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Feliz aquele que rejeita maus conselhos,
Segue o exemplo da sabedoria.

Esse homem é como uma arvore

Que cresce na beira de um riacho.

Ele da bons frutos no tempo certo

E suas folhas ndo murcham.

E tudo o que este homem faz da certo.

Salmo 1-41
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RESUMO

A malaria € uma das mais importantes doencas transmitidas por vectores e que
acomete grande parte da populacdo mundial. O P. vivax € a espécie predominante
nas Americas, representando 64% dos casos. A area endémica da malaria no Brasil
compreende a Regido Amazobnica, responsavel por 99% dos casos autoctones.
Trabalhos anteriores demonstraram a alta prevaléncia da malaria em garimpeiros
na regido Amazobnica e a espécie mais frequente envolvida é o P. vivax. A
resisténcia a malaria faz parte da interacdo de diferentes fatores que regulam as
relacBes entre o parasito e o hospedeiro. Essa interacdo € um fator determinante
na resposta imune a infeccdo. Os polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) nos
genes de citocinas tém sido explorados em estudos de variacdo genética humana
e tentam explicar a influéncia dessa variacdo na susceptibilidade as doencas
infecciosas. As variacbes no numero de copias (CNVs) também podem afetar
potencialmente a expressao dos genes de varias maneiras, contudo pouco se sabe
sobre o papel dessa variacao genética na adaptacao humana frente a infec¢céo pelo
P. vivax. O estudo objetivou investigar se as alteracées gendmicas quantitativas e
0s SNPs nos genes TNFA-308A>G, IFNG+874T>A, I1L6-174C>G e do hapldétipo -
1082/-592/-819 no gene IL10, associados a producdo de citocinas podem
influenciar na fisiopatogenia da maléria vivax. O estudo selecionou 129 pacientes,
a partir de 288 atendidos na cidade de Itaituba, estado do Par4, sendo 79 pacientes
sem infeccdo para malaria e 50 pacientes positivos para P. vivax e destes, 15
tinham infeccéo primaria a malaria e 35 pacientes relataram episodios anteriores a
infeccdo. Foi determinada a carga parasitaria pela gota espessa; os parametros
hematoldgicos; as citocinas foram dosas por citometria de fluxo; a genotipagem dos
SNPs foi feita por PCR-SSP e a variagdo no numero de copias foi determinada pela
técnica do aCGH. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Bioestat
e Graph-pad prim. Observados que ambos o0s grupos malaricos (primario e
recorrente) apresentaram reducéao significativa no niamero de plaguetas; no grupo
recorrente observamos aumento significativo na porcentagem de mondcitos; nao
observamos diferencas significativas na frequéncia dos SNPs; ndo observamos
associacbes dos SNPs com a infecgao pelo P. vivax; observamos diferencas

significativas nos niveis plasmaticas das citocinas entre 0s grupos; observamos
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niveis significativamente maiores nos individuos com o haplotipo ILLOGCC/GCC e
correlacdo entre os niveis das citocinas IL-10, TNF-a e IL-6 e a carga parasitéria;
observamos um aumento significativo no nivel das citocinas IFN-y, IL-6 e IL-10 no
grupo com maléria primaria em comparacao ao controle endémico, bem como um
aumento significativo na expressao das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 no grupo
recorrente em comparagdo ao grupo controle, enquanto que a expressao da
citocina IFN-y foi significativamente maior no grupo primario em comparacédo com
0 grupo recorrente. Descrevemos pela primeira as alteracdes quantitativas no
genoma dos pacientes infectados com P. vivax e identificamos 112 genes
amplificados e 12 genes deletados na populacdo em estudo, e, apesar das CNVs
encontradas nao incluirem nenhum gene relacionado com receptores ou fatores de
resisténcia a malaria vivax e nem estarem correlacionados com os dados clinico-
patologicos da doenca, observamos varios genes com alteragdes no numero de
cOpias relacionados a outras doencas. Este estudo fornece dados adicionais sobre
a resposta imune entre P. vivax e 0 hospedeiro e as alteragbes gendmicas

guantitativas no hospedeiro de uma area endémica de garimpo.

Palavras-Chave: Polimorfismos; Citocinas; P. vivax; SNPs; CNVSs.
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ABSTRACT

In endemic areas of Asia, Oceania, Central and South America and in the horn of
Africa P. vivax malaria is a major cause of morbidity with 35 million cases annually.
In Brazil, the Amazon region concentrates almost all cases and infections registered
countrywide, with more than three hundred thousand cases per year. Several
evidences suggest that an exacerbated inflammatory response associated to
density parasite is likely to aggravate the malaria symptoms. We assessed the
haematological and immunological aspects, genetic alterations related to CNVs that
could lead to phenotypic alterations, conferring resistance or susceptibility to
malaria, as well the presence of polymorphisms in cytokine genes and their
association with the infection in patients living in a gold-mining area in a gold-mining
in the Brazilian Amazon Region, establishing patterns of immune response
characteristic of primary malaria, recurrent malaria and endemic control. Six SNPs
(TNFA-308G/A, IFNG+874T/A, IL6-174G/C, IL10-1082G/A, -819C/T, -592C/A) in
four genes were determined; blood cell count was conducted on automatic analyzer;
plasmatic cytokines IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y were quantified by flow cytometry
and density parasite was estimated by thick blood films with confirmation by nested-
PCR; the CNV was estimated by aCGH and association between copy humber and
phenotypes (parasite load, mean number of clinical infections of malaria and
gender) was assessed. The statistical analyzes were performed by Graph-pad prism
6.0 and Bioestat 5.0. No significant association was found between SNPs and
malaria infection; cytokine levels were higher in malaria group when compared to
endemic control; production of IL-10 was higher in the presence of GCC/GCC
haplotype; IFN-y levels were correlated with previous malaria episodes; malaria
patients showed lower platelet numbers, reduction on white blood cells count and
an increased monocyte percentage; significant increase in the IL-6 and IL-10
plasmatic levels in both malaria groups; the primary malaria patients displayed the
highest significant plasmatic IFN-y levels; recurrent malaria patients displayed the
highest significant plasmatic TNF-a; malaria infection demonstrated correlation
between parasite density and TNF-a, IL-6 and IL-10 levels; a total of 112 amplified
genes and 12 deleted genes were observed and the CNVs found did not include

any gene related to receptors or vivax malaria resistance factors. There were no
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statistically significant correlations between the clinical and pathological data
(parasite load, mean number of clinical infections of malaria and gender) and the
presence of CNVs in the patients studied. This study provides additional data on
Plasmodium-host immune response and describes the quantitative changes in the

human genome in P. vivax infection in an endemic area of garimpo.

