocromo ficoeritrina (PE) que fornecem um sinal fluorescente em proporcdo a
quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os complexos formados de bead de
captura + citocina da amostra + anticorpo de deteccao sao quantificados através da
Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescéncia PE de cada complexo revela a
concentragdo em pg/mL de cada citocina. Para a aquisicdo das amostras foi utilizado o
Citbmetro de Fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA,
USA) do Instituto Lebdnidas e Maria Deane (ILMD) - Fiocruz Amazonia.

O software FCAP-ArrayTM (v3.0.1) foi utilizado para calcular as concentragbes em

pg/mL e Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) de cada citocina.
4.11 Testes Bioquimicos- Lipidograma, Dosagens Hepaticas e Renais

Para avaliacdo das fracdes de glicose, lipideos totais colesterol total, HDL, LDL,
VLDL, Triglicerideos, fosfatase alcalina, transaminase glutamico-oxalacética (TGO),
transaminase glutamico-piravica (TGP), bilirrubina total, direta, indireta, acido Urico,
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creatina e ureia as amostras de sangue total foram encaminhadas para o Laboratério
de Analises Clinicas da Fundacdo Hospitalar de Hemoterapia e Hematologia do
Amazonas (HEMOAM), tendo suas dosagens realizadas através de método
automatizado utilizando o aparelho ARCHITECT® i2000 SR (ABBOTT® Chicago,
lllinois, USA).

4.12 Identificac&o e Quantificacao de Eicosanoides

Para a identificacdo e quantificacdo desses mediadores lipidicos foi utilizada a

técnica de lipidoma, seguindo quatro passos descritos por Galvao et al., (2016).

4.12.1 Estimulacdo da formacédo de Eicosanoides a Partir do Sangue Total

Periférico

A estimulacdo do sangue periférico para producdo de eicosanoides foi feita através
da estimulacéo in vitro do sangue total (1 mL) dos pacientes com maléria vivax e do
grupo controle com o seguinte estimulo: IC A23187 (20 uM) SIGMA-ALDRICH Life
Science (Lot. 025M4021V). Foi utilizado como controle negativo o Dimetilsulféxido
(DMSO) SIGMA-ALDRICH Life Science (Lot. RNBB5428). As amostras ficaram por 20
minutos, em banho-maria a 37°C sob agitacdo. ApOs este periodo, a reacdo foi
bloqueada em banho de gelo, e 0 sangue total estimulado foi centrifugado a 400 x g,
por 20 minutos a 4° C. O plasma obtido (aproximadamente 300 uL) foi posteriormente
armazenado em freezer -80°C, sendo esta etapa realizada no laboratério
multidisciplinar da Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM).

4.12.2 Desnaturacdo de proteinas e Purificagcdo de Lipideos de Amostras de

Plasma Humano

Inicialmente, as proteinas do plasma foram desnaturadas, empregando cinco
volumes de uma mistura de metanol/acetonitrila 1:1 (v/v) (gelado). Apos agitacdo em

tubo e precipitacdo das proteinas, o plasma foi centrifugado a 400 x g, por 20 minutos a
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4° C contendo 200 ng de 12-epi-LTBs-d; como padrdo interno (PI). Apds a
centrifugacéo, o precipitado foi descartado e 1,2 mL de sobrenadante foi obtido e em
seguida foi adicionado 14 mL agua (Ultra-pura) para proporcéo final de 15% (v/v) entre
fase organica e fase aquosa. A purificacdo, dos eicosanoides, foi realizada no
sobrenadante do plasma desproteinizado, empregando extracdo em fase solida (do
inglés solidphaseextraction, SPE) usando um Waters® Extraction Manifold e cartuchos
Sep-Pak C18, 500mg sorbent, 2,8 mL, HyperSep™ (ThermoScientific, USA).
Resumidamente, as amostras foram transferidas para cartuchos pré-ativados com 2 mL
de metanol e 2 mL de solucdo agua/acido acético a 0,1 % (v/v). ApGs a eluicdo das
amostras de plasma, foi adicionado 2mL de agual/acido acético a 0,1 % (v/v) ao
cartucho para eluir compostos polares hidrofilicos, e por fim os eicosanoides aderidos
na silica de C18, foram eluidos com 2 mL de solucdo metanol/acido acético a 0,1%
(v/v). O solvente foi removido sob pressédo reduzida em speedvac, e no extrato obtido
adicionava-se 100 pyL de metanol, sendo esta etapa realizada no laboratorio de
Inflamacédo e Imunologia das Parasitoses da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo (FCFRP-USP), coordenado pela Profa Dra
Lucia Helena Faccioli.

4.12.3 Anédlises Qualitativa e Quantitativa de Eicosanoides por HPLC-MS/MS
(Lipidoma).

Apoés a etapa de desnaturacdo de proteinas e purificacdo de lipideos realizou-se as
andlises de HPLC-MS/MS empregando um sistema Acquity™ UPLC (Waters®)
composto por uma bomba quaternaria e injetor automatico acoplado ao espectrémetro
de massas Xevo TQ-S com fonte de ionizagdo ESI equipado com Z-spray ortogonal
(Waters®).

Foram preparadas solucdes-estoque da mistura de eicosanoides a 1,2 pg/mL em
metanol, bem como de Pl na mesma concentracdo, que foram armazenadas a -80 °C.
A partir da solucdo-estoque foram preparadas as solucdes de trabalho, através de

diluicdo seriada, pela fortificagéo de 300 pL de plasma branco com 18,75 pL de solucdo
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padrao da mistura de eicosanoides na correspondente concentracao e pela adicao de
8,4 uL da solucdo de Pl a 1,2 pg/mL.

Para a aquisicdo e processamento dos dados foi utilizado o software Masslynx 4.1
(Micromass, Manchester, UK). As analises cromatograficas foram realizadas em coluna
C18 Ascentis EXPRESS (100 mm x 4,6 mm, 2,7 um) empregando uma vazédo de 0,6
mL/min a 25 °C. A eluicdo foi feita empregando um sistema de gradiente binario
constituido por agua:acetonitrila:acido acético (69,98:30:0,02,v/v/v) (Fase A) e
acetonitrilazisopropanol (70:30, v/v) (Fase B) com 0% de B de 0 a 2 minutos,
aumentando para 15% de B aos 2 minutos, 20% de B aos 5 minutos, 35% de B aos 8
minutos, 40% de B aos 11 minutos, 100% de B aos 15 minutos permanecendo nesta
proporcdo até 19 minutos. Deste tempo até 30 minutos, a gradiente retornou a
proporc¢ao inicial para condicionamento da coluna, conforme representado na Tabela 1.

A fonte de ionizag&o operou em modo negativo e por MRM.

Tabela 1: Gradiente de eluicdo dos mediadores lipidicos

Fase movel (%)

Tempo A B
(min)

0-2 100 0

2-5 85 15

5-8 80 20
8-11 65 35
11-15 60 40
15-19 0 100
19-30 100 0

Para otimizacao das condicbes de MRM, uma solugéao padrao de cada eicosanoide a
100 ng/mL diluido em metanol:dgua:acetato de amoénio (71:30:0.1, v/v/v) foram
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infundidos no MS a 10 pL/min e fragmentados via CID com argonio, a fim de obter o
espectro do ion produto de cada analito. ApGs a selecao das transicbes de MRM, as
energias do cone e de colisdo foram padronizadas através da infusdo direta dos
padrbées para obtencdo de uma sensibilidade adequada. A linearidade foi avaliada
através de uma curva de calibragcdo, em triplicata, das amostras de plasma enriquecidas
com solucdes-padrao de LTB,4 6-trans-LTB, LTDy4, 11-trans-LTD4, LTE4, PGD,, PGE,,
20-OH-PGE;, 15-keto-PGE;, 15-deoxy-A'*'*-PGJ,, PGJ,, 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE,
20-HETE, (+)11,12-DHET, (+)14,15-DHET, 5-Oxo-ETE, 11,12-EET, 5(S),6(R)-DIHETE,
LXA,; e TXB; (Figura 8), Cayman Chemical e extraidas pelo método descrito no item
de modo a obter concentragdes finais de 5,0; 7,5; 15,0; 30,0; 50,0 e 75,0 ng/mL. Para o
LTB,4, 5-HETE, 12-HETE e TXB, Cayman Chemical também foi construida uma curva
de linearidade contemplando as seguintes concentracdes: 75,0; 150,0; 300,0; 450,0;
800,0 e 1000,0 ng/mL.

O grafico de calibracdo foi construido plotando-se no eixo das abscissas os valores
de concentracdo plasmatica de cada eicosanoide e no eixo das ordenadas a razao
entre a area dos picos obtidos para cada mediador e a area do PI. A analise dos dados
foi feita através da regresséo linear pelo método dos minimos quadrados, em que a
relacdo area/concentracdo € expressa pela equacéo da reta (y = ax + b), sendo a o
coeficiente angular e b o coeficiente linear da reta. Também foi calculado, a partir dos
pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo (r), parametro este que estima a

linearidade da curva de calibragao.
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Figura 7: Estrutura quimica dos eicosanoides analisados neste trabalho (As estruturas foram desenhadas no programa chemdraw).
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4.13 Analises Estatisticas Convencionais

Os dados clinicos-epidemiologicos, laboratoriais, as concentracdes de citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos foram tabulados e armazenados por meio do
Software Microsoft, Excel® (versdo 2010 para Windows). As analises descritivas foram
apresentadas em tabelas e graficos de distribuicdo de frequéncias, elaboradas no
software GraphPad Prism 5.0 (San Diego,CA, EUA), levando em consideracao que 0s
dados possuem uma distribuicdo ndo paramétrica. As analises comparativas entre os
grupos foram realizadas com os testes de Mann-Whitney (Controle versus Paciente DO)
e pareado de Wilcoxon (paciente DO versus paciente D28), sendo estipulado como

valores significativos o p<0,05.

4.14 Anélises Estatisticas ndo Convencionais

Foi realizada a mediana global de todos os grupos estudados, para montar as curvas
de assinatura e graficos em forma de radar indicando a porcentagem de altos e baixos
produtores. Além disso, foi realizada analise de Networks (redes) e demonstracdo das
interag6es complexas entre as citocinas, quimiocina e mediadores lipidicos utilizando o
software Cytoscape 3.0.4 (Cytoscape Consortium San Diego, CA, USA) conforme
utilizados nos trabalhos publicados por Guimaraes da Costa et al., (2014) e de Souza-
Cruz et al., (2016)
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5 RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 14 pacientes infectados com P. vivax que relataram
terem se automedicado com substancias ndo-esteroidais ao diagnostico (D0). Contudo,
apos 28 dias (D28) a partir do inicio do tratamento, foram coletadas amostras de 12
pacientes que retornaram ao ambulatorio de malaria da Fundacédo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Além disso, foram coletadas amostras de 12
candidatos a doacdo de sangue oriundos da Fundacdo Hospitalar de Hemoterapia e

Hematologia do Amazonas (HEMOAM), enquadrados no grupo controle.
5.1 Dados Demograficos e Caracteristicas Clinico-Epidemiolégicas

Na Tabela 2, estdo descritos os dados demograficos e as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas dos pacientes e dos individuos enquadrados no grupo controle. As
informac@es foram adquiridas através de questionario estruturado e dos resultados dos

exames parasitologicos, testes hematolégicos e bioquimicos.

A faixa etaria no grupo de pacientes foi maior que no grupo controle. Em relacdo ao
género, constatamos um maior numero de individuos do sexo masculino tanto no grupo
de pacientes com malaria (57%) quanto no controle (58%). Quanto a parasitemia, foram
observados pacientes com carga parasitaria de + (28,5%) e ++ (71,5%), além de
apresentarem sintomatologia classica da doenca. Cefaleia (92,8%) foi o sintoma mais
relatado, seguido de vomitos (57,1%), mialgia (50%), febre (35,7%), nduseas (28,5%) e
calafrio (28,5%). Sintomas como artralgia (14,2%), dor abdominal (14,2%), parestesia

(7,1%) e tontura (7,1%), também foram mencionados.

54



Tabela 2: Dados demogréficos e caracteristicas clinico-epidemiol6gicas dos pacientes com maldria-vivax e
grupo controle.

Caracteristicas Controles Pacientes DO
(n=12) (n=14)
Demograficas e Epidemioldgicas
Masculino/Feminino 715 8/6
Idade (médiatDP) 34.17+9.675 (18-  40.07+15.58 (19-60)
51)
Parasitol6gicos (Parasitas/ mm?®)
Parasitemia 301-500 (+) - 4 (28.5%)
501-10.000 (++) - 10 (71.5%)
Parédmetros Clinicos

Cefaleia, n (%) - 13(92.8%)
Febre, n (%) - 6(35.7%)
Artralgia, n (%) - 2(14.2%)

Mialgia, n (%) - 7(50%)
Voémito, n (%) - 8(57.1%)
Nauseas, n (%) - 4(28.5%)
Calafrio, n (%) - 4(28.5%)
Dor Abdominal, n (%) - 2(14.2%)

Parestesia, n (%) - 1(7.1%)

Tontura, n (%) - 1(7.1%)

Em relacdo as caracteristicas hematologicas, podemos observar uma diminuicdo
significativa no hematdcrito, leucacitos totais, eosindfilos, basdfilos, linfocitos, mondcitos
e plaguetas quando comparamos o0 grupo de pacientes no DO aos controles. No
entanto, observamos um aumento significativo nos leucécitos totais, eosindfilos,
basofilos, linfécitos e plaguetas no DO quando comparado ao D28. Ao analisarmos as
dosagens bioquimicas observamos uma diminui¢do significativa no colesterol total, HDL
e LDL um aumento significativo de bilirrubinas totais, direta e indireta quando
comparamos 0s pacientes DO com o grupo controle. Ao compararmos 0 paciente DO
com o D28 percebemos um aumento significativo no colesterol total e HDL e uma
diminuicdo significativa na glicose, bilirrubinas totais, direta e indireta conforme

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Dados Laboratoriais (hematoldgicos e bioquimicos) dos pacientes com malaria no DO, D28 e

grupo controle.