Keywords: Polymorphisms; Cytokine; P. vivax; SNPs; CNVs.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

1.1.1. MALARIA NO MUNDO

A malaria € uma das mais importantes doencas transmitidas por vectores e
gue acomete grande parte da populacdo mundial (Figura 1). Cerca de 216 milhdes
de casos de malaria foram registrados em 2016 e 445 mil mortes (CDC, 2017). A
maioria dos casos foram registrados na regido africana (90%), seguido da regiao
do sudeste asiatico (3%) e da regido do mediterraneo oriental (2%). A incidéncia
estimada da malaria teve reducédo de 18% globalmente de 76 para 63 casos para
cada 1000 habitantes entre 2010 e 2016. A regido do sudeste Asiatico teve a maior
reducdo (48%), seguido da regido das Ameéricas (22%) e regido Africana (20%),
segundo a organizacdo mundial da saude (OMS). Apesar dessas reducdes, entre
0s anos de 2014 e 2016 aumentou significativamente a incidéncia de casos na
regido das Américas, bem como nas regides do sudeste Asiatico, Pacifico Ocidental
e Africa do Sul (WHO, 2017).

Paises endémicos para maléria em 2016 [ Paises que eram endémicos em 2000, ¢ ndo mais em 2016
Paises ndo endémicos para maléria em 2000 Nao se aplica

Figura 1: Distribuicdo da malaria nos paises endémicos. Fonte: Adaptado de WHO, 2016.
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A maléria é causada por parasitas do filo Apicomplexa, pertencentes ao
género Plasmodium e transmitida pela picada da fémea do mosquito Anopheles.
Cinco espécies causam malaria em humanos: P. Falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale e P. knowlesi (CDC, 2017). O P. falciparum é a espécie mais prevalente
na Africa Subsaariana, apresentando 99% dos casos estimados em 2016. Fora da
Africa, o P. vivax é a espécie predominante nas Américas, representando 64% dos
casos, sendo superior ao registrado no sudeste asiatico (30%) e na regidao do
mediterraneo Oriental (40%) (WHO, 2017).

A resisténcia as drogas desde o primeiro relatério em 1989 (Rieckmann et
al., 1989; CDC, 2017) vem aumentando em todo o mundo, com registros no
Sudeste Asiatico (Indonésia, China, Tailandia, Papua Nova Guiné), na América do
Sul (Amaz6nia brasileira e peruana e Colémbia), na Africa (Madagascar e Etiépia),
no Paquistéao e na Turquia (Khatoon et al., 2009; Price et al., 2014). Essa resisténcia
parece estar relacionada a mutacdes no gene da resisténcia a multiplos farmacos
e variacao no numero de cépias do gene, devido a presséao seletiva pelo tratamento
com drogas antimalaricas (Suwanarusk et al., 2008; Khim et al., 2014).

O P. vivax e P. falciparum sao as principais espécies que causam malaria
em humanos (P. malarie é menos frequente), contudo, até os ultimos anos, a
maioria das pesquisas e financiamentos foram focados na prevencao, tratamento
e controle do P. falciparum. Cerca de 2,5 bilhOes de pessoas estdo expostas a
riscos de infeccdo para ambas as espécies de parasitas (Gething et al., 2012;
Gething et al., 2011). Muito embora o P. falciparum cause muitas mortes,
especialmente na Africa subsaariana, onde P. vivax é mais raro, a predominancia
do P. vivax em algumas das maiores e mais povoadas regibes do mundo,
juntamente com a sua agora comprovada associagdo com resultados graves e
fatais, demonstra a importéancia de se reverter a negligéncia historica desta
infeccdo. Uma compreensao mais profunda da epidemiologia Unica deste parasita

€ necessaria para o controle efetivo da maléaria (Howes et al., 2016).

1.1.2. MALARIA NO BRASIL
O Brasil € o maior pais da América do Sul, com uma area de mais de 8,5

milhdes de quildmetros quadrados e uma populagéo total de mais de 200 milhdes
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de habitantes. Grande parte do seu territorio esta localizada na zona tropical (dos
quais quase 60% estdo na regido amazonica), com uma flora e fauna altamente
diversificada e que abriga os mosquitos transmissores das infeccbes como febre
amarela, dengue, chikungunya, zika virus e malaria (Barreto et al., 2011). A
transmissdo da malaria € quase inteiramente restrita a regido Amazoénica. Nas
ltimas quatro décadas, o Brasil tem sido responsavel por mais de 30% dos casos
de maléaria nas Américas (WHO, 2017).

A histdria do controle da malaria no Brasil obteve um relevante sucesso, bem
como grandes desafios e barreiras. Até a primeira metade do século 20, a
transmissdo da malaria ocorreu na maior parte do seu territério, com cerca de 6
milhdes de episddios por ano em uma populacdo de 50 milhdes de habitantes. O
fortalecimento das acdes de controle da doenca através da campanha de
erradicacdo da maléaria entre os anos de 1950-1960 proporcionou o0 controle da
transmissdo nas regides sul e nordeste do pais (Oliveira-Ferreira et al., 2010). No
final da década de 1960, a incidéncia da malaria caiu para menos de 53,000 casos
por ano, quase todos na regido norte (Griffing et al., 2015).