Caracteristicas

Hematoldgicas Bioquimicas Controles Paciente Paciente p value
(MédiaDP) (n=12) D 0 (n=14) D 28 (n=12)
Hemacias mm? 4.828+0.3752 4.351+0.7558 4.492+0.4937 0.0849; 0.4648
Hemoglobina g/dl 14.31+1.413 12.85+2.140 13.35+1.333 0.0576; 0.4258
*-
Hematécrito % 42.10+3.383 37.28+6.034 39.39+4.330 0'0522(;34" b,
VCM fl 87.32+5.226 86.03+4.154 87.79+4.706 0.7381; 0.2783
HCM pg 29.6812.748 29.61+1.306 29.77+1.393 0.8774; 0.4065
CHCM g/dI 33.98+1.464 34.45+0.8645 33.93+1.094 0.2466; 0.2408
RDW % 13.32+0.4821 14.23+2.041 14.46+1.118 0.1781; 0.9054
. . . 3 0.0117 a x b*;
Leucocitos Totais mm 7069+1679 5239+1451 6508+1674 0.0144 b x c#
Neutréfilos mm? 3936+1212 3428+1314 3325+1667 0.3159; 0.5771
e 3 0.0013 a x b*;
Eosin6filos mm 301.5+177.4 124.4+97.46 286.8+154.2 0.0186 b x c#
e 3 0.0019 a x b*;
Basofilos mm 30.75x18.77 10.64+28.04 45.36+43.87 0.0010 b x c#
e 3 0.0031 a x b*;
Linfécitos mm 2348+697.9 1337+£927.4 2207+679.2 0.0010 b x c*
Monécitos mm? 453.6+103.5 320.8+141.4 323.2+87.04 0'036;8626" b
3 140600+8290 263800+8483 0.0006 a x b*;
Plaquetas mm 266800+£62610 0 0 0.0010 b x c#
VPM fl 7.775%£0.8292 7.743+1.199 7.273+1.015 0.7184; 1.0000
Lipidios Totais mg/dl 651.7+115.4 561.8+67.18 574.2+65.01 0.0506; 0.9658
Triglicerideos mg/dl 184.6+108.0 171.2+68.27 132.3+52.44 0.9350; 0.1139
0.0013 a x b*;
Colesterol Total mg/dl 175.8+36.29 119.6+26.55 168.9+32.07 0.0039 b x c#
0.0002 a x b*;
HDL mg/dI 47.25+8.013 21.08+13.45 46.64+12.23 0.0020 b X C#
0.0016 a x b*;
LDL mg/dl 96.75+24.14 64.38+21.65 95.91+30.56 0.0142 b x c#
VLDL mg/dl 39.08+19.46 34.15+13.57 26.36+10.54 0.6634; 0.1258
. 0.2268;
Glicose mg/dl 116.9+29.46 138.7+67.17 111.2+38.68 0.0029 b x c#
Acido Urico mg/dl 4.517+1.399 4.278+1.192 4.600+1.303 0.8308; 0.1250
Creatinina mg/dl 0.9133+0.1295 0'930210'152 0'819;50'211 0.7491; 0.1641
Ureia mg/dl 29.45+5.855 29.41+9.485 24.28+6.608 0.8571; 0.0273
Fosfatase Alcalina U/ 82.99+14.53 99.32+38.01 83.92+28.28 0.2468; 0.0662
TGO U/l 36.83+9.427 45.00+62.29 24.55+5.749 0.1897; 0.0910
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TGP U/l 35.07£21.73 41.89+56.15 23.35+7.379 0.6070; 0.3319

Total 0.4117+0.3372 1.876+1.298 0.6191+0.475 0.0002 a x b*;

7 0.0078 b x c#

. . : 0.5682+0.196 0.2400+0.159 0.0001 a x b*;
Bilirrubina mg/dl Direta 0.1400+0.08852 9 0 0.0156 b x c#
. 0.3791+0.321 0.0004 a x b*;

Indireta 0.2717+0.2500 1.308+1.216 > 0.0078 b x c#

a X b= comparacdo do grupo de pacientes DO com o grupo controle; b x c= comparacdo do grupo de
pacientes DO com pacientes D28 ;*teste ndo paramétrico de Mann Whitney # teste pareado nao
paramétrico de Wilcoxon.

5.2 O papel dos Mediadores Lipidicos (Eicosanoides) nos Pacientes com

Malaria-vivax

Para descrevermos o papel dos mediadores lipidicos na infeccdo por Plasmodium
vivax, foram selecionados 22 eicosanoides envolvidos em processos inflamatoérios
(LTB4, 6-trans-LTB,4, LTE4 5-Ox0-ETE, LTD4 11-trans LTD,4, 5-HETE, LXA4;, PGE,
PGD,, TXB;, PGJ,, 20-OH-PGE,, 15-deoxy-6-12,14-PGJ,, 15-keto-PGE,, 5,6-DIHETE,
14,15-DIHETrE, 11,12-DIHETrE, 11(12)-EET, 20-HETE, 12-HETE e 15-HETE). Apos o
estimulo das amostras com IC A23187, identificou-se a presenca, com concentracoes
detectaveis, dos eicosanoides LTB,, 6-trans-LTB,4, LTE4, PGE,, 15-keto-PGE;,, TXB,, 5-
Oxo-ETE, 5-HETE, 12-HETE e 15-HETE. As concentracdes séricas dos eicosanoides

estdo descritas em ng/mL e foram utilizadas nas analises entre os grupos estudados.
5.2.1 Perfil de Leucotrienos

Ao compararmos o grupo de pacientes no DO com o grupo controle, observamos
uma diminuicdo estatisticamente significativa das concentracdes de LTB,4 (p<0,0001) e
6-trans-LTB, (p=0,0009), ndo havendo concentracdo detectavel para LTE4 No entanto,
notamos um aumento significativo de LTB4 (p=0,0015) e 6-trans-LTB4; (p=0,0020)

guando comparamos os pacientes no D28 com DO Figura 09.
5.2.2 Perfil de Prostaglandinas e Tromboxanos

A PGE; ndo apresentou valores detectaveis no grupo de pacientes com malaria,

somente no grupo controle, porém para 15-keto-PGE, ocorreu o contrario. No entanto,
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guando observamos o TXB;, notamos uma diminuicéo significativa na sua concentracao
guando comparamos o grupo de pacientes DO com o controle (p=0,0138) e um discreto
aumento, apesar de nao significativo (p=0,1514), quando comparamos 0 grupo de

pacientes D28 com o DO, como demonstrado na Figura 10.
5.2.3 Perfil de HETES

Ao analisarmos as concentracdes dos eicosanoides 5-HETE, 5-Oxo-ETE, 12-HETE e
15-HETE, observamos diminuicdo significativa no grupo de pacientes no DO quando
comparados ao grupo controle (p<0,0001, p=0,0001, p=0,0005 e p<0,0001). Ao
compararmos os pacientes no DO com o D28, nota-se que as concentra¢des de 5-Oxo-
ETE, 5-HETE, 12-HETE apresentavam-se elevadas no D28 (p=0,0025, p=0,0025 e
p=0,0024), com excec¢do do 15-HETE (p=0,7127). Os dados descritos acima estao

demonstrados na Figura 11.
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Figura 8: ConcentragBes séricas de LTB,, 6-trans-LTB, e LTE em plasmas de individuos saudaveis e
infectados com o Plasmodium vivax apés a estimulacao in-vitro.

Concentracao dos eicosanoides LTB,, 6-trans-LTB, e LTE, em pacientes com maléria (Pacientes DO=H),
pacientes que estdo na fase de convalescenca da doenca (Pacientes D28= [) e Individuos né&o-
infectados (Controles=[]). O volume de 1mL de sangue periférico foi estimulado com lonéforo de Calcio
A23187 e os eicosanoides foram quantificados por HPLC-MS/MS ap6s extracao por SPE, os resultados
foram expressos como valores médios + desvio padrdo de eicosanoides (ng/mL). “*” indica o grupo de
pacientes do Dia 0 que apresentaram valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com
os valores de referéncia encontrados nos individuos néo infectados obtido através do teste T néo
paramétrico de Mann Whitney, “#” indica o grupo de pacientes do dia 28 que apresentaram valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados no
grupo de pacientes do dia 0 obtido através do teste T pareado ndo paramétrico de Wilcoxon e o “N.D”
indica a ndo detecc¢do de determinado eicosanoide nos grupos estudados.
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Figura 9: Concentragfes séricas de PGE,, 15-keto-PGE, e TXB, em plasmas de individuos saudaveis e
infectados com o Plasmodium vivax apos a estimulagéo in-vitro.

Concentracdo dos eicosanoides PGE,, 15-keto-PGE, e TXB, em pacientes com malaria (Pacientes
DO=M), pacientes que estdo na fase de convalescenca da doenga (Pacientes D28= [) e Individuos n&o-
infectados (Controles=[1). O volume de 1 mL de sangue periférico foi estimulado com lonéforo de Célcio
A23187 e os eicosanoides foram quantificados por HPLC-MS/MS ap0s extragdo por SPE, os resultados
foram expressos como valores médios + desvio padrdo de eicosanoides (ng/mL). “*” indica o grupo de
pacientes do Dia 0 que apresentaram valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparag¢éo com
os valores de referéncia encontrados nos individuos ndo infectados obtido através do teste T nao
paramétrico de Mann Whitney, “#” indica o grupo de pacientes do dia 28 que apresentaram valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados no
grupo de pacientes do dia O obtido através do teste T pareado ndo paramétrico de Wilcoxon e o “N.D”
indica a ndo deteccdo de determinado eicosanoide nos grupos estudados.
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Figura 10: Concentragbes séricas de 5-HETE, 5-Oxo-ETE, 12-HETE e 15HETE em plasmas de
individuos saudaveis e infectados com o Plasmodium vivax apds a estimulacéo in-vitro.

Concentragdo dos eicosanoides 5-HETE, 5-Oxo-ETE, 12-HETE e 15HETE em pacientes com maléria
(Pacientes DO= M ), pacientes que estdo na fase de convalescenga da doenca da doenca (Pacientes
D28=0 ) e Individuos nao-infectados (Controles= [J). O volume de 1 mL de sangue periférico foi
estimulado com lonéforo de Calcio A23187 e os eicosanoides foram quantificados por HPLC-MS/MS
apos extracdo por SPE, os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrdo de
eicosanoides (ng/mL). “ indica o grupo de pacientes do Dia 0 que apresentaram valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos
individuos néo infectados obtido através do teste T ndo paramétrico de Mann Whitney, “#” indica o grupo
de pacientes do dia 28 que apresentaram valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagéo
com os valores de referéncia encontrados no grupo de pacientes do dia O obtido através do teste T
pareado ndo paramétrico de Wilcoxon e o “N.D” indica a ndo detecgédo de determinado eicosanoide nos
grupos estudados.
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5.3 CONCENTRACOES DAS CITOCINAS SERICAS NOS PACIENTES COM
MALARIA

O perfil de citocinas e quimiocinas dos pacientes com malaria, infectados com P.
vivax, foi tracado com a analise das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-
17A, IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10. As concentracdes séricas das citocinas estao
descritas em pg/mL e foram utilizadas nas andlises estatisticas.

5.3.1 Citocinas do Perfil Thl, Th2 e Th17

A Figura 12 mostra as concentracfes séricas das citocinas IL-2, IL-4 e TNF-a entre o
grupo controle e de pacientes com malaria no DO e D28, no entanto ndo foram
encontradas diferencas estatisticas entre os grupos analisados (p=1,000, p=0,977 e
p=0,2500).

As citocinas IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A apresentaram aumento significativo em suas
respectivas concentragdes, quando comparamos 0s pacientes no DO com 0 grupo
controle (p<0,0001, p<0,0001, p=0,0069 e p=0,0324). Ao compararmos 0 grupo de
pacientes no DO com o D28, observamos uma diminuicdo significativa nas
concentracfes dessas mesmas citocinas, exceto para a IL-17A (p=0,0005, p=0,0005,
p=0,0233 e p=0,0664), (Figural2).

5.3.2 Perfil de Quimiocinas

As quimiocinas IL-8, MIG, MCP-1 e IP-10 mostraram aumento significativo no grupo
de pacientes no DO quando comparados com o controle (p=0,0001, p<0,0001, p=0,0051
e p<0,0001). No entanto RANTES mostrou diminuigao significativa (p<0,0002). Ao
compararmos os resultados dos pacientes no DO com o D28, as quimiocinas IL-8, MIG,
MCP-1 e IP-10 apresentaram-se diminuidas (p=0,0098, p=0,0010, p=0,0049 e
p=0,0010) enquanto RANTES mostrou-se aumentada (p=0,0095) como demonstrada
na Figura 13.
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Figura 11: ConcentracBes séricas de citocinas do perfil Thl, Th2 e Th1l7 em plasmas de individuos

saudaveis e infectados com o Plasmodium vivax.

Concentracdes séricas de citocinas em pacientes com malaria (Pacientes DO= B), pacientes que est&o
na fase de convalescenca da doenca (Pacientes D28= [) e Individuos ndo-infectados (Controles =["]). O
teste Cytometric beads array (CBA) foi utilizado para quantificar as concentracées de IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, TNF-a, IFN-y e IL-17A, os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrao de
citocinas séricas (pg/mL). “*” indica o grupo de pacientes do Dia O que apresentaram valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos
individuos nao infectados obtido através do teste T ndo paramétrico de Mann Whitney e o “#” indica o
grupo de pacientes do dia 28 que apresentaram valores significativamente diferentes (p<0,05) em
comparacao com os valores de referéncia encontrados no grupo de pacientes do dia 0 obtido através do
teste T pareado nao paramétrico de Wilcoxon.

63



16 6000~ 1200+
*
-~ # *
3 1T - 8004
O % 3
?E» 2 . % 400~.
g 0 3000+ g 107
o = Q #
.| i =
= # < 2 g T
% 4
0 T T 0 T T 0 T T
Controles DO D28 Controles D0 D28 Controles DO D28
Pacientes Pacientes Pacientes
2004 900 *
*
:E] 1504 6004
3 £
g 100 2 3wt
501 < 200+
N o
& o
g 2/ # & 1001 i
O T T G T T
Controles DO D28 Controles D0 D28
Pacientes Pacientes

Figura 12: Concentracdes séricas de quimiocinas em plasmas de individuos saudaveis e infectados com
o Plasmodium vivax.