A incidéncia da malaria flutuou no Brasil, com uma clara tendéncia crescente
a partir do final da década de 1970. O baixo nimero de casos relatados na década
de 1960 foi restringido a pequenas aldeias; esse cenario mudou no final da década
de 1970 devido a migracdo massiva para a regido amazobnica promovida pelo
governo federal durante a ditadura militar (Sampaio et al., 2015). O namero de
casos aumentou de 52 mil por ano na década de 1960 para 550 mil na década de
1980 a 1990, atingindo um pico de 637.470 em 1999, seguido de uma tendéncia
decrescente a partir de 2008, e finalmente atingindo o menor nimero de casos nos
altimos 35 anos em 2015, com um total de 142.314. Esta tendéncia também foi
mostrada pelo indice parasitario anual (IPA) restrito as areas de transmissao na
regido amazodnica, que caiu de 35 casos por 1.000 pessoas por ano no inicio da
década de 1990 para pouco acima de cinco em 2015. Esta clara diminuicdo da
incidéncia é resultado dos esfor¢cos no controle da doenca implementados em
partes, por iniciativa do governo federal, com o apoio de entidades locais (Griffing
et al., 2015).
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No entanto, apesar do sucesso relativo dos esforcos de controle, a
transmissdo da maléria ainda esta em curso na regido amazoénica e 0s surtos a
nivel nacional foram registrados em 1999 e 2005, respectivamente. Uma variedade
de fatores pode contribuir para o aumento do numero de casos, incluindo os
ambientais, a falta de condic¢des sanitarias adequadas e o cenario socioecondmico
e politico instavel. Especificamente, a falta de financiamento e gerenciamento
relacionado as medidas de controle, a descentralizacdo da responsabilidade pela
conducédo da vigilancia do nivel federal ao municipio e a estacdo chuvosa mais
intensa podem explicar a alta incidéncia observada neste periodo (Cohen et al.,
2012).

A reducd@o no numero de casos de malaria causados pelo P. falciparum a
partir de 1990 foi proporcional a um aumento simultdneo e progressivo com 0s
causados pelo P. vivax, que levou esta Ultima espécie a se tornar predominante e
responsavel por mais de 90% dos episodios de malaria em 2011. Raz8es por tras
desta tendéncia inclui um marco importante na saude publica, com a criacado do
Sistema Unico de Satide (SUS) em 1988 resultou no melhor acesso ao diagndstico
e ao tratamento. A proporc¢ao de P. vivax aumentou ligeiramente acima de 50% em
1983 para cerca de 65% em 1995. Durante o segundo semestre da década de
1990, o Ministério da Saude implementou o “Programa de Controle Intensificado da
Malaria”, expandindo e melhorando o diagnéstico e tratamento da doenga com foco
na reducdo do tempo de tratamento, resultando em cerca de 50% dos casos
tratados dentro de 48 horas ap0s a apresentacao dos sintomas. A proporcao de P.
vivax atingiu 80% do total em 1999, com um aumento no numero total de casos
nesse ano (Oliveira-Ferreira et al., 2010; Griffing et al., 2015).

Durante 0s seis anos seguintes, o numero de casos diminuiu
consideravelmente, com uma proporc¢ao decrescente de P. vivax atingindo 73% do
total em 2005, coincidindo com a decisdo do Programa Nacional de Controle da
Malaria (PNCM) para mudar o tratamento de primeira linha para terapias
combinadas de artemisinina apds evidéncia de aumento da resisténcia do P.
falciparum a quinina e doxiciclina (Alecrim et al., 2006). Entre 2005 e 2015, embora
a populacéo de risco tenha aumentado 13%, a incidéncia de malaria diminuiu

consideravelmente, como evidenciada pelas redu¢des no IPA (79,2%) e no nimero
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total de casos (76,5%). Essa tendéncia foi acompanhada por um declinio ainda
maior na propor¢cao de P. falciparum, com predominio de P. vivax aumentando
progressivamente até atingir 88,4% em 2015 (Siqueira et al., 2016).

A proporcdo de recaidas de infecgbes por P. vivax € muitas vezes
considerada como uma propriedade intrinseca dos parasitas da maléria, que varia
consideravelmente por regido geografica. Cepas tropicais recairam mais do que
cepas temperadas. No entanto, a propor¢ao de recaida € também claramente uma
funcdo da carga parasitaria e da resposta imune. A recaida comumente ocorre
dentro de alguns meses apds o tratamento de "malaria priméria" que pode
reaparecer as formas assexuadas do parasita no sangue, até seis meses apos 0
periodo de monitorizacdo pos-terapéutica (White, 2011).

A "maléria recorrente" pode surgir de reinfec¢cdes em areas de transmissao
ativa ou recrudescéncia, como resultado da falta de eficacia dos antimaléricos ou
recaidas, que sao o resultado da ativagdo das formas latentes no figado, chamadas
de hipnozoitos. Cada um deles requer estratégias de controle especificas, como o
manejo de vetores, antimalaricos mais eficazes e tratamento, respectivamente.
Estas caracteristicas distintas, juntamente com uma incompleta compreensao dos
aspectos clinicos e epidemioldgicos da doenca criam desafios ainda maiores para
o controle da transmisséao (Siqueira et al., 2016).

1.1.3. MALARIA NA REGIAO AMAZONICA

A area endémica da maléria no Brasil compreende a Regido Amazénica,
responsavel por 99% dos casos autdctones incluindo os estados do Acre (AC),
Amapa (AP), Amazonas (AM), Mato Grosso (MT), Para (PA), Rondbénia (RO),
Roraima (RR), Tocantins (TO), parte do Maranhdo (MA) e cinco municipios de
Goias (GO). Mesmo na area endémica, o risco de contrair a doenca nao é uniforme
e este € medido pelo IPA, que serve para classificar as areas de transmisséo em
alto (= 50), médio (<50 e 210) e baixo risco (<10) de acordo com o nimero de casos

para cada mil habitantes (Braz et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo da malaria no Brasil. Fonte: Brasil, 2015.