Concentracdes séricas de Quimiocinas em pacientes com malaria (Pacientes DO= B), pacientes que
estdo na fase de convalescenca da doenca (Pacientes D28= [) e Individuos ndo-infectados (Controles
= [J). O teste Cytometric beads array (CBA) foi utilizado para quantificar as concentragBes de IL-8,
RANTES, MIG, MCP-1 E IP-10, os resultados foram expressos como valores médios + desvio padréo de
citocinas séricas (pg/mL). “*” indica o grupo de pacientes do Dia 0 que apresentaram valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos
individuos néo infectados obtido através do teste T ndo paramétrico de Mann Whitney e o “#” indica o
grupo de pacientes do dia 28 que apresentaram valores significativamente diferentes (p<0,05) em
comparacao com os valores de referéncia encontrados no grupo de pacientes do dia 0 obtido através do
teste T pareado nao paramétrico de Wilcoxon.
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5.4 Analise de Altos Produtores de Citocinas, Quimiocinas e Eicosanoides

Para uma caracterizacdo mais detalhada do perfil imunologico dos pacientes com
maléria-vivax em relacdo ao grupo controle, analisamos a assinatura das citocinas,
qguimiocinas e eicosanoides detectados no plasma de acordo com a frequéncia de
individuos caracterizados como altos e baixos produtores a partir da mediana global de

cada marcador.

A Figura 14 apresenta a assinatura dos eicosanoides estimulados com IC A23187,
guando observamos o grupo controle identificamos que a frequéncia € maior que 50%
para todos os mediadores, exceto 15-keto-PGE; (0%), sendo semelhante ao grupo de
pacientes no D28 que apresentou frequéncias acima de 50%, estando abaixo apenas
LTEs (33%) PGE, (0%), 15-keto-PGE, (8%) e 15-HETE (33%). No entanto, ao
observarmos o grupo de pacientes no DO, nenhum eicosanoide apresentou frequéncia

acima de 50%

Os nossos resultados para as citocinas e quimiocinas demonstraram que 0 grupo
controle apresenta frequéncias inferiores a 50% para todos os marcadores analisados,
exceto RANTES que obteve 83%. De maneira similar, no grupo de pacientes no D28
observou-se frequéncias inferiores a 50%, estando acima deste valor, somente o
RANTES (67%) e o MIG (50%). Porém, quando observamos o grupo de Pacientes no
DO, identificamos frequéncias superiores a 50% para IL-4 (64%), IL-6 (100%), IL-10
(100%), IFN-y (79%), IL-17A (71%), IL-8 (86%), MIG (93%), MCP-1 (71%) e IP-10
(93%), Figura 16.

As Figuras 14 e 16 representam o diagrama das frequéncias de altos e baixos
produtores, de acordo com o0s mediadores analisados (eicosanoides, citocinas e
guimiocinas), tendo os pontos marcados em preto, aqueles que correspondem aos
valores superiores a mediana global dos respectivos analitos, e em branco, aqueles que

apresentaram valores inferiores a mesma. Com intuito de ter uma representagéo global
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dos resultados apresentados, as figuras 15 e 17 representam em forma de grafico de
radar a dispersédo dos dados expressos nas Figuras 14 e 16.
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Figura 13: Diagrama de altos e baixos produtores de eicosanoides em individuos saudaveis e pacientes infectados com Plasmodium vivax
estimulados in-vitro.
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Grupo Controle IC A23187 Pacientes DO IC A23187
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Figura 14: Representacdo em radar referente ao diagrama de altos e baixos produtores de eicosanoides
em individuos saudaveis e pacientes infectados com Plasmodium vivax estimulados in-vitro.

O diagrama das frequéncias foi projetado utilizando o valor da mediana global de cada mediador soltvel
como ponto de corte para indicar a classificacdo dos individuos em altos e baixos produtores de
eicosanoides estimulados com IC A23187 nos grupos de pacientes com malaria DO (fase aguda),
pacientes D28 (fase de convalescenca) e controle. Os pontos marcados em preto correspondem aos
valores superiores a mediana global do respectivo analito, e em branco, aqueles com valores inferiores a
mediana. N°: Namero de Pacientes; High: N° de altos produtores; %: Porcentagem de altos produtores.
Os graficos de radar resumem a assinatura global dos eicosanoides estimulados com IC A23187,
analisados nos grupos de pacientes com malaria DO (fase aguda), pacientes D28 (fase de
convalescenca) e controle, em que cada eixo mostra a propor¢cdo de individuos com concentragdes
elevadas de um dado mediador. Os dados relevantes (= 50%) estdo em negrito e sublinhado.
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Figura 15: Diagrama de altos e baixos produtores de citocinas em individuos saudaveis e pacientes infectados com Plasmodium vivax .
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Figura 16: Representacdo em radar referente ao diagrama de altos e baixos produtores de citocinas em
individuos saudaveis e pacientes infectados com Plasmodium-vivax estimulados in-vitro.

O diagrama das frequéncias foi projetado utilizando o valor da mediana global de cada mediador soltvel
como ponto de corte para indicar a classificacéo dos individuos em altos e baixos produtores de citocinas
e quimiocinas nos grupos de pacientes com malaria DO (fase aguda), pacientes D28 (fase de
convalescenca) e controle. Os pontos marcados em preto correspondem aos valores superiores a
mediana global do respectivo analito, e em branco, aqueles com valores inferiores a mediana. N°:
Ndmero de Pacientes; High: N° de altos produtores; %: Porcentagem de altos produtores. Os graficos de
radar resumem a assinatura global das citocinas e quimiocinas analisados nos grupos de pacientes com
maléria DO (fase aguda), pacientes D28 (fase de convalescenca) e controle, em que cada eixo mostra a
proporcao de individuos com concentracdes elevadas de um dado mediador. Os dados relevantes (=
50%) estao em negrito e sublinhado.
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5.5 Rede de Interagdes entre os Mediadores Inflamatoérios

As correlacdes apresentadas foram analisadas através do software Cytoscape para
montagem das redes, em que pode-se observar as interacdes entre as citocinas,
guimiocinas e eicosanoides presentes no plasma do grupo controle, pacientes DO e
pacientes D28. Foram classificadas em Positiva e negativa as interagbes de acordo
com a intensidade (forte, moderada, fraca) da correlacdo determinada através do valor

do coeficiente de relacéo (r).

A Figura 16 demonstra as correlacdes estabelecidas entre citocinas, quimiocinas e
eicosanoides nos grupos estudados. As correlacdes formadas no grupo controle foram:
IL-6 com 15-HETE e 12-HETE, RANTES com MCP-1 e LTE4 MCP-1 com LTBy,, 6-trans-
LTB,4, LTE4 5-OXO-ETE e 5-HETE, LTB, com 6-trans-LTB,; LTE,; 5-OXO-ETE e 5-
HETE, 6-trans-LTB4 com LTE,; PGE, TXB, 5-OXO-ETE e 5-HETE, LTE, com PGE;,
TXB, 5-OXO-ETE, 5-HETE, 15-HETE e 12-HETE, PGE; com TXB, 5-OXO-ETE, 5-
HETE, 15-HETE e 12-HETE, TXB, com 5-OXO-ETE, 5-HETE, 15-HETE e 12-HETE, 5-
OXO-ETE com 5-HETE, 15-HETE e 12-HETE e 15-HETE com 12-HETE.

Quando comparamos o grupo de pacientes infectados no DO com o grupo controle,
as novas correlacdes obtidas foram: IL-2 com TNFa, IL-4 com IL-8, MCP-1 e IP-10, IL-6
com IL-10, IFN-y, IL-8, MCP-1 e IP-10, IL-10 com IL-8, MCP-1 e IP-10, IFN-y com |L-8,
IP-10, LTB4, 6-trans-LTB4 5-OXO-ETE, 5-HETE e 12-HETE, IL-8 com MCP-1, IP-10,
TXB, e 12-HETE, MIG com IP-10, TXB, e 12-HETE, MCP-1 com IP-10, porém, houve a
perda de correlagcbes entre RANTES com MCP-1, MCP-1 com LTB,4 e 6-trans-LTB,, 6-
trans-LTB4 com TXB,, TXB, com 5-Oxo-ETE, 5-HETE e 15-HETE e 5-Oxo0-ETE com 15-
HETE e 12-HETE.

Os pacientes que retornaram no dia 28 apresentaram novas correlagées quando
comparados com o grupo de pacientes no DO: IL-2 com IL-4, IL-6 e RANTES, IL-4 com
TNFa, IL-6 com RANTES, IFN-y com 15-HETE, MCP-1 com 15-HETE, IP-10 com LTB,,
15-HETE e 12-HETE, LTB4, com LTE4, 15-HETE e 12-HETE, 6-trans-LTB4, com 12-
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HETE, LTE;com 5-OXO-ETE, 5-OXO-ETE com 15-HETE e 12-HETE, 5-HETE com 12-
HETE e 15-HETE com 12-HETE. No Entanto, houve perda de correlacdes entre: IL-4
com IL-8, MCP-1 e IP-10, IL-6 com IL-10, IFN-y, IL-8, MCP-1 e IP10, IL-10 com IL-8 e
IP-10, IFN-y com IL-8, IL-8 com MCP-1, IP-10, TXB,, e 12-HETE, MIG com IP-10, TXB,
e 12-HETE, MCP-1 com IP-10 e TXB, com 12-HETE.
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Figura 17: Rede de interacdo entre eicosanoides, citocinas e quimiocinas em individuos saudaveis e
pacientes infectados com Plasmodium vivax.

As interacdes de LTB,, 6-trans-LTB,, LTE,, PGE,, 15-keto-PGE,, TXB,, 5-Ox0-ETE, 5-HETE, 12-HETE,
15-HETE, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 e IP-10 foram
analisadas no grupo controle grupo de pacientes DO e grupo de pacientes D28. Cada linha de ligacéo
representa uma correlacdo significativa (p<0,05) entre um par de mediadores, as linhas tracejadas de
verrmelho representam correlacfes negativas. As linhas pretas continuas representam correlacfes
positivas e o grau de significancia é representada por a espessura da linha.
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Discussdo



6 DISCUSSAO

A Malaria é caracterizada por uma Sindrome Febril Aguda decorrente de um
processo patogénico diferenciado dependente de peculiaridades inerentes ao
hospedeiro e ao parasita, sendo 0 aparecimento de uma resposta inflamatoria
sistémica, resultando em producdo de citocinas e quimiocinas e levando ao
recrutamento de células de defesa e a resposta imunes inata e adaptativa, havendo um
balanco entre os mediadores pré- e anti-inflamatérios que é essencial para os

resultados clinicos na malaria (CLARK et al., 2006).

No presente trabalho, buscamos expor as caracteristicas clinico-epidemiolégico-
laboratoriais e imunoldgicas de pacientes infectados por Plasmodium vivax que nao
haviam iniciado o tratamento proposto pelo Ministério da Saude (DO0), além de comparar
estes dados com os dados laboratoriais e imunologicos de individuos que nao
apresentavam a doenca, sendo considerados saudaveis (controles), e dos mesmos
pacientes no seu periodo de convalescenca (D28), apds tratamento e possivel cura da
doenca, a fim de descrever e caracterizar o perfil de resposta destes pacientes frente a

infeccéo.
6.1 Caracteristicas clinico-epidemiolégicas e laboratoriais

Segundo estudos anteriores, a maioria dos pacientes infectados séo adultos, do sexo
masculino, podendo estar relacionado com uma maior exposicdo desses individuos a
picada do mosquito devido ao trabalho em areas rurais (FERNANDES et al., 2008).
Estes dados corroboram com os dados obtidos no nosso trabalho visto que a populacéo

estudada apresentou média de idade em torno de 40 anos.

A sintomatologia apresentada pelos pacientes néo diferiu da sintomatologia classica
da doenca, caracterizada por febre intermitente, calafrios e cefaleia e pelos sintomas
prodrdmicos — mialgia, nduseas, vomitos, artralgia etc. —, comuns a todas as doencas
febris descritas por Costa et al., (2010). Apesar do nosso estudo nao ter incluido em
sua amostragem pacientes diagnosticados com quadro de maléaria grave por P. vivax,
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estudos recentes ja demonstraram a ocorréncia dos mesmos (GENTON et al., 2008;
LACERDA et al., 2012; MENDONCA et al., 2015), sendo ainda este fato relacionado
por alguns, quando falamos de areas ndo endémicas, com a demora de diagndstico
relacionada as semelhancas do mesmo com qualquer outro quadro febril agudo
(COSTA et al., 2010).

A malaria por ser considerada uma doenca hematoldgica, ela pode afetar quase
todos os componentes sanguineos (LACERDA et al., 2011). Ao analisarmos trabalhos
anteriores publicados, pudemos observar que sdo dados como principais sinais de
complicacéo desta patologia, os quadros anémicos e plaquetopénicos (ALEXANDRE et
al., 2010; LACERDA et al., 2012). No entanto, os pacientes estudados neste trabalho
apresentaram uma diminuicdo significativa do hematdcrito, leucdcitos totais e no
namero de plaguetas quando comparados aos individuos controles. Ao contrario da
infeccdo por P. falciparum, onde a principal causa da anemia é a propria hemdlise,
estudos relatam que a principal causa da mesma na infeccdo por P. vivax seja a
resposta inflamatdria exacerbada (GELETA E KETEMA, 2016).

As alteracbes nos parametros laboratoriais associado a doenca, ja sdao bem
conhecidos, contudo, as alteracdes especificas podem variar de acordo com a
gravidade da doenca, estado nutricional, fatores demograficos e com a imunidade do
hospedeiro (PRICE et al.,, 2001). Apesar da ampla evidéncia sobre as alteracGes
lipidicas na infeccdo por P. falciparum (BAPTISTA et al.,, 1996) pouco se sabe na
infecgéo por P. vivax (KRISHNA et al., 2009).