Em 2016, houve reducéo dos casos autdctones em comparacédo com 2015,
de 135.153 para 120.282. Na analise por Estado, o PA apresentou o0 maior aumento
(8.893 para 13.854); seguido do AC (26.524 para 34.184). Apesar dos poucos
casos autdctones na Regido Extra-Amazbnica, a doenca nao pode ser
negligenciada diante do risco de reintroducdo, agravado pelo fluxo migratério em
areas suscetiveis, bem como pela possibilidade de aumento da letalidade devido
ao diagnostico tardio e manejo clinico inadequado (SIVEP-Malaria, 2017).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a Amazbnia
legal inteira possui 5.020.000 km?, representando 59% do territério brasileiro,
distribuido por 775 municipios, onde viviam em 2010, segundo 0 censo
demografico, 25,5 milhdes de pessoas. Entre os Estados da Amazonia Legal, o PA
€ 0 mais populoso, atingindo a marca de 7,5 milhdes de habitantes. AM tem 3,4
milhdes de habitantes, e MT, 3,0 milhdes. O Estado menos populoso é o AP, com
669 mil habitantes (IBGE, 2010).

Um total de 60% dos casos de malaria na América do Sul sdo oriundos da

Amazonia brasileira. Esta regido serve como uma importante fonte de casos e



27

surtos de maléaria importados e introduzidos na regido extra-amazonica do Brasil,
bem como em outros paises (Arévalo-Herrera et al., 2012). Embora a transmisséo
da maléaria se concentre principalmente na Amazonia (99,5% dos casos brasileiros
em 2013), a distribuicdo da doenca nesta regido ndo € homogénea. Entre os 808
municipios amazoénicos, 37 municipios relataram 80,37% dos casos, cinco
municipios (Cruzeiro do Sul (AC), Porto Velho (RO), Itaituba (PA), Eirunepé (AM) e
Manaus (AM)) relataram 30,36 % dos casos e trés deles, Cruzeiro do Sul, Porto
Velho e Itaituba, relataram 21,48% do total de casos na Amazoénia (de Pina-Costa
et al., 2014).

A maléria na Amazo6nia brasileira é classicamente sustentada por mosquitos
do género Anopheles (An), entre os quais An. darlingi desempenha um papel Unico
e, é a principal espécie na Amazénia. Diversas condicbes ambientais propiciam a
transmissdo, dentre elas: a abundancia do vetor, temperatura acima de 16°C,
baixas altitudes, alta umidade e frequéncia de chuvas, fatores estes favoraveis a
sobrevivéncia do mosquito vetor. Somado a isso, condi¢cdes ambientais, tais como
desmatamento, abertura de estradas, colonizacéo recente de areas desmatadas e
de exploracdo mineral também estdo envolvidos na receptividade da regido
Amazonica para a disseminacéo da malaria (Tauil, 2011).

Atividades de mineracdo tém sido reconhecidas, ha muito tempo pelas
autoridades de saude no Brasil, como uma atividade que favorece a disseminacao
da malaria (Cunha et al., 2001). Trabalhos anteriores demonstraram a alta
prevaléncia da malaria em garimpeiros na regido Amazonica (Ferreira et al., 2012;
Barbieri e Sawyer, 2007; Coura et al., 2006), e a espécie mais frequente envolvida
€ o P. vivax (De Oliveira et al., 2013). A mineracao contribui para a propagacéao da
doenca através das mudancas ecologicas associadas as operagdes de mineracao
por varios motivos, como: introducdo de pessoas nao imunes a malaria para um
contato direto com o vetor; criacdo de nichos ecoldgicos, pelos métodos de
mineracao, para reproducdo, propagacao e sobrevivéncia de mosquitos; garantia
de muitos contatos repetidos entre os reservatorios humanos e o vetor devido as
operacdes de mineragcao; 0s assentamentos mineiros em areas remotas sao muitas
vezes inacessiveis a vigilancia, diagndstico e tratamento peridédicos da saude; e o

contexto socioldgico da mineragcdo de ouro envolve a migracdo continua de
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pessoas infectadas, criando um reservatorio movel de hospedeiros humanos capaz
de introduzir a doenca, tanto dentro quanto fora do Brasil (Oliveira-Ferreira et al.,
2010; Singer e Castro, 2001). Este cenario cria uma importante barreira no controle
e eliminacdo da malaria na regido e estratégias ainda maiores devem ser tomadas

a fim de minimizar os riscos da doenca nessas areas de garimpo.

1.2. PATOGENESE DA MALARIA

1.2.1 CICLO BIOLOGICO

Cerca de 90% dos casos clinicos na maléria é resultado da infec¢édo pelas
duas das espécies mais relevantes: P. falciparum ou P. vivax. A malaria causada
pelo P. vivax é a segunda mais importante em todo o mundo e € a mais prevalente
nos continentes asiatico e americano (WHO et al.,, 2015). Essa infeccdo é
caracterizada por recidivas anos apos a primeira infec¢do, uma vez que a forma
latente, chamada hipnozoito, que ocorre durante a fase hepatica, € de dificil
diagnéstico, permitindo assim a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro por mais
tempo (White, 2011).

A infeccdo comeca com o vetor inoculando esporozoitos na pele do
hospedeiro; 0os esporozoitos sdo mdéveis e migram para a circulagdo sanguinea até
alcancar o figado (Gueirard et al., 2010) (Figura 3). Sinnis e Coppi (2007) designou
"estadio cutaneo" da infeccdo, uma vez que, apos a inoculacdo, pode haver
interacao entre 0s esporozoitos e as células cutaneas locais, permitindo com que
0S esporozoitos permanecam durante duas a trés horas, talvez em foliculos pilosos,
dando origem a merozoitos.

Os esporozoitos, por sua vez, migram da pele para os hepatdcitos e, em
seguida, atravessam as celulas endoteliais iniciando assim o estadio hepatico que
pode passar despercebido clinicamente (Duffy et al., 2012). Alguns esporozoitos
permanecem como hipnozoitos durante esta fase, e outros vdo para a corrente
sanguinea, desenvolvendo os merozoitos, iniciando o ciclo sanguineo onde as
manifestacbes clinicas da doenca sdo apresentadas (Bartoloni e Zammarchi,
2012).
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Os merozoitos liberados na circulagdo invadem os eritrécitos (fase
eritrocitica), transformando-se em trofozoitos, que amadurecem e se dividem,
gerando esquizontes. Os esquizontes amadurecidos rompem o0s eritrocitos e
liberam merozoitos que invadem novos eritrécitos, e, apos algumas geracoes, se
diferenciam em gametocitos. Estes, quando ingeridos pelo mosquito durante o
repasto sanguineo, sofrem fusdo e formam o oocineto, que penetra na parede
intestinal formando os oocistos. Estes se dividem por esporogonia, originam
esporozoitos, que se depositam na glandula salivar do mosquito para entéo iniciar
um novo ciclo (Rénia e Goh, 2016).