Um estudo realizado em Cuiab4d mostrou que pacientes infectados com P. vivax na
fase aguda da doenca possuiam concentracdes baixas de colesterol total, HDL e LDL e
apresentava aumento no triglicerideo. Na fase de convalescencga, os valores voltavam a
sua normalidade (MESQUITA et al., 2016), confirmando similaridade com 0s nossos
resultados. Para fragdo de VLDL o trabalho de Krishna et al., (2009) apresentou valores

semelhantes ao nosso na infecg&o por P. vivax.
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A glicose foi outro parametro bioquimico avaliado e que se apresentou aumentada
no momento da infeccdo. Este aumento pode estar relacionado a incapacidade do
Plasmodium para armazenar energia sob a forma de glicogénio e depender de uma

fonte exdgena de glicose como fonte de nutriente (HUMEIDA et al., 2011).

O acido urico € uma molécula altamente inflamatéria, o seu precursor € a hipoxantina
sendo esse metabdlito, essencial para o crescimento e amadurecimento do plasmédio,
no qual o mesmo metaboliza essa molécula transformando-a em xantina que é
considerada o verdadeiro precursor do acido urico (GALLEGO-DELGADO et al., 2014).
Lopera-Mesa et al., (2012) detectaram concentracdes normais de acido Urico na
corrente sanguinea em pacientes nao graves infectados com P. falciparum divergindo
dos resultados obtidos em nosso estudo cuja concentracdo se mostrou levemente

diminuida quando comparada com o grupo controle.

Avaliando outros parametros renais, Arévalo-Herrera et al., (2015) mostraram que
pacientes ndo graves infectados com P.vivax apresentavam elevacdes moderadas,
porém concentracdes normais de uréia e creatinina, corroborando assim com 0s n0sSso0s

resultados.

Além disso, observou-se que as concentracfes de fosfatase alcalina, TGO, TGP
e fracbes de bilirrubinas (total, direta e indireta), apresentaram-se elevadas na fase
aguda da doenca (D0O) e que essas concentracdes voltavam a sua normalidade no
periodo de convalescenca (D28), semelhantes aos resultados encontrados por
Tangpukdee et al., (2006). Entretanto, nos trabalhos publicados por Shah et al., (2009)
e Asma et al., (2014) formas observadas desregulacfes hepaticas somente na fase
aguda da doenca, sugerindo que seja por causa das lesdes que o figado esteja

sofrendo durante o percurso da doenca.
6.2 Perfil de Citocinas

As citocinas pro—inflamatérias e regulatérias apresentam um papel importante na
resposta imune contra a malaria, o equilibrio entre a producdo das mesmas pode
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determinar o perfil imunolégico para combater o patégeno no hospedeiro (GIRIBALDI et
al., 2010).

Em nosso estudo, os resultados das concentracdes de citocinas IL-2, IL-4 e TNF-a
nos pacientes no DO ndo apresentaram significancia estatistica quando comparados
com o grupo controle e 28 dias apds o tratamento com antimalérico. Este resultado
pode estar relacionado a forma grave da doenca. Contudo, observou-se um aumento
significativo dessas citocinas nas infec¢des por P. vivax em estudos feitos no Japéo e
no Brasil (BAKIR et al.,, 2011; GONCALVES et al.,, 2012; MENDONCA et al., 2013;
RODRIGUES-DA-SILVA et al., 2014).

Além disso, foi observado um aumento significativo das citocinas IL-6, IL-10 e IFN-y
em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax no DO quando comparamos com 0O
grupo controle e com o grupo no D28. O mesmo foi observado em estudos feitos com
P. vivax e P. falciparum em Belém, Roraima, Toronto e Mocambique (MEDINA et al.,
2011; MACMULLIN et al., 2012; ROVIRA-VALLBONA et al.,2012; RODRIGUES-DA-
SILVA et al., 2014).

A IL-17A também apresentou-se aumentada no DO quando comparada com 0 grupo
controle. O mesmo foi encontrado em estudos feitos por Bueno et al., 2012 com
Plasmodium vivax e Herbert et al., 2015 com Plasmodium falciparum. Acredita-se que
que a Il-17A esteja relacionada com a expansio de células T CD4" associadas com o
perfil de citocinas pro- inflamatérias na maléria ndo complicada. Contudo, sabe-se muito

pouco sobre sua influéncia no curso da doenca (BUENO et al., 2012).
6.3 Perfil de Quimiocinas

A IL-8 é uma quimiocina envolvida no recrutamento de neutréfilos quando existem
processos inflamatérios no organismo. Seu envolvimento na patogénese da maléaria
ainda ndo estd bem esclarecido, porém, inimeros trabalhos ja demonstram a relagéo
desta quimiocina com seu quadro infeccioso. Trabalhos realizados com pacientes
adultos evidenciaram um aumento significativo dos niveis séricos da mesma tanto em
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infeccdo por P. falciparum, quanto por P. vivax (YILDIZ ZEYREK et al., 2006; BERG et
al., 2014).

No trabalho realizado por Wangala et al., (2015) envolvendo pacientes, tanto adultos
quanto criangas, infectados por P. falciparum os niveis séricos de IL-8 encontrados
foram diferentes entre os dois grupos de pacientes, havendo reducéo significativa dos
niveis séricos nos adultos com quadro ndo grave e altos niveis nas criangas graves e
nao graves. Quando comparados 0s niveis séricos da IL-8 nos pacientes antes e apos
o tratamento, observou-se uma reducdo da mesma apos a cura (DE SOUZA LEORATTI
et al., 2012). Em nossa pesquisa, 0S pacientes apresentaram niveis séricos mais
elevados de IL-8 no DO, quando comparado ao controle e ao D28, sugerindo um papel

importante desta quimiocina no processo inflamatorio desencadeado na malaria vivax.

MIG e IP-10 sdo quimiocinas da familia CXC envolvidas no recrutamento de células
T efetoras para o local da inflamacdo. Em estudos prévios sobre a presenca de MIG em
quadros de maléria, tanto em camundongos quanto em criangas, observou-se aumento
dos niveis cerebrais e séricos da mesma, respectivamente, corroborando com o0s
nossos achados (AYIMBA et al., 2011; LACERDA-QUEIROZ et al., 2011; BOSTROM et
al.,, 2012). Sabe-se que esta quimiocina esta correlacionada positivamente com a
densidade parasitaria em infeccdo por P. falciparum em criancas, podendo MIG servir
dessa forma como marcador da multiplicagdo do parasita e da reducdo da carga
parasitaria (AYIMBA et al., 2011). Quanto a IP-10, os niveis séricos desta quimiocina
mostraram-se elevados em diversos estudos anteriores (BOSTROM et al., 2012;
WANGALA et al., 2015; DIEYE et al., 2016) e os mesmos ja foram comprovadamente
associados a severidade da doenca (BERG et al., 2014) e ao risco de maléria cerebral
fatal (ARMAH et al., 2007; WILSON et al., 2011). Contudo, foi observado um aumento
nas concentracdes sericas desta quimiocina no DO nos pacientes estudados nesta

pesquisa.

A Proteina Quimiotatica de Monécitos (MCP-1), da familia CC de quimiocinas, é

uma citocina produzida principalmente por macréfagos, células endoteliais e atuam no
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recrutamento de mondcitos para os locais de infeccdo ou leséo tecidual (PALOMINO E
MARTI, 2015).

Em estudos anteriores, observou-se que pacientes diagnosticados com P. falciparum
apresentaram um aumento significativo de MCP-1 quando comparados com o0s
controles saudaveis (BERG et al., 2014), ndo havendo diferenca estatistica desses
valores quando comparados os casos de P. vivax aos de P. falciparum (FERNANDES
et al., 2008). MCP-1 mostrou-se ainda como um fator de inducéo de insuficiéncia renal
aguda (IRA) como complicacdo da infeccdo (DALKO et al.,, 2015). Apesar de né&o
avaliarmos casos de malaria grave, nossos pacientes mostraram elevacdo dos niveis
séricos de MCP-1 quando comparados os pacientes no DO com D28 e com o0s

controles.

7

A RANTES é uma citocina quimioatraente capaz de fazer o recrutamento de
monacitos, células T-helper de memaria e eosinofilos. Na infec¢cdo por malaria, niveis
baixos desta quimiocina foram associados a infeccdo (BOSTROM et al., 2012), sendo
ainda valores muitos baixos da mesma associada a gravidade da doenca, independente
da contagem de plaquetas (JOHN et al., 2006). Estes dados corroboram com nossos
achados em pacientes com P. vivax, no qual também houve reducéo significativa dos
niveis séricos de RANTES dos pacientes no DO comparados com os controles e os
valores dos pacientes no D28. Isto pode estar relacionado com a fase de

convalescenca pos-tratamento, que ocorre no D28.

Podemos observar que todos os valores quantificados durante o estudo no D28
estavam proximos aos valores dos individuos controles, inferindo que, apos a resolugéo
da doenca, todos os aspectos clinico-laboratoriais e imunologicos dos pacientes

retornaram para seus parametros considerados normais.
6.4 Perfil de Eicosanoides

Os eicosanoides sdo mediadores lipidicos de sinalizacao local, derivados do acido
araquidénico, tendo sua participagcdo nos processos homeostéaticos e inflamatérios
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(FUNK, 2001; BUCZYNSKI et al., 2009). Para identificacdo, quantificacdo e
monitoracdo desses eicosanoides tem se usado a técnica de lipidoma através do
aparelho de espectrometria de massa (DUMLAO et al., 2011; HARKEWICZ E DENNIS,
2011).

As trés principais vias de metabolizacdo para produgéo dos eicosanoides sao: a via
da cicloxigenase (COX-1 e COX-2) que produz as prostagandinas (PGs) e tromboxanos
(TXs); a via da lipoxigenase (5-LO, 12-LO e 15-LO) produzindo os leucotrienos (LTs),
lipoxinas (LPs), hepoxilinas e os acidos hidroxieicosatetraendicos (HETES); e a via
citocromo P450 (CYP450) que produz os &cidos epoxieicosatrienoico (EETS), &cidos
dihidroxieicosatrienoico (DIHETES) e HETEs (TAM, 2013)

As principais células que produzem eicosanoides sédo basoéfilos, eosindfilos,
macrofagos, mastocitos, mondcitos e neutréfilos. Embora varios tipos de células
sintetizem esses mediadores (FUNK, 2001). O IC A23187 é conhecido como um
potente indutor de eicosanoides, pois ele tem a capacidade de aumentar os canais de
calcio nas células, fazendo com que aumente a concentracdo de calcio no citoplasma e
ocorra a translocacdo de fosfolipase A, citosdlica para o nucleo havendo assim a
liberacdo do &cido araquidénico que é rapidamente metabolizado pelas vias de
metabolizacdo citadas, resultando assim na producdo dos metabdlitos (BORGEAT E
SAMUELSSON, 1979a; FLAMAND et al., 2002; ZARINI et al., 2006; TANAKA et al.,
2014).

Moléculas quimioatraentes tais como o LTB,, exercem funcéo tanto na migracao de
leucdcitos para sitos de inflamacéo in vivo, quanto na ativacdo das mesmas células que
foram recrutadas para matar o microrganismo invasor de uma maneira oxido nitrico
dependente (TALVANI et al., 2002).

Estudo realizado por Xiao et al., (1999) mostrou que camundongos infectados com
Plasmodium berghei produziam altas concentragcbes de LTB, e que a mesma se

mostrou prejudicial na patogénese da malaria cerebral. No entanto, no presente estudo
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foi demonstrado uma reducéo significativa nas concentracdes séricas de LTB4 no grupo
de pacientes DO quando comparados com o grupo controle e um aumento significativo
desse metabdlito no grupo de pacientes D28 em relacdo aos pacientes DO. Contudo,
sabe-se que os pacientes deste estudo fizeram uso de paracetamol/dipirona, anti-
inflamatério ndo asteroidal, que inibe a via do AA, e que, possivelmente, pode estar
relacionada com a diminuigéo de LTB,4 no DO.

Ja na leishmaniose causada por Leishmania amazonenses o LTB, desempenhou
papel importante, tanto in vivo quanto in vitro, no controle da resisténcia /
suscetibilidade a infeccdo (SEREZANI et al.,, 2006). Trabalhos desenvolvidos com
outros parasitas (Histoplasma capsulatum e Strongyloides venezuelensis) mostraram
que o LTB, em altas concentracbes, atua como fator protetor na infeccdo e como
importante controlador da parasitemia (MEDEIROS et al., 2004; MACHADO et al.,
2005). Este também se mostrou protetor durante infeccdo por Micobacterium
tuberculosis (PERES-BUZALAF et al., 2011).

A sintese de 6-trans-LTB4 que € um composto relativamente inativo em comparacgao
ao LTB4 e ocorre pela hidrolise ndo enzimatica de LTA,4 ou pela decomposicao oxidativa
de CyslLTs, na presenca de mieloperoxidase e acido hipocloroso, mas a importancia
fisiolégica deste mecanismo ainda ndo esta bem estabelecida. Porém, tem sido
descritas func¢des quimioatrativas em neutréfilos (BORGEAT E SAMUELSSON, 1979b;
LEE et al., 1983; FRETLAND et al., 1991). Apesar desse mediador néo ter sido descrito
tanto em outros trabalhos sobre doencas infecciosas quanto de outras patologias, em
nosso trabalho o mesmo foi observado uma diminuicdo no DO quando comprado com o

D28 e grupo controle.

Os CysLTs (LTCy4, LTD4 e LTE,4) sao produzidos a partir da LTC4 sintase, no qual o
LTC, é convertido extracelularmente em LTD, e LTE,, através da remocgéo sequencial
de aminoacidos. A LTE, € a mais estavel das CysLTs e pode ser medida apos a
excrecdo na urina; LTE4 urinaria é frequentemente utilizado como um marcador de

sintese de leucotrienos do ‘corpo inteiro' , esta intimamente relacionado com a asma e
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ao processo alérgico da rinite, possuem funcédo de broncoconstricdo, derrame vascular
e extravasamento de neutréfilos atuando nos receptores CysLT1 e CysLT2 presente
nas células (SAMUELSSON, 1983; MITA et al., 2001; BORISH, 2003; MELLOR et al.,
2003; STEINKE E BORISH, 2004; CORRIGAN et al., 2005; GAUVREAU et al., 2005).

No trabalho desenvolvido por Trindade et al., (2014), detectou-se a producdo de
CysLTs na infeccao por Clostridium difficile em camundongos, porém 0s mesmos hao
foram responsaveis por induzir a colite. J& na infec¢do por HTLV em humanos Trindade
et al., (2012) descobriram altas concentracdes de CysLTs, e que esses resultados
poderiam contribuir para que os pacientes pudessem ter uma maior predisposicado a
desenvolver a mielopatia/paraparesia espastica tropical associada ao HTLV-I
(HAM/TSP). Porém, nossos resultados discordam dos trabalhos citados pois detectou-
se LTE,4 na fase de convalescenca em niveis semelhantes aos valores observados no

grupo controle.

A PGE; é um produto derivado da via de COX participando tanto da resposta imune
inata quanto da adaptativa e esse matabdlito possui diversas funcdes como:
vasodilatacdo, permeabilidade vascular, aumento da concentracdo de IL-10 e
diminuicdo da concentracao de TNF, estando também associado com a hiperalgesia e
febre (BRAY et al.,, 1981; SHINOMIYA et al.,, 2001; TREFFKORN et al., 2004,
SUGIMOTO E NARUMIYA, 2007).

Em nosso trabalho ndo obtivemos concentragdes detectaveis de PGE, no grupo de
pacientes infectados com P.vivax, divergindo dos dados encontrados por Perkins et al.,
(2001) que foi observado que criangas infectadas com P. falciparum produziam
menores concentracdes de PGE, quando comparados com 0 grupo controle, sugerindo
gue a PGE;, tem um papel um papel protetor para o hospedeiro infectado, e que essa
redugcdo poderia ocorrer através da liberagdo dos produtos do parasita (B hematina e
hemozoina) ou o uso de antipiréticos porque ambos inibem a via de COX-2 e
consequentemente a producdo desse mediador pode ser suprimida, sugerindo assim,

que altas concentracdes de PGE, possam esta envolvidas no agravamento da doenca.
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(KELLER et al., 2004; PERKINS et al., 2005; KELLER et al., 2006; ANYONA et al.,
2012).

Porém no grupo de pacientes infectados com P.vivax do nosso estudo, foi detectado
0 15-keto-PGE2 que € o principal metabdlito degradado da PGE,, presente no plasma.
A producdo do mesmo ocorre atraveés das enzimas de 15-PGDH hidroxi e 15-ox0-PG
A13-redutase. Essa substancia esta presente no plasma humano nas concentra¢gées de
aproximandamente, 10 a 100 pg/mL (FITZPATRICK et al., 1980; BOTHWELL et al.,
1982), sendo semelhante com o que foi encontrado em nosso trabalho. Podem
posssuir a fungéo de aumentar a adipogénese e a secrecao de bicarbonato e diminuir a
retencdo de muco (CHOU et al., 2007). No entanto, ndo ha relatos na literatura, desse

matabdlito envolvidos em infeccbes parasitarias.

Outro mediador produzido pela via de COX é o TXB2, que é um metabolito estavel,
biologicamente inativo, formado a partir da hidrélise ndo-enziméatica de TXA;
(NEEDLEMAN et al., 1976). Sua deteccdo no plasma humano reflete uma estimativa de
TXA, sistémico (LAWSON et al., 1986; PATRONO et al., 1986). Evidéncias sugerem
gue esse eicosanoide esta associado com o aumento da agregacdo plaguetaria, a
inducdo da vasoconstricdo e a reducéo de células T ativadas, (HARTWIG et al., 1995;
COGOLLUDO et al., 2003; KABASHIMA et al., 2003).

O Trabalho publicado por Obata et al.,( 2002) mostrou que pacientes infectados com
P. falciparum apresentavam concentracdes diminuidas de TXB, quando comparados
com o grupo controle. Esta reducdo pode estar relacionada com plaquetopenia durante
a infeccdo. Porém, em nosso estudo essas concentragdes voltaram a aumentar durante
o periodo de convalescenca, sugerindo que esse aumento esteja associado ao
restabelecimento dos niveis normais de plaquetas, concordando com os resultados

observados neste estudo.

A via da LOX é derivada a patir da metabolizagdo de AA e esta envolvida na sintese

de leucotrienos e lipoxinas, participando das atividades imunes e anti-inflamatérias, trés
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enzimas controlam essa via: A 5-LOX que € produzida por neutroéfilos, a 12-LOX que é
produzida por plaquetas e a 15-LOX que se faz presente nos macréfagos e endotélio. A
15-LOX é altamente induzivel e produz os HETEs. Curiosamente, o 15-HETE € um forte
inibidor de eicosanoides pro-inflamatérios no entanto o 5-HETE e 12-HETE séao
potentes quimiotrativos de granulécitos e também estimulam a vasodilatacdo através
da sintese de PG.Quando 5-HETE é metabolizado para 5-Oxo-ETE ir4 possuir forte
quimioatracdo de esinofilo, apresentando-se mais potente que o LTB4 (DODGE E
THOMAS, 1985; POWELL et al., 1992; SCHWENK E SCHRODER, 1995).

Os trabalhos produzidos por Green MD et al., (1996) e Carter MD et al., (2007)
demonstraram que culturas de células expostas ao produto do parasita do plasmodium
e Schistosoma spp, produziram hemozoina em concentracdes de 5,15 e 12-HETE,
respectivamente, sugerindo que esses eicosanoides possam contribuir para a
fisiopatologia da doenca associado a maléaria grave e cerebral. Além disso, pode estar
relacionado com a modulagédo da resposta imune inata, desempenhando um papel
potencial na patogénese da esquistossomiase. Corroborando assim aos nossos
resultados que tambem apresentaram esses trés acidos hidroxieicosatetraenoico em

pequena quantidade durante a fase inicial da doenca.

O mediador degradado de 5-HETE (5-Oxo0-ETE) também apresentou concentracdes
detectaveis em nosso trabalho, porém ndo ha relatos do mesmo na literatura
envolvendo doencas infecciosas, entretanto o mesmo se apresenta em outras
patologias como cancer, sinusite entre outras (O'FLAHERTY et al., 2005; STEINKE,
2006).

6.5 Correlagdes dos Mediadores Soluveis

Para determinar a interacao do perfil de eicosanoides com citocinas e quimiocinas na
malaria vivax foram realizadas analises de rede, a fim de observar possiveis interacdes
imunologicas que possam ajudar nos entendimento sobre a patogénese da malaria

vivax.
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Segundo dados publicados por Meslier et al., (1992), observou-se que houve um
aumento na producdo dos metabdlitos derivados de 5-LOX em culturas de células de
pulmdo de camundongos estimuladas com IFN-y e IC A23187, sugerindo uma melhor
amplificacdo local da resposta inflamatéria por efeitos do IFN-y e derivados da 5-
Lipoxigenase. Estes dados discordam dos nossos achados, visto que no grupo de
pacientes infectados com P.vivax, no DO foi observada altas concentracdes de IFN-y e
niveis baixos dos derivados de 5-lipoxigenase (5-HETE, 5-Oxo-ETE, LTB, e 6-trans-
LTB,.

Todavia, no grupo de pacientes no D28 foi observado uma correlacdo positiva entre
as concentracdes séricas de IFN-y e derivados da 5-Lipoxigenase demostrando um
restabelecimento progressivo da doenca. Nao obstante, a correlacdo deixa de ser
evidenciada quando comparamos com 0 grupo controle. Estes resultados demostram
que, possivelmente, existe uma tendéncia que estas correlacdes deixem de existir com

o decorrer dos dias de restabelecimento da resposta imune.

A MCP-1 é uma quimiocinas que possui a capacidade de liberar produtos da 5-LOX
em um ambiente inflamatério em modelo murino de aterosclerose crénica (SILVA et al.,
2002), porém em nosso trabalho ndo foram observadas essas interacées nos grupos de
pacientes no DO e D28, em virtude dos pacientes aqui estudados estarem na fase

aguda da infeccao.

Wen et al.,, (2007) demonstrou em um estudo in vivo e in vitro que produtos
derivados de 12-LOX e 15-LOX aumentavam a producdo das citocinas IL-6 e TNF-a
sugerindo que as producdes das mesmas estivessem intimamente ligadas, possuindo
um papel importante na ativagéo da inflamagé&o crbnica. Essa relagédo pode ser vista em
NOSSO grupo controle somente para a IL-6. Quando analisamos essa interagdo no grupo
de pacientes no DO essa interacdo sO permanece entre IL-6 e 12-HETE, havendo a
perda da interacdo com 15-HETE. No grupo de pacientes no D28 essa correlacédo €
completamente perdida.
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O 15-HETE aumenta a producao de MCP-1, desenvolvendo um papel na ativacao de
plaguetas e sugerindo uma possivel trombose vascular pulmonar (SHEN et al., 2015).
Essa interacdo ndo se apresenta no grupo de pacientes no DO, porém ha uma interacao

moderada no grupo de pacientes no D28, que pode estar relacionada com o aumento

de plaquetas.
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Conclusdo



CONCLUSAO
Muitos estudos estdo sendo realizados para tentar elucidar mecanismos
desenvolvidos pelo sistema imune do hospedeiro e que se fazem presentes durante a

infeccdo contra Plasmodium vivax. Ao final deste trabalho concluiu-se que:

e Pacientes com malaria vivax podem apresentar alteragbes hematologicas
significativas sem desenvolverem a forma grave da doenca,;

e As AlteracBes significativas em alguns parametros bioquimicos indicam possivel
dano hepético causado pelo parasita;

e Dos 22 eicosanoides estudados em nosso trabalho houve a presenca de 10
metabolitos (LTB4, 6-trans-LTB,4, LTE4, PGE,, 15-keto-PGE,, TXB,, 5-Ox0-ETE, 5-
HETE, 12-HETE e 15-HETE), sugerindo a participacdo dos mesmos no processo
inflamatério ocasionado pela infeccdo Plasmodium vivax;

e Dentre os perfis de citocinas e quimiocinas estudados, as concentra¢cdes IL-6, IL-10,
IFN-y, IL-17A, IL-8, RANTES MIG, MCP-1 e IP-10 caracterizam um perfil
inflamatorio, regulatério e quimiotatico ativo durante a fase aguda da doenca;

e As citocinas IL-6 e IFN-y e as quimiocinas IL-8, RANTES MIG, MCP-1 e IP-10
apresentaram correlacdo com todos o0s eicosanoides identificados, sugerindo a

participacdo dos mesmos durante a resposta imunoldgica.
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APENDICES

Apéndice 01: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - CEP-FMT-HVD

FUNDACAO DE MEDICINA i
TROPIGAL DR. HEITOR VIEIRA GRErasl |

DOURADO ((FMT-HVD))

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EICOSANOIDES E CITOCINAS EM PACIENTES
INFECTADOS COM MALARIA VIVAX

Pesquisador: Pericles Gama Abreu Filho

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 49472515.5.0000.0005

Instituicao Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.358.078

Apresentacao do Projeto:

2A versdo, com carta resposta ao CEP FMT HVD, para cada item identificado como pendéncia em parecer
anterior

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

Os eicosanoides podem esta participz
Obijetivo Primario:

Caracterizar a produgao de eicosa
Plasmodium vivax na cidade de
Manaus, Amazonas.
Objetivo Secundario:

1. Descrever o perfil de eic
ou ndo com Tapsigargina ol
de Célcio;2. Avaliar o
RANTES, MIG, MCP:
sangue periférico de
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com a produgao de eicosanoides em pacientes )
com maléria de acordo com o indice parasitario, anemia. numero de infegoes e plaquetas;4. Avaliar a
agregagao plaquetaria, os eicosanoides e

citocinas e formados a partir de plaquetas ativadas de pacientes infectados com malaria vivax.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos referentes a este estudo sdo considerados minimos uma vez que as amostras seréo coletadas por
profissionais capacitados. Podendo ou

ndo causar um desconforto pela picada da agulha ou formar manchas roxas (hematomas) no local onde
ocorreu a coleta de sangue.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Acréscimos da anuéncia da institui¢@o co participante FHEMOAM

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

TCLE reformulado, mantém alguns termos técnicos, porém, considerados de menor possibilidade de troca
para apresentacao coloquial.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

PENDENCIAS:

Estudo com justificativa técnica. No entanto, pesquisadores ndo esclarecem se e como sera transportado
material para FHEMOAM, da demanda de pac. com malaria da FMT HVD:

-Informam coletas a serem realizadas no lab. de malaria, uma parte enviada , apés preparo e
armazenamento & -80, para a FHEMOAM, em carro proprio; e outra parte para Lab. de Imunologia da
Faculdade de Ribeirao Preto/SP, em ca rmicas préprias.

Informar em qual das ins
-Instituicdo acima

Informagdes dive
esclarecimentos ac
hematoma, "mas" a
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tal de material a ser coletado.
Adequada frase sobre
jeto na PB 0s autores

técnica, 0 item riscos conforme mencionado acima: esclarecendo qgtde to
-Esclarecem em TCLE 2 amostras, em DO e ao final do tratamento, de 24 ml,cada.
coleta e riscos de hematomas em Membro superior; no entanto na versao do pro
mantém "risco minimo".