A gravidade da doenca durante o ciclo eritrocitico depende de varios fatores,
como a localizacdo de eritrécitos parasitados nos érgdos-alvo, a acao local e
sistémica dos antigenos do parasita, a producao de citocinas pré-inflamatorias, bem
como a regulagéo da resposta imune inata e adaptativa mediada por citocinas e
quimiocinas, e ativacdo, recrutamento e infiltracdo de células inflamatorias
(Schofield e Grau, 2005). Os sintomas da doenca aparecem cerca de 10 a 15 dias
apos a inoculacdo pelo mosquito infectado e incluem inicialmente febre, dor de
cabeca, tremores e vOmitos; se néo for tratada precocemente, e dependendo da
espécie, a doenca pode evoluir com anemia grave, acidose metabdlica ou malaria

cerebral e até mesmo levar a morte (Lopez et al., 2017).
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Figura 3: Ciclo Bioldgico do P. vivax. Fonte: Adaptado de CDC, 2016.

1.2.1.1. A Infeccdo nos Hepatocitos

A infeccdo nos hepatdcitos € também chamada de fase pré-eritrocitica,
altamente ativa, porém assintomética. O controle da infec¢cdo nesta fase evitaria o
estadio sanguineo sintomatico da malaria e por isto ele é alvo chave por varias
razdes: o numero de hepatdécitos infectados é extremamente baixo, na ordem de
dezenas a centenas; o P. vivax (assim como as demais espécies que infectam o
homem) demoram quase uma semana para completar o desenvolvimento nos
hepatécitos, proporcionando assim tempo suficiente para a eliminacdo; e, ao
contrario das hemacias infectadas, os hepatécitos infectados sdo capazes de
apresentar antigenos parasitarios a células imunes efetoras (Duffy et al., 2012).

No figado, os esporozoitos atravessam a camada fenestrada de células
endoteliais e de Kupffer para entrar no espaco de Disse (espago entre os capilares

sinusbides e o0s hepatoécitos), e usando a sua proteina de superficie mais
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abundante, chamada de proteina circumsporozoita (CSP), bem como a proteina
adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) para reconhecer as células de
Kupffer e passar através da célula dentro do vacuolo parasitéforo (PV) (Pradel e
Frevert, 2001).

Neste momento, o0s esporozoitos sofrem transformag¢des, com
arredondamento da sua forma e expansdo em tamanho. No interior dos hepatdcitos
0 parasito se localiza adjacente ao nucleo e pode alterar a expresséo de proteinas
hospedeiras através da translocacdo da CSP através da membrana nuclear (Singh
et al., 2007). Os esporozoitos sintetizam grandes quantidades de lipidios e &cidos
nucléicos necessarios para que acontecam sucessivas divisbes até formarem
dezenas de milhares de merozoitos dentro de 6 a 7 dias (para as espécies de
Plasmodium que infectam humanos). Estes merozoitos emergem dos hepatdcitos
em pequenos bolsos chamados merosomas e entram na corrente sanguinea,

marcando o fim da fase de pré-eritrocitica (Sturm et al., 2006).

1.2.1.2. A Infeccéao nos Eritrocitos

A infeccédo dos eritrocitos do hospedeiro € essencial para o desenvolvimento
da doenca, variando muito entre as diferentes espécies de Plasmodium e envolve
um processo complexo e de varios passos com interacao entre ligantes do parasita
e receptores de ligacdo a célula hospedeira. As moléculas envolvidas na interacao
parasita-hospedeiro da espécie P. falciparum sdo bem caracterizadas (Cowman e
Crabb, 2006), enquanto que a interacao parasita-hospedeiro da espécie P. vivax
ainda néo séo totalmente compreendidas (Prajapati e Singh, 2013).

Uma vez alcancando a corrente sanguinea, 0s merozoitos do P. vivax
invadem primariamente hemacias jovens (reticuldcitos) (Kitchen, 1938). Esta
invasdo € mediada pelo receptor expresso na sua superficie chamado receptor
Duffy ou receptor de antigeno Duffy para quimiocinas (DARC) (Horuk et al., 1993).
Durante o processo de invasado, o receptor Duffy € reconhecido e ligado pela
proteina de ligacdo ao antigeno Duffy (PvDBP) no merozoito do P. vivax. A PvDBP
€ uma proteina de 140 kD, localizada numa organela do merozoitos, chamada de
micronema (Fang et al, 1991; Adams et al., 1992) e é composta por cinco regides

com base em residuos de cisteina conservados e a regiao |l que confere aderéncia
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ao receptor Duffy na superficie dos eritrocitos. A auséncia de receptor Duffy, até
entdo, conferia resisténcia a infeccéo por P. vivax (Miller et al., 1976), contudo ha
relatos de transmissao de P. vivax em pacientes negativos para o grupo sanguineo
Duffy, na Africa (Ryan et al., 2006; Mendes et al., 2011; Wurtz et al., 2011) e no
Brasil (Cavasini et al., 2007a; Cavasini et al., 2007b; Carvalho et al., 2012). Outras
proteinas estédo envolvidas neste processo.