-Apresentar anuéncia assinada (diretoria) da instituigao co-participante (FHEMOAM).
-aNUENCIA ASSINADA anexada

Dentro da relevancia técnica, e por considerar pendéncias atendidas, com cuidado a seguranca na
participagdo voluntaria, adequages em TCLE, considera-se para apreciagdo deste CEP FMT HVD, com
aprovado. Cabem observagdes seguintes: ratificar aos autores quanto a classificagao de risco que 0s
mesmos impde ("minimos"), para que compreendam a existéncia, e a aceitem, de riscos em todo e qualquer
estudo envolvendo seres humanos. Ainda, sobre a aplicagdo em dois momentos diferentes (DO e a0 final do
tratamento), do TCLE, ja que no mesmo consta para coleta de 24 ml apenas, para assinatura do
participante.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatérios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugdo CNS n° 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatério Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela
CONEP em nossa home page. .
RREEPE. | s St S A
Al por

Este parecer foi elaborado baseado nos d ’

Tipo Documento | ; S
Informacoes Basicas gB_IN ORMA _DO_P | 28/10/2015 | Aceito

do Projeto s
Projeto Detalhado / | Projetovers 5 |P Gama Abreu| Aceito

Brochura

Outros _'f « Gama Abreu| Aceito

TCLE /Termos de | TOL es Gama Abreu| Aceito
Assentimento / '

Justificativa de .
Auséncia

Bairro: D.Pedrol 1 L
UF: AM , e
5 e

NS
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA W
DOURADO ((FMT-HVD))

Continuagdo do Parecer: 1.358.078

Declaragdo de anuenciahemoam. pdf 57710/2015 | Pericles Gama Abreu Aceito
Instituicao e 19:23:55 |Filho

Infraestrutura :
Declaracéo de Carta_do_pesquisador7.pdf 550972015 | Pericles Gama Abreu Aceito
Pesquisadores : 16:56:32__|Filho :
Declaragao de Carta_do_pesquisador6.pdf 52/09/2015 | Pericles Gama Abreu| Aceito
Pesquisadores 16:55:53 | Filho :
Declaragéo de Carta_do_pesquisador5.pdf 52/00/2015 | Pericles Gama Abreu| Aceito
| Pesquisadores 16:53:14__|Filho .
Declaragdo de Carta_do_pesquisador4.pdf 55/09/2015 | Pericles Gama Abreu|  Aceito
Pesquisadores 16:50:30 | Filho i
Declaragao de Carta_do_pesquisador3.pdf 52/00/2015 | Pericles Gama Abreu Aceito
| Pesquisadores 16:48:57__|Filho :
Declaragao de Carta_do_pesquisador2.pdf 52/09/2015 | Pericles Gama Abreu| Aceito
Pesquisadores 16:47:29 _|Filho :
Declaragao de Carta_do_Pesquisador.pdf 52/09/2015 | Pericles Gama Abreu| Aceito
| Pesquisadores 16:45:13 | Filho :
Declaragao de AnuenciaFMTHVD.pdf 52/09/2015 | Pericles Gama Abreu Aceito
Instituicéo e 15:55:29 | Filho

Infraestrutura__ !
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Assinada.pdf 22/09/2015 |Pericles Gama Abreu| Aceito

15:49:50 | Filho

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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Apéndice 02: TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO (FMT-
HVD)
FUNDACAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS (FHEMOAM)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: “CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EICOSANOIDES E
CITOCINAS EM PACIENTES INFECTADOS COM MALARIA VIVAX”

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Péricles Gama Abreu Filho, Adriana Malheiro Alle Marie e Carlos Arterio Sorgi.

Gostariamos de convida-lo a participar desta pesquisa que sera desenvolvida
pela Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em parceria com a Fundagéo de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e Fundagdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), com o objetivo de caracterizar
a produgdo de componentes envolvidos na inflamacgéao (eicosanoides e citocinas) no
sangue de pacientes infectados com Plasmodium vivax na cidade de Manaus,
Amazonas e associar sua produgdo com a parasitemia, anemia, nimero de infec¢des e

plaquetas.

A sua participagao € voluntaria. Para participar, € necessario ler atentamente
este documento e ouvir nossas explicagbes em caso de duvidas vocé podera
questionar os pesquisadores até que os objetivos e procedimentos fiquem claros. Se
estiver interessado em participar, solicitaremos que assine este documento.

O que é lipidoma?

O lipidoma consiste na identificacéo e quantificagdo de lipideos (gordura) em um
organismo sendo utilizado para avaliar a presenga de varios tipos de lipideos, como os
lipideos da inflamacéo (eicosanoides).

Porque esta pesquisa esta sendo feita? Ao <

Pretendemos avaliar a agr
inflamacao presentes no sa
células que podem causar os
em processos inflamatérios
vivax. Para esta avaliagéo
cada uma das coletas

a outra ao final do trata utilizado como

referéncia em outros
em diversas doencgas.

mponentes relacionados a
nios produzidos pelas
(gordura), envolvidos

infectados com P.
totalizando em
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Para a comparagéo com os dados de pacientes com malaria, precisamos também
da coleta de sangue de pessoas saudaveis. A pessoa que participar desta pesgmsa
devera doar no maximo 17 mL de sangue como descrito anteriormente. Esta quantidade
de sangue retirada ndo sera prejudicial a sua satde. Os riscos referentes a este e'studp
sao considerados minimos uma vez que as amostras serdo coletadas por profissionais
capacitados. Podendo ou n&o, causar um desconforto pela picada da agulha ou formar
manchas roxas (hematomas) no local onde ocorreu a coleta de sangue.

Nao havera nenhuma despesa e nenhum ganho em dinheiro. Aﬁrmamqs que os
dados obtidos serdo guardados de maneira sigilosa e que os nomes dos participantes
ndo serdo divulgados em nenhum momento, e os mesmos serdo informados dos
resultados finais da pesquisa. Esta pesquisa ndo trara beneficio diretamente para
vocé, mas seus resultados poderdo ajudar em pesquisas futuras. Vocé pode desistir a
qualquer momento. Para desistir, vocé devera entrar em contato com o pesquisador
Peéricles Gama Abreu Filho ou com o Comité de Etica pelos telefones abaixo. Ao

concordar em participar, vocé devera assinar este termo em duas vias, uma para vocé
e outra para os pesquisadores.

Sera feita apenas uma doagdo de sangue para a pesquisa e ndo havera
armazenamento do material colhido, 0 mesmo sera descartado ao final da pesquisa.

Qualquer davida sobre esta pesquisa, entrar em contato com Péricles Gama
Abreu Filho pelo telefone (92) 3236-2546 ou (92) 98232-1311. Telefone para contato
do Comité de Etica em Pesquisa (92) 2127-3572, e-mail do Comité de Etica em
Pesquisa: cep@fmt.am.gov.br

Eu,

RG n°®: , autorizo a retirada de 17 mL do meu sangue
da veia do brago para a realizagdo desta pesquisa. Fui informado (a) sobre o
procedimento e que o volume retirado n& dano a minha satde. Fui informado
(a) também que a fina mostrar o cenario de produgao de

lipideos e relacion pacientes com malaria infectados

com P. vivax, eq ) como referéncia em pesquisas
futuras para av. cas.
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Péricles Gama Abreu Flho Profa. Dra. Adriana Malheiro Alle Marie

CPF:013.042.512-50 CPF: 070.717.068-08

Prof. Dr. Carlos Arterio Sorgi
CPF: 297.567.728-67

! 0 pers canle

Sujeito da pesquisa



Apéndice 03: Questionario Estruturado

Questionario

Data e hora da coleta:

Nome:

Data de nascimento: / /

Etnia:

Peso:

Apresenta alguma doenga fora da doenga de interesse do estudo?
( ) Nao

( ) Sim Qual?

Toma ou tomou algum medicamento?
( ) Nao

( ) Sim Qual?

e Qual posologia (dosagem, via de administracao, intervalo de tempo,
periodo de administracao)?

e Quais os alimentos ingeridos no café da manha (na data da coleta) e no
jantar (dia anterior a coleta)?

e Consome peixes, aves ou mamiferos (porco, vaca entre outro)?

e Que tipo de o6leo utiliza para Preparar suas refeicoes?

e Faz o uso de suplementacido de 6mega 3, 6 ou 9?
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* Observagdes (Ex: cirurgias, PPD)

Possui Malaria?
( ) Néo (Individuo Controle)
( ) Sim (Seguir para a segunda parte do questionario)

Manifestagdes Clinicas

Parasitemia

( yaE | ) 2++  ( ) 3+++ ( ) 4++++

Obs: Anexar junto a este questionario o hemograma e o lipidograma completo.
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Plasma Eicosanoid Profile in
Plasmodium vivax Malaria: Clinical
Analysis and Impacts of
Self-Medication

Péricles Gama Abreu-Filho "%, Andrea Monteiro Tarragé ™*,

Allyson Guimaraes Costa’*%57, Wuelton Marcelo Monteiro *°,

Alyne Favero Galvdo Meielles®%, Thaina Cristina Cardoso Costa*’, Jéssica Santos Silva“*,
Fabiana Albani Zambuzi?®, Luiz Gustavo Gardinassi®, Luiz Alberto Beraldo Moraes®,
Marcus Vinicius Guimardes Lacerda®%'%, Carlos Arterio Sorgi™?, Lucia Helena Faccioli®
and Adriana Malheiro "4%™

" Programa de Pés-Graduagdo em Imunologia Bésica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Manaus, Brazil, ? Programa de Pés-Graduacdo em Biociéncia e Biotecnologia, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (USP), Ribeirdo Preto, Brazil, * Departamento de Andlises
Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo (USP), Ribeirdo Preto, Brazil, * Departamento de Ensino e Pesquisa, Fundagdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, Brazil, ° Programa de Pds-Graduagéo em Medicina Tropical, Universidade
do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, Brazil, ° Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, Fundagédo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, Brazil, ” Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a
Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, Brazil, ¢ Programa de Pés-Graduagéo da Bioquimica,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (USP), Ribeirdo Preto, Brazil, ° Departamento de
Quimica, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sédo Paulo (USP), Ribeirédo Preto,
Brazil, '° Instituto de Pesquisas Lebnidas & Maria Deane, FIOCRUZ-Amazénia, Manaus, Brazil

The participation of cytokines and chemokines in Plasmodium vivax malaria (Pv-malaria)
activates the immune response and thus causes the production of several inflammatory
mediators. This process is already well-established, but little is known about eicosanoids
in malaria physiopathology, especially in regards to inflammation and immunity. Malaria
is an acute febrile syndrome similar to any other less important infectious disease
and people may self-medicate with any anti-inflammatory drugs in order to cease the
recurrent symptoms of the disease. Based on this information, the study describes
the eicosanoid profile and its possible influence on the production of cytokines
and chemokines in P vivax infections. In addition, we investigated the influence of
self-medication with anti-inflammatory drugs in this immune profile. Twenty-three patients
were included in the study, with or without self-medication by anti-inflammatory drugs
prior to diagnosis. A total 12 individuals were selected for the control group. Eicosanoid
profiles were quantified by HPLC-MS/MS, and cytokines and chemokines by flow
cytometry and ELISA. The Pv-malaria infection significantly reduces the production of
several lipid mediators, and its action is increased by self-medication. We observed
that the eicosanoids we found derive from the lipoxygenase and cyclooxygenase
pathways, and present positive and negative correlations with chemokines and cytokines
in the follow-up of patients. Our data suggest that self-medication may interfere in
the immunological characteristics in P vivax infection and may modify the follow-up of
the disease.

Keywords: eicosanoids, Plasmodium vivax, inflammatory mediators, cytokines, self-medication
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Plasma Eicosanoid in Plasmodium vivax Malaria

INTRODUCTION

Malaria is one of the oldest infectious diseases on earth, and
often leads to severe disease or even death (1). Caused by the
Apicomplexa protozoans from Plasmodium genus, five species
infect and cause disease in humans (Plasmodium falciparum,
P. knowlesi, P. malariae, P. ovale, and P. vivax) (2-4). Their
transmission occurs via the bite of the female mosquito of
the Anopheles genus (5). Approximately 216 million cases of
malaria were diagnosed worldwide in 2016, with 445,000 deaths.
In Brazil, 175,000 cases were reported in 2017. The Amazon
region contributes to nearly 99% of the malaria notifications and
Plasmodium vivax is responsible for most diagnosed cases (6-8).

The onset of the immune response occurs when the
mosquito inoculates the sporozoites in the skin, which may be
phagocytosed by dendritic cells and macrophages and presented
to the lymphocytes (9). Hemolysis of red blood cells infected with
Plasmodium is the main pathogenic mechanism observed during
infection. Parasites release endotoxins known as hemozoin linked
to parasitic DNA that bind to the Toll-like Receptor 9 (TLR-9)
and activate the host immune response and the production of
several inflammatory mediators against these pathogens (10, 11).

Eicosanoids are lipid mediators of local signaling, derived
from arachidonic acid (AA), which participate in homeostatic
and inflammatory processes (12, 13). Their production
occurs when AA fuels enter three main metabolic pathways:
the cyclooxygenases (COX-1 and COX-2) pathway that
produces prostaglandins (PGs) and thromboxanes (TXs);
the lipoxygenases (5-LO, 12-LO, and 15-LO) pathway
producing the leukotrienes (LTs), lipoxins (LPs), hepoxylines
and hydroxyethylacetaenoic acids (HETESs); and the cytochrome
P450 (CYP450) pathway that produces epoxyleicatriatrienoic
acids (EETs), dihydroxyyeatriatrienoic acids (DiHETEs), and
HETEs (14). The production of eicosanoids has already been
documented in patients infected with P. falciparum, and studies
suggest that low levels of plasma PGE, are associated with
severe disease (15). Moreover, high concentrations of LTB4 in
mice infected with Plasmodium berghei were detrimental to the
pathogenesis of cerebral malaria (16).

Previous studies have shown alterations in phospholipase A2
(PLA2) activity, which is involved in the glycerophospholipid
metabolism, during P. vivax malaria episodes in human and in
erythrocytes infected with P. falciparum (17). More recently,
alterations in glycerophospholipid and glycosphingolipid
metabolism was also observed in P. vivax malaria (18).
Furthermore, metabolomic data suggest that the host response
to P. vivax infection might be affected by metabolites involved
in the degradation of heme and metabolism of several lipids,
including oleic acid and omega-carboxytrinor-leukotriene
B4 (19).

The Amazon region comprises the largest and most biodiverse
part of the world’s tropical forests. The Amazon region comprises
the largest and most biodiverse part of the world’s tropical forest.
It is an endemic area for tropical and infectious diseases with
similar clinical spectrum and severity, such fever, headache, and
myalgia, favoring the maintenance of the self-medicate culture
(20, 21). Because of this, self-medication is a common practice

in Brazil and involves the use of medicinal plants and medicines
without a prescription. The aim of this research was to describe
the profile of lipid mediators and its possible influence on the
production of cytokines and chemokines in patients with P. vivax
malaria (Pv-malaria), both in the phase acute and convalescent
stage. The data from this research suggest that self-medication
influences the production of eicosanoids in patients infected with
P. vivax and results in a greater interaction between the studied
inflammatory mediators.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

The study was approved by the Research Ethics Committee
at Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(CEP/FMT-HVD process n°.1.358.078/15). All participants read
and signed the written informed consent form, in accordance
with the Declaration of Helsinki and Resolution 466/12 of the
National Health Board for research involving human subjects.