Além da PvDBP, outras proteinas do P. vivax envolvidas no reconhecimento
e na ligagdo com os reticulécitos ja foram identificadas, no entanto, seus
respectivos receptores em ainda ndo estao definidos. Estas proteinas incluem as
proteinas de ligacdo aos reticulécitos (PvRBP) e a proteina de superficie do
merozoito-1 (PvMSP-119) (Galinski et al., 1992; Cantor et al., 2001; Rodriguez et
al., 2002). A especificidade na ligacdo dos reticuldcitos é conferida pela familia
RBP. Dois membros da familia ja foram caracterizados em P. vivax (PvRBP-1 e
PVRBP-2), os demais membros ja foram encontrados em outras espécies de
Plasmodium de humanos, simios e roedores (Galinski et al., 1992; Keen et al.,
1994; Rayner et al., 2000; Rayner et al., 2004) e suas principais funcées sao
observadas durante o processo inicial de selecao/reconhecimento e invasédo dos
eritrocitos (Galinski et al., 1992).

1.2.2. ASPECTOS CLINICOS

A infecgdo por P. vivax, que tem sido muito negligenciada e erroneamente
considerada “benigna” (Picot, 2006), esta recebendo uma importancia cada vez
maior nos debates que se realizam sobre epidemiologia e controle da malaria,
resisténcia a drogas, patogénese e vacinas (Galinski e Barnwell, 2008).

A apresentacao clinica da malaria ndo grave costuma ser febre de inicio
abrupto, dentro de um periodo de menos de 8 horas. Este aparecimento é
justificado pela ruptura das hemacias infectadas, em consequéncia a producéo de
citocinas como interleucina (IL)-1, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gama (IFN-y), que sao associados aos quadros de calafrio, nausea e
vomito (Anstey et al., 2009).

Apesar da parasitemia baixa no estagio sanguineo em comparacao com a

infeccdo pelo P. falciparum (Baird, 2013a; Price et al., 2007), a infeccéo pelo P.
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vivax causa morbidade significativa e ja foi demonstrada associacdo com a malaria
grave e morte (Anstey et al., 2012; Quispe et al., 2014; Mahgoub et al., 2012).

As principais alteracdes associadas a malaria grave sao acometimento do
sistema nervoso central, a anemia grave, a insuficiéncia renal, disfuncéo pulmonar,
o choque, trombocitopenia grave, a acidose metabdlica e a disfun¢ao hepética. No
entanto, estas manifestacbes sdo observadas em apenas uma parcela dos
individuos infectados, sendo esta diversidade justificada pela patogenicidade das
cepas e fatores do hospedeiro como idade e caracteristicas genéticas (Braga et al.,
2004; Lacerda et al., 2008; Tanwar et al., 2011).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, para doencas graves, a anemia
€ a hemoglobina abaixo de 5 g/dL em criancas e menos de 7 g/dL em adultos. A
anemia associada a malaria é mais frequente e grave em criancas (Kaushik et al.,
2012; Lanca et al., 2012) e mulheres gravidas (Douglas et al., 2012; Rijken et al.,
2012) e tem sido mais frequentemente associada a infec¢des pelo P. vivax. Na
Amazoénia Brasileira, a frequéncia da anemia ndo severa é de 80% em criancas e
adolescentes (Ventura et al., 1999; Fernandes et al., 2008). A etiologia da anemia
€ complexa e multifatorial em areas endémicas. Os principais fatores que
influenciam sao hemdlise, coinfeccéo por helmintos intestinais, hemoglobinopatias,
déficits nutricionais, resisténcia a drogas e gravidez (Carvalho et al., 2011; Williams
et al., 1997; Rodriguez-Morales et al., 2006).

Uma vez infectados, os eritrocitos demoram cerca de 48 horas para romper
e liberar os merozoitos na circulacdo sanguinea, tanto na infeccao pelo P. vivax
como P. falciparum. E, apesar do intervalo da parasitemia periférica nas infec¢ées
por P. vivax ser menor do que na infeccdo pelo P. falciparum, bem como a
parasitemia > 2% de eritrécitos infectados ser rara (Trampuz et al., 2003), estudos
sugerem que a morte prematura de reticulécitos infectados devido a infeccéo pelo
P. vivax deve ser suficiente para levar a anemia extrema ao longo de varios meses
prejudicando o fornecimento de glébulos vermelhos maduros (Jakeman et al., 1999;
Price et al., 2007).

Embora seja uma complicagéo frequente na malaria, em 24 a 94% dos
pacientes, a trombocitopenia por si s0 ndo é considerada como causa da morte. A

trombocitopenia € definida como contagem de plaquetas < 150.000/uL, e
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trombocitopenia grave como < 50.000/uL. A patogénese da trombocitopenia na
malaria é complexa e ainda ndo inteiramente compreendida (Lacerda et al., 2011).
Uma das explicacdes para isso é a ativacdo da cascata de coagulacdo e a
esplenomegalia (aumento do tamanho do baco relacionado a destruicdo das
hemécias), causando maior consumo e destruicdo das plaquetas, respectivamente
(Kochar et al., 2010).

A insuficiéncia renal aguda é outra complicacéo relatada em pacientes com
malaria vivax grave (Kaushik et al., 2012; Kochar et al., 2010; Jat et al., 2012), e
definidos por apresentarem oligaria e niveis de creatinina acima de 3,0 mg/dL.
Outros relatos demonstram pacientes graves com P. falciparum e P. vivax (Kochar
et al., 2009; Andrade et al., 2010; Alexandre et al., 2010; Lacerda et al., 2012a; Kute
et al., 2012), alguns necessitando de dialise e alguns evoluindo até a morte (Kochar
et al., 2009; Sinha et al., 2013). A ictericia acompanhada da insuficiéncia renal é
outra caracteristica da malaria grave. Adultos com malaria vivax que apresentam
ictericia € mais comum que em infec¢Bes por P. falciparum (Kochar et al., 2010;
Lanca et al.,, 2012). Além disso, em areas endémicas, outras doencas como
leptospirose (Srinivas et al., 2007) e febre tiféide (Kumar e Katiyar, 1995) podem
ocorrer em associacdo com a infeccéo pelo P. vivax causando sindromes ictéricas
(Alexandre et al., 2010).

A acidose metabdlica é outra alteracdo relatada na malaria, sendo a maioria
dos relatos associados a infec¢éo pelo P. falciparum e muito pouco é mencionado
na malaria vivax (Lanca et al., 2012; Kochar et al., 2010; Tanwar et al., 2011),
provavelmente devido ao fendmeno de citoaderéncia (que ocorre nas infeccdes
pelo P. falciparum) dos globulos vermelhos infectados ao endotélio vascular de
orgaos vitais, levando a oclusdo vascular e hipoxemia (baixa de oxigénio no
sangue). Ha evidencias apenas in vitro de que hemacias infectadas com P. vivax
sdo capazes de aderir as células endoteliais humanas do pulmédo e células
endoteliais cerebrais de primatas (Carvalho et al., 2010).

O comprometimento neurolégico em pacientes infectados com maléaria é
uma manifestacdo de alta mortalidade associada com diferentes apresentacdes
clinicas. Consciéncia prejudicada ou coma, prostracdo com fraqueza generalizada

de modo que o paciente ndo consegue caminhar ou sentar-se, falha na alimentacao
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e convuls@es multiplas (mais do que dois episddios em menos de 24h) sdo algumas
das principais manifestag@es clinicas neuroldgicas da malaria grave. Coma e lesao
cerebral podem ter mecanismos patogénicos distintos de acordo para diferentes
conjuntos de pacientes, ou seja, criangas e adultos, ou diferentes infec¢des pelo P.
vivax e/ou P. falciparum (Lacerda et al., 2012a).

Na malaria grave causada pelo P. falciparum, o coma € uma forma grave
frequente que ocorre em quase metade dos pacientes e € um forte preditor de
desfecho fatal, ocorrendo de forma semelhante em adultos e criancas (Dondorp et
al., 2008; Yeo et al., 2007). Porém, na infeccéo pelo P. vivax o coma ndo € uma
manifestacdo frequente (Lacerda et al., 2012a; Lampah et al.,, 2011) e as
caracteristicas patologicas do comprometimento neurolégico ainda sdo mal

caracterizadas (Anstey et al., 2009; Lacerda et al., 2012b).

1.2.3. FATORES ASSOCIADOS AS RECIDIVAS DA INFECC}AO

A infeccédo pelo P. vivax ocorre em uma area geografica ampla, estendendo-
se para além dos limites da infeccdo pelo P. falciparum. Isto € devido as formas
latentes do parasito no figado humano (hipnozoitos), um refagio seguro de um
ataque imune durante longas estacdes frias sem o vetor. Para invadir os glébulos
vermelhos, o P. vivax depende do antigeno Duffy. Os individuos que n&o
expressam este antigeno foram, portanto, considerados refratarios a infeccédo por
P. vivax (Livingstone, 1984), como em partes da Africa, onde € muito frequente o
fendtipo negativo para o antigeno Duffy (Howes et al., 2011). Contudo, achados de
infeccdes por P. vivax em pacientes negativos para Duffy aumentam a possibilidade
de um mecanismo de invasdo alternativo do parasito (Cavasini et al., 2007a;
Ménard et al., 2010).

As recidivas da malaria é a recorréncia da parasitemia assexuada seguinte
ao tratamento da doenca, apos ter sido constatada a sua negativacédo, em variado
periodo de tempo (White, 2011). Isto pode ocorrer por (a) falha na terapéutica ou
por ndo adesdao ao tratamento (Pereira et al., 2011), ou por resisténcia do parasito
as drogas utilizadas (Cui et al.,, 2015) ou por ma qualidade do medicamento
instituido (Nogueira et al., 2011) ou utilizacédo de doses subterapéuticas das drogas

antimaléricas (Duarte et al., 2001); (b) reativacdo das formas dormentes que
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constituem o chamado reservatorio de hipnozoito da infecgéo, que transmite novas
infecgcdes sanguineas e ataques clinicos, além de uma nova transmissao futura
(White, 2011) e (c) exposicao a nova infeccdo pelo mosquito vetor e o nimero de
esporozoitos inoculados (Mueller et al., 2013; Hulden, 2011).

Recrudescéncia da malaria ocorre quando as formas sanguineas do parasito
ndo sao completamente erradicadas pelo tratamento e reexpandem o seu numero
apos o declinio da concentracdo sérica das drogas. Ocorre com maior frequéncia
na malaria por P. falciparum e P. vivax e, raramente, pelo P. malariae (Baird,
2013b). As recaidas séo definidas como o reaparecimento da parasitemia e das
manifestacbes clinicas do paciente por uma reinvasdo das hemacias pelos
merozoitos provenientes de hipnozoitos dormentes no figado. Acredita-se que
podem surgir apds 21 a 140 dias do tratamento com a cepa tropical e apds 180 a
420 dias com a cepa temperada do parasito e sua principal causa é a falha no
tratamento (White, 2011).

Baseado apenas na observacdo clinica é muito dificil distinguir
recrudescéncia de recaida e recaida de reinfeccdo. Em algumas situacdes, o
discernimento pode ser feito pela identificacdo de gendtipo idéntico do parasito da
recaida com a infeccéo primaria. Contudo, a genotipagem dos parasitos da infec¢ao
inicial e da recaida nado tem sido eficiente (Silvino et al., 2016; Araujo et al., 2012;
Restrepo et al., 2011). A reinfec¢éo pelo P. vivax € uma nova infec¢cdo adquirida
por pacientes que tenham tratado de malaria, apos intervalo de tempo incompativel
com a ocorréncia de recrudescéncia ou recaida. Em andlise genotipica, pode-se
considerar como reinfeccdo, o achado de um parasito geneticamente diferente
daquele causador da infec¢cdo primaria. Como o tempo entre os episédios da
malaria se sobrepfe, mesmo com a andlise genotipica, é também dificil & distincdo
precisa entre recaida e reinfeccéao (De Araujo et al., 2012; Markus, 2011).

Tem sido consenso que até 28 dias, quando ainda ha droga circulante apos
o tratamento, as recidivas podem ser consideradas recrudescéncias. A partir de 292
dia até mais de seis meses, podem ser consideradas recaidas, em caso de cepa
tropical. As reinfeccdes, por sua vez, podem ocorrer a qualquer momento apos a
eliminacao da droga do organismo (Silvino et al., 2016; Hanf et al., 2009). No Brasil,

0 PNCM faz a investigacao sisteméatica das recidivas por meio da monitorizagéo da
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parasitemia, em tempos variados, ap6s a finalizagdo do tratamento
medicamentoso. O PNCM estabelece como recrudescéncia, provavel recaida e
reinfeccdo pelo P. vivax, o ressurgimento da parasitemia nos intervalos de 7 a 28
dias, 29-60 dias e acima de 60 dias, respectivamente, apds o inicio do tratamento
da infeccdo priméria, contudo esses pontos de corte podem resultar em
classificacéo erronea dos pacientes (Brasil, 2009).

Um estudo de coorte realizado no Brasil analisou as informacdes registradas
no Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemioldgica da Malaria (SIVEP-
Malaria), com objetivo de descrever a incidéncia e os fatores associados a recidiva
de maléaria causada pelo P. vivax em Porto Velho, Rondbnia. Foram demonstrados
23.365 casos de maléria por P. vivax no municipio, sendo que 23% deles
apresentaram recidiva no decorrer do ano 2009. A densidade de incidéncia de
recidivas foi de 45,1 pacientes para cada 100 no ano, ocorrendo, principalmente,
entre a 42 e a 132 semana apoés o inicio do tratamento (Simdes et al., 2014). Em
paises como Tailandia e Papua Nova Guiné, a taxa de recidivas por P. vivax apés
tratamento com cloroquina e primaquina podem alcancar até 65% no decorrer de
30 a 180 dias de seguimento (Pukrittayakamee et al., 2000; Karunajeewa et al.,
2008).

1.2.4. RESPOSTA IMUNE

A resisténcia a adquirir a malaria faz parte da interacao de diferentes fatores
que regulam as relacBes entre parasito-hospedeiro. Essa interacdo é um fator
determinante na resposta imune a infeccdo (Nahrevanian, 2006). A imunidade
antimalarica depende de mecanismos fisioldgicos inespecificos e fatores genéticos
que se opbem a implantacdo dos parasitos no organismo do hospedeiro, do
desenvolvimento de imunidade adquirida humoral ou celular, que tendem a
bloguear o parasito, acelerando sua destruigdo ou reduzindo a suscetibilidade do
hospedeiro aos efeitos patogénicos desencadeados pela infec¢do (Stevenson e
Riley, 2004; Langhorne et al., 2008).

Ao entrar em contato com o individuo, o Plasmodium, seja como esporozoito
OuU ComMo merozoito, passa a ser reconhecido pelo sistema imune primeiramente

com a participacao de células e fatores do sistema imune inato. Células dendriticas,
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fagdcitos, células Natural Killer (NK), linfécitos B e fatores sollveis, como proteinas
do sistema complemento, proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas sao
exemplos de componentes do sistema imune inato que participam ativamente do
reconhecimento do parasito. A acao destes fatores promove a internalizacédo do
parasito e a liberagédo de citocinas e quimiocinas que potencializam a fagocitose e
contribuem para ativacéo de células T auxiliares (T helper, Th). Depois, ha ativacao
das células T naive ou Th especificas através da interacdo entre o complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe IlI-antigeno e o receptor da célula T
(TCR) e entre moléculas co-estimulatérias na superficie das células
apresentadoras de antigenos e das células T com grupamento de diferenciacdo
(CD) 4*. As sucessivas exposicdes favorecem o desenvolvimento de células
imunes de memdria, T-CD4*, T-CD8* e B, que contribuem para a abreviacdo dos

sintomas, através do rapido controle da carga parasitaria (Stevenson e Riley, 2004).

1.2.4.1. Resposta Imune na fase Pré-Eritrocitica

ApoOs a inoculacdo dos esporozoito na pele do hospedeiro, estes podem
permanecer no local até seis horas (Yamauchi et al., 2007). As células
apresentadoras de antigenos (APC) reconhecem o0s padrdes moleculares
associados aos patégenos (PAMPs), como glicosilfosfatidilinositol (GPI), expostos
na membrana do parasito e desencadeiam sinalizacédo intracelular ativando células
fagociticas, como as células dendriticas que reconhecem o parasito por meio dos
receptores Toll-Like (TLR) 1, 2 e 4. (Gazzinelli et al., 2014).

Durante este estagio, ha a liberacdo de citocinas pelas células fagociticas
ativadas que atuam diferenciando as populacdes de linfécitos T, bem como
ativando linfocitos B, que podem atuar inibindo a motilidade dos esporozoitos na
derme ou no figado (Vanderberg e Frevert, 2004), se ligando ao esporozoito e
facilitando a fagocitose por mondcitos ou macrofagos no baco ou no figado
(Schwenk et al., 2011), blogueando a invasdo de esporozoitos nos hepatdcitos,
impedindo a ligagdo dele com os receptores nos hepatécitos e inibindo o
desenvolvimento de esporozoitos dentro dos hepatdcitos (Nudelman et al., 1989).

Os antigenos reconhecidos pelas APC sao apresentados as células T

citotoxicos CD8*. Nesta fase, os mecanismos efetores especificos compreendem a
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citotoxicidade direta nos hepatdcitos infectados, j& que expressam antigenos de
MHC classe | (além dos antigenos MHC classe Il), através da producdo de
citocinas, como IFN-y, que induz a producdo de o6xido nitrico que destréi os
parasitos no figado (Liehl et al., 2015). Entretanto, a imunidade celular protetora
ndo parece ser decorréncia somente da estimulagdo de linfocitos T citotoxicos
CD8*, mas sim de um processo celular que depende do recrutamento de células
estimuladas, como os linfocitos T gama delta (Tyd), as células dendriticas, células
NK e macrofagos e da interacdo destas com outras células (Doolan e Hoffman,
2000).

1.2.4.2. Resposta Imune na fase Eritrocitica

Os mecanismos humorais iniciam-se com as primeiras esquizogonias
sanguineas, quando uma grande gquantidade de antigenos parasitarios € lancada
na circulagdo, desde corpos residuais dos