Healthy Individuals and Patients

Twenty-three patients were included in this study. They were
diagnosed with non-severe acute malaria caused by P. vivax
via a thick blood smear and the diagnosis was confirmed by
the 18S rRNA gene using the 7500 Fast qPCR System (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA) as described previously (22—
24) at FMT-HVD, which is located in the city of Manaus,
Western Brazilian Amazon. Of these 23, 14 patients reported
self-medication with anti-inflammatory drugs prior to diagnosis
(SM), and 9 patients stated that they did not take any type
of medication until the time of confirmation of the disease
(NSM). 12 patients returned to the hospital 28 days (D28)
after admission. This period is known as the convalescent stage
after-treatment (AT) and is characterized when the individual
is not sick, but has not yet fully recovered. This is known
as the transition phase between disease and total cure. A
total of 12 individuals were selected for the control group,
and comprised of healthy donors who lived in the same city
and had no previous history of malaria. Exclusion criteria
included: patients under 18 years of age, pregnant women,
people belonging to the indigenous population, patients with co-
infected or already receiving treatment for malaria. All study
participants underwent serological screening recommended
by all Brazilian blood banks and this was carried out at
the Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM) serology laboratory for the purpose of
exclusion. The clinical and demographic data were acquired
using a standardized questionnaire.

Collection, Processing and Transport of

Biological Samples

Whole blood samples from healthy subjects and patients were
collected in tubes containing EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2
Franklin Lakes, New Jersey, USA) and tubes containing Sodium
Heparin (Labor Import® Sio Paulo, Brazil). Samples were then
stored in isolated boxes for biological material and transported
to the laboratory, where samples collected with EDTA were
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centrifuged in a refrigerated centrifuge (5702R, Eppendorf,
Hamburg, DEU) for 5min at 1,900 g. The obtained plasma was
separated and placed in cryotubes and stored in a freezer at
—80°C for further quantification of cytokines and chemokines.

Tubes containing sodium heparin were stimulated with
20 M Thapsigargine (SIGMA-ALDRICH Life Science) for
20 min in a water bath at 37°C under agitation. After this period,
the reaction was blocked in an ice bath, and the stimulated
whole blood was centrifuged at 400g for 20 min at 4°C. The
acquired plasma (300 (L) was aliquoted into cryotubes and
immediately frozen at —80°C (25). These frozen aliquots were
transported on dry ice to the Laboratory of Inflammation and
Immunology of Parasitoses (LIIP), located at the School of
Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) and
later submitted to high performance liquid chromatography-
mass spectrometry (HPLC-MS/MS).

All samples were stored and discarded after the experiments,
obeying the norms of Good Clinical and Laboratorial
Practices (GCLP).

Preparation of Plasma Samples for
HPLC-MS/MS

The extraction of the eicosanoids in the plasma samples
was performed by the solid phase extraction (SPE) method.
In summary, the 12-epi-LTB4-d4 analyte acting as internal
standard (PI) was added to the plasma samples, then these
samples were denatured overnight with 1.5mL of an ice-cold
methanol/acetonitrile (1-1, v-v). The denatured proteins were
removed by centrifugation at 400 g for 20 min at 4°C and the
supernatants obtained (~1.2ml) were diluted in 14 ml of ultra-
pure water to decrease the methanol/acetonitrile content to 15%
between organic phase and aqueous phase. Purification of the
eicosanoids was performed by a Waters® Extraction Manifold
and Sep-Pak C18 cartridges, 500 mg sorbent, 2.8 ml, HyperSep™
(Thermo Scientific, USA). Samples were transferred to pre-
activated cartridges with 2 mL of methanol and 2mL of 0.1%
(v-v) water/acetic acid solution. After elution of the plasma
samples, 2mL of water —0.1% acetic acid (v-v) was added to
the cartridge to elute hydrophilic polar compounds and, finally,
the eicosanoids adhered on C18 silica were eluted with 2mL
of methanol/0.1% acetic acid (v-v) solution. The solvent was
removed under reduced pressure at speedvac, and 100 pL of
methanol was added to the extract obtained and transferred to
HPLC-MS/MS (25).

Qualitative and Quantitative Analysis of

Eicosanoids by HPLC-MS/MS

For this type of analysis, an Acquity™ UPLC (Waters®) system
was used consisting of a quaternary pump and automatic
injector coupled to the Xevo TQ-S mass spectrometer with ESI
ionization source equipped with Orthogonal Z-spray (Waters®).
The chromatographic analyses were performed on an Ascentis
EXPRESS C18 column (100 x 4.6 mm, 2.7 pm) using a flow rate
of 0.6 mL/min at 25°C. Elution was done using a binary gradient

system consisting of water: acetonitrile: acetic acid (69.98-30-
0.02, v-v-v) (Step A) and acetonitrile: isopropanol (70-30. v-
v) (Stage B) with 0% B from 0 to 2 min, increasing to 15% B
at 2min, 20% B at 5min, 35% B at 8 min, 40% B at 11 min,
100% B at 15 min and remained in this proportion up to 19 min.
From this time up to 30 min, the gradient returned to the initial
ratio for column conditioning. The ionization source operated
in negative mode and by Multiple Reaction Monitoring (MRM).
To optimize the MRM conditions, a standard solution of each
eicosanoid at 100 ng/mL diluted in methanol/water/ammonium
acetate (71-30-0.1, v-v-v) was infused into the MS at 10 wL/min
and fragmented by dissociation induced by collision with argon
in order to obtain the spectrum of the ion product of each
analyte. After selection of the MRM transitions, the cone and
collision energies were standardized through the direct infusion
of the standards to obtain adequate sensitivity. The linearity was
evaluated through a calibration curve, in triplicate, of plasma
samples enriched with standard solutions of LTBy, 6-trans-LTBy,
LTDy, 11-trans-LTDy4, LTE4, PGD;, PGE,, 20-OH- PGE,, 15-
keto-PGE,, 15-deoxy-A12,14-PGJ,, PGJ,,5-HETE, 12-HETE,
15-HETE, 20-HETE, (+4) 11,12-DHET, 15-DHET, 5-Oxo-ETE,
11,12-EET, 5 (S), 6 (R) -DiHETE, LXA4, and TXB, (Cayman
Chemical) and extracted by the method described in the above
item, of 5.0; 7.5; 15.0; 30.0; 50.0, and 75.0 ng/ml. A linearity curve
was also constructed for LTB4, 5-HETE, 12-HETE, and TXB,
(Cayman Chemical) contemplating the following concentrations:
75.0; 150.0; 300.0; 450.0; 800.0, and 1000.0 ng/ml. The calibration
graph was constructed by plotting the plasma concentration
values of each eicosanoid on the abscissa axis and the ratio
between the area of the peaks obtained for each mediator and
the area of the PI on the axis of the ordinates. Data analysis was
done via linear regression using the least squares method, where

TABLE 1 | Demographic, parasitological, and baseline clinical characteristics of
Control Group (CG) and Pv-malaria patients that did Not Self-Medicate (NSM) and
Self-Medicated (SM).

Variables CG((n=12) Plasmodium vivax malaria
All(n=23) NSM(n=9) SM((n=14)

Age (years, 33 [27-41] 39 [30-54] 39 [35-52] 43 [23-54]

median [IQR])

Gender 7/5 17/6 9/0 8/6

(male/female)

Parasitemia — 127,574 236,429 68,602

(number of [28,242—- [109,717- [19,896-

copies/pL, median 637,392] 604,622] 664,631]

[IQR])

First infection - 5/18 1/8 4/10

(yes/no)

Number of — 2 [2-9] 4 [2-9] 2 [1-6]

infections (median

[IQR])

Headache (yes/no) - 21/2 8/1 131

Fever (yes/no) - 12/11 6/3 6/8

Myalgia (yes/no) — 12/11 5/4 77

Chills (yes/no) - 6/17 2/7 4/10
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the area/concentration relation is expressed by the equation of
the line (y = ax + b), where is the angular coeflicient and b is
the linear coefficient of the line. The correlation coefficient (r)
was also calculated from the experimental points, which is the
parameter that estimates the linearity of the calibration curve.
Masslynx 4.1 software (Micromass, Manchester, UK) was used for
data acquisition and processing.

Quantification of Plasma Concentrations

of Circulating Cytokines and Chemokines

The concentrations of chemokines (CXCL-8, CCL-2, CCL-5,
CXCL-9, and CXCL-10) and circulating cytokines (IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10. TNE IFN-y, and IL-17A) through the CBA
(Cytometric Bead Array) BD™ Human Chemokine Kit and CBA
(Cytometric Bead Array) BD™ Human Th1, Th2, Th17 Cytokine

kit, respectively. IL-1f and IL-5 cytokines were quantified by
ELISA (BD OptEIA II Human Kit, BD Biosciences Pharmingen,
USA), following the manufacturer’s instructions.

Statistical Analyses

Clinical, epidemiological, laboratory, lipid mediator, chemokine,
and cytokine concentrations were tabulated and stored using
Microsoft Excel® Software (2010 version for Windows). The
descriptive analyses were presented in tables and graphs of
frequency distribution, elaborated in GraphPad Prism 5.0
software (San Diego, CA, USA), taking into account that the data
have a non-parametric distribution. The comparative analyses
between the groups were performed using the Mann-Whitney
(NSM vs. HD, SM vs. HD, NSM vs. SM) and Wilcoxon test
(NSM and SM vs. AT), with significant values being set at p
< 0.05. From analysis of the Spearman correlation between the

TABLE 2 | Hematological and Biochemical parameters of Control Group (CG) and Pv-malaria patients that did not Self-Medicate (NSM) and Self-Medicated (SM).

Variables CG(a) (n=12)

Plasmodium vivax malaria p-value*

NSM(b) (n = 9)

SM(C) (n = 14)

RBC* (unit/mmS®, median [IQR)) 4.9[4.5-5.1]
HB (g/dL, median [IQR]) 14.0 [13.0-15.6]
HT (%, median [IQR]) 41.3[38.7-45.7]
MCV (fL, median [IQRY]) 86.1 [82.9-90.0]
MCH (pg, median [IQR]) 29.4 [28.7-30.6]
MCHC (g/dL, median [IQR]) 34.1[33.3-34.9]
RDW (%, median [IQR]) 13.4[12.9-13.5]
WBC (unit/mmG, median [IQR]) 7.2 [6.5-8.3]
Neu (unit/mm®, median [IQR]) 4.2 [3.3-4.8]
Eos (uniT/mmG, median [IQR]) 0.3[0.2-0.3]
Lym (unit/mme, median [IQR]) 2.4[1.9-2.9]
Mon (unit/mmG, median [IQR]) 0.5[0.4-0.5]
PLT (unh‘/mmﬁ, median [IQRY]) 260 [207-329]
MPV (fL, median [IQR]) 7.6[7.1-8.4]
Total lipids (mg/dL, median [IQRY]) 635 [550-759]
Triglycerides (mg/dL, median [IQR]) 173 [81.8-308]
Total cholesterol (mg/dL, median [IQR]) 177 [145-207]
HDL (mg/dL, median [IQR]) 47.0 [39.5-52.8]
LDL (mg/dL, median [IQR]) 102 [78.3-120]
VLDL (mg/dL, median [IQR]) 35.5[22.0-61.8]
Glucose (mg/dL, median [IQR]) 109 [92.4-135]
Uric acid (mg/dL, median [IQR]) 4.3 [3.6-5.9]
Creatinine (mg/dL, median [IQR]) 0.9 [0.8-1.0]
Urea (mg/dL, median [IQR]) 30.2 [24.4-33.8]
GGT (U/I, median [IQR]) 28.4 [22.2-65.2]
ALP (U/1, median [IQR]) 77.8[71.1-98.7]
AST (U/1, median [IQR]) 32.9 [30.0-44.5]
ALT (U/l, median [IQR]) 26.9 [22.6-39.3]
Total bilirubin (mg/dL, median [IQR]) 0.3 [0.2-0.5]
Direct bilirubin (mg/dL, median [IQR]) 0.1[0.1-0.2]
Indirect bilirubin (mg/dL, median [IQR]) 0.2 [0.1-0.3]

4.9 [4.6-5.2] 4.5[4.2-4.9] 0.107
14.4 [13.3-15.4] 12.9 [12.6-14.5] 0.075
41.3 [39.3-44.4] 38.4 [36.1-41.9] 0.047,p, pe
85.7 [84.7-90.0] 85.8 [84.1-87.3] 0.921
30.2 [28.6-31.3] 29.7 [28.8-30.3] 0.871
34.6 [34.1-35.0] 34.7 [34.3-34.8] 0.373
14.0 [13.6-14.4] 13.6 [13.1-14.4] 0.048,,

5.7 [4.6-7.1] 5.0 [4.2-6.6] 0.0205¢

3.7 [2.8-5.5] 3.3[2.3-4.7] 0.454

0.1[0.02-0.2] 0.1[0.07-0.1] 0.004,p, ac

1.0 [7.3-1.5] 0.9[0.8-1.8] 0.0014p, ac

0.4 [0.3-0.6] 0.3[0.2-0.4] 0.031a¢
93.0 [54.0-121] 106 [87.8-179)] <0.0001,p, ac

9.2 [7.7-10.1] 7.3[7.0-8.6] 0.083

577 [466-714] 549 [522-628] 0172
109 [85.0-271] 153 [101-228] 0.916
120 [101-193] 120 [93.5-131] 0.0064¢
27.0 [7.0-38.5] 14.5 [8.8-36.5] 0.00035, ac
76.0 [21.5-118] 63.5 [48.8-69.0] 0.0085¢
21.0 [8.5-44.5] 30.5 [20.0-45.3] 0.326
94.0 [85.0-120.5] 93.5 [63.0-109] 0.234

5.3 [4.6-5.7] 3.4[0.0-4.4] 0.035

1.1[0.9-1.1] 0.9[0.7-1.0] 0.117
33.2 [26.7-40.3] 28,5 [20.5-37.3] 0.511
66.6 [23.3-146] 47.0 [36.3-160] 0.093
84.1 60.2-93.0] 85.5 [78.0-113] 0.322
39.8 [23.8-47.6] 29.5 [22.5-38.9] 0.333
35.0 [18.0-44.1] 25.5 [19.0-39.9] 0.840

1.1[0.8-1.8] 1.5[0.4-1.8] 0.0184¢

0.4[0.2-0.7] 0.6[0.2-0.7] 0.0155¢
0.8[0.5-1.1] 0.9[0.2-1.1] 0.026,p, ac

* Statistical analyses were performed by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test in order to compare pairs; *RBC, Red blood cells; HB, Hemoglobin; HT, Hematocrit; MCV,
Mean corpuscular volume; MCH, Mean corpuscular hemoglobin; MCHC, Mean corpuscular hemoglobin Concentration; RDW, Red cell distribution width; WBC, White blood cells; Neu,
Neutrophil; Eos, Eosinophil; Lym, Lymphocyte; Mon, Monocyte; PLT, Platelet; MPV, Mean platelet volume; HDL, High Density Lipoprotein; LDL, Low Density Lipoprotein; VLDL, Very

Low Density Lipoprotein; GGT, Gamma Glutamyl Transferase; ALF, Alkaline Phosphatase; AST, Aspartate Aminotransferase and ALT, Alanine Aminotransferase.
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biomarkers, the networks analysis and demonstration of the
complex interactions between chemokine, cytokines, and lipid
mediators were performed in all groups of this study using
Cytoscape software 3.0.4 (Cytoscape Consortium San Diego,
CA, USA). The thickness of the lines was adjusted to portray
the strength and whether the type of correlations was positive
or negative.

RESULTS

Demographic, Parasitological, and
Baseline Clinical Characteristics of the
Study Population

All subjects in this study reside in an area of intense
malaria transmission. Although they are in contact with P.
vivax malaria (Pv-malaria) transmission vectors, 28% of the
recruited individuals were primo-infected. The median age
between the control and Pv-malaria groups was similar (33
and 39 years [p = 0.144], respectively), with male subjects
predominating (58 and 74% [p = 0.450], respectively). The
average parasite load was 127,574 parasites/pL, and was similar
among patients who did not Self-Medicate (NSM) and those

who Self-Medicated (SM) (p = 0.361). Furthermore, median
of the number of infections was 2 episodes, without any
difference between the Pyv-malaria subgroups (p 0.303).
Table 1 summarizes the demographic, parasitological, and
clinical characteristics.

Hematological and Biochemical
Parameters of Pv-Malaria Patients That
Did Not Self-Medicate (NSM) and
Self-Medicated (SM)

Table2 summarizes the hematological and biochemical
parameters which were evaluated in the subgroups of Pv-
malaria and control group (CG). No significant differences were
observed among patients than did not Self-Medicate (NSM) and
Self-Medicated (SM), except for differences in hematocrit and
uric acid concentrations. Furthermore, the CG had significantly
higher/lower concentrations and numbers of hematocrit, red cell
distribution width, white blood cells, eosinophil, lymphocyte,
monocyte, mean platelet volume, platelet, total cholesterol, HDL,
LDL, uric acid and total, direct and indirect bilirubin when
compared to NSM and SM groups.
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FIGURE 1 | Identification and quantification of eicosanoids after stimulation with Thapsigargine, from control group (white bar), Pv-malaria patients (black bar) and
patients who returned 28 days after treatment, understood as the period of convalescence (gray bar). *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.0001 between groups studied.
ND = Concentration not detected. The quantifications of these lipid mediators were measured using high performance liquid chromatography-mass spectrometry
(HPLC-MS).
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Plasmatic Profile of Eicosanoids in P, vivax

Malaria

Analysis of the plasmatic profile of eicosanoids after whole
blood stimulation indicated that P. vivax infection may influence
the serum concentrations of these biomolecules (Figure 1).
The evaluation of these lipid mediators demonstrated a
significant decrease of LTEy4, PGE,, 5-HETE, 12-HETE, 5-Oxo-
ETE, and TXB, (Figures 1C,ELJ,L,M) in patients with Pv-
malaria. In addition, increased levels of LTD4, PGD,, 15-keto-
PGE,, 20-OH-PGE,, and 15-HETE were observed in these
individuals (Figures 1B,E,G,H,K). We observed significantly
lower concentrations of LTBy, 6-trans-LTBy4, and 5-HETE when
comparing the prior (Pv-malaria) and convalescent stage after-
treatment (AT) patients (Figures 1A,D,I), with the increase of
12-HETE and TXB, (Figures 1J,M).

Influence of Self-Medication on the
Circulating Concentration of Eicosanoids

in Pv-Malaria
To understand the influence of self-medication on eicosanoid
levels in Pv-malaria, we separated the patients into two groups:

No Self-Medication (NSM) and Self-Medication (SM) Pv-malaria
patients (Figure2). A significant reduction of LTB4, LTEy,
6-trans-LTBy4, 5-HETE, and 5-Oxo-ETE (Figures 2A,C,D,I,L)
was observed in SM Pyv-malaria patients. In addition, the
eicosanoids LTDy4, PGD,, PGE,, 20-OH-PGE,, and 15-HETE
(Figures 2B,E,EH,K) were not detected in these individuals. 12-
HETE and TXB, were not significantly different between groups
(Figures 2J,M).

Plasmatic Profile of Chemokines and
Cytokines in Pv-Malaria and the Influence

of Self-Medication in These Patients

Our data demonstrated that patients with P. vivax
malaria presented chemokine and cytokine storms during
infection (Figure3). A significant increase of CXCL-8,
CCL-2, CXCL-9, CXCL-10. IL-6, IL-10. IFN-y, IL-17A,
and IL-5 (Figures 3A-C,E,ELK,L,N) were observed in
these patients. Although this phenomenon is observed at
the end of the convalescence stage after treatment, the
circulating levels reestablish themselves and reach the
concentrations of the control group (Figure3). To further
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A ——
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FIGURE 2 | Analysis of the eicosanoid concentrations of Pv-malaria patients at the time of diagnosis who did not Self-Medicate (NSM) and Self-Medicated (SM). *p <
0.05, *p < 0.01, **p < 0.0001 between groups studied. ND = Concentration not detected. The quantifications of these lipid mediators were measured using high
performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS).
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FIGURE 3 | Concentration of chemokines and cytokines in control group (white bar), Pv-malaria patients (black bar) and patients who returned 28 days after
treatment, understood as the period of convalescence (gray bar). In addition, analysis of the chemokines and cytokines concentrations of Pv-malaria patients at the
time of diagnosis who did not Self-Medicate (NSM) and Self-Medicated (SM). “o < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.0001 between groups studied. ND = Concentration not
detected. The quantifications of these chemokines and cytokines were measured using Cytometric Bead Array (CBA) and ELISA.
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characterize these immunological markers, chemokine
levels and plasma cytokines were analyzed in NSM and
SM patients. It is observed that the use of the drugs
positively influenced the production of CCL-2, CCL-5, and
IL-5 (Figures 3B,D,N).

Plasmodium vivax Malaria and
Self-Medication (SM) Change the
Interaction of Eicosanoids, Chemokines,

and Cytokines During Infection

To evaluate the relationship between levels of eicosanoids,
chemokines, and cytokines during P. vivax infection, a series
of correlation analyses were performed (Figure4). When
comparing the analyzed interactions between molecules in the
Py-malaria and control group, there was an intense increase
in relations, especially the chemokine (CXCL-8, CCL-2 and
CXCL-10) and cytokines (IL-6, IL- 10. IFN-y, IL-4, and
IL-5) (Figure4B). In addition, the number of interactions
between the analyzed eicosanoids also increased during P.
vivax infection, but this was not observed in the control
group (Figure4A). This phenomenon remains even in the
convalescent stage after-treatment (Figure4C). Finally, we
performed the analysis of the correlation indices by categorizing
patients with Py-malaria in two different groups (NSM and
SM) and observed that the interactions were influenced in
individuals who self-medicated. Decreased eicosanoid ratios and

increased correlations with chemokines and cytokines were
noted (Figure 4E).

DISCUSSION

In this study, we characterize the eicosanoid profile of patients
with Py-malaria during the acute phase and convalescent stage
after-treatment. Moreover, we report the influence of self-
medication on this profile. These findings are particularly
relevant in order to better understand the interaction between
inflammatory and lipid mediators during the cure of malaria-
vivax infection. We demonstrate that Pv-malaria infection
significantly affects the levels of metabolites derived from LO
or COX pathways. Levels of these lipid mediators are tightly
correlated with plasma levels of cytokines and chemokines that
are related to clinical characteristics of the patients. Moreover,
our data suggest that self-medication (SM) contributes to
changes in the correlations between eicosanoids, chemokines,
and cytokines during infection, which may aid in parasitic
clearance and/or symptom alleviation. To our knowledge, this is
the first study to comprehensively profile eicosanoid production
and their associations with cytokines and chemokines during
infections with P. vivax.

Plasmodium vivax infection induces inflaimmatory and
regulatory processes that are designed to contain the parasite
multiplication, while maintaining the integrity of tissues and
organs (26-28). Although most patients with P. vivax malaria
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FIGURE 4 | A network of interaction between eicosanoids, chemokines and cytokines in control group, Pv-malaria patients, individuals who returned 28 days after
treatment, understood as the period of convalescence and Pv-malaria patients at the time of diagnosis who did not Self-Medication (NSM) and Self-Medicated (SM).
Each connecting line is a significant correlation between a pair of markers. Continuous lines represent positive correlations, while dashed lines represent negative
correlations (p < 0.05). The degree of significance is represented by the thickness of the line. Correlations were obtained through the Spearman test; the value of r and
p were used to classify the connections as weak (- < 0.35, p < 0.05), moderate (- = 0.36-0.67, p < 0.01) or strong (- > 0.68, p < 0.0001). The absence of the line
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exhibit mild clinical symptoms, severe cases are reported and
have been associated with elevated levels of TNF-a, IFN-y and
low levels of PGs, TXBs, and IL-10 (29-33). Our data further
extend these findings by demonstrating reduced a production
of PGE; even during mild cases of P. vivax infection. PGE,
suppresses type I interferon responses, while P. vivax infection
promotes robust transcriptional interferon signatures, which are
associated with linoleate metabolism (34) and a pathway that
influences arachidonic acid biosynthesis. Furthermore, TXB,, an
inactive product derived from TXA;, was also reduced during P.
vivax infection and might reflect the degree of thrombocytopenia
in these patients (35). This is further supported because treatment
recovered platelet counts, while only levels of TXB, increased
during convalescence.

Treatment down-regulated the lypoxygenase pathways,
reducing the production of LTBy4, 6-trans-LTBy4, 5-HETE, and
12-HETE. Except for the last lipid mediator which is exclusively
produced by action of 12-LO, since formation of the other
eicosanoids involves reactions catalyzed by 5-LO. All these
metabolites were negatively correlated with the Th2 cytokine
profiles, IL-4 and/or IL-5. After-treatment changed these

correlations, whereby IL-5 became positively correlated with
LTBy, 6-trans-LTB,4 and 5-HETE. IL-5 signaling has been shown
to promote 5-LO activating protein (FLAP) expression and
5-LO activation and nucleus translocation (36). Self-medication
reduced the production of these mediators, whose 6-trans-LTBy4
was also negatively correlated with IL-5. These data highlight
an underlying association between Th2 cytokine profiles and
LOX products that can be relevant to the treatment of P.
vivax malaria. A recent study has demonstrated that a major
product of LTB, catabolism by neutrophils, omega-carboxy-
tinor-LTBy, is significantly associated with P. vivax parasite
burden, which suggests that the production of eicosanoids might
also be affected by clinical parameters such as the degree of
parasitemia (19).

We observed little association between the production of
eicosanoids and circulating cytokines in the control group,
but, in particular, IL-1p was positively correlated with levels of
LTBy4, 6-trans-LTBy4, and 5-HETE. This is interesting because
depending on the context, LTB4 exerts a regulatory role over
IL-1f production (37, 38). This suggests that 5-LO activity
might also be important in order to limit IL-1p release
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during homeostatic state, of which levels increased during
convalescence, when 5-LO metabolites were also reduced. After
P. vivax infection, there were no significant correlations with
IL-1B, which did not recover after treatment. However, further
sub-classification of patients demonstrated that IL-1f positively
correlated with IL-17 during infection of NSM patients but
not SM patients, although both groups exhibited similar levels
of these cytokines. This is consistent with the role of IL-18
for the differentiation and polarization of naive T lymphocytes
into Th17 cells (39), whereas lack of correlation after self-
medication suggests a disruption in this process. Levels of IFN-y
and the related chemokine, CXCL-10. increased after P. vivax
infection. IFN-y did not correlate with lipid mediators during
acute infection for all patients, but self-medication changed
this profile, showed inverse correlations between IFN-y and
12-HETE in the interaction network between immunological
molecules and lipid mediators (Figure 4). During convalescence,
significant correlations were also observed between IFN-y,
CXCL-10, and 12-HETE, suggesting a potential cross-talk
between these mediators.

The local population is very well-informed about malaria
and knows the need for diagnosing malaria at the onset of the
disease. However, the study has limitations since eicosanoids,
chemokines, and cytokines were not evaluated at the onset
of infection and/or symptoms. Furthermore, the small sample
size does not allow intra-comparison of the eicosanoids,
chemokines, and cytokines with clinical manifestations of Pv-
malaria, including in asymptomatic and severe malaria.

CONCLUSION

In summary, P. vivax infection triggers production of immune
and lipid mediators, generally influencing the increase of these
molecules in the acute stage of the disease. Our data also
suggest that after antimalarial treatment, the serum levels of
these molecules are reestablished. Furthermore, self-medicated
individuals had a significant impact on the production of lipid
mediators, chemokines and cytokines, altering the interaction
dynamics between these molecules in Py-malaria infection.
Finally, we believe that self-medication deserves more attention
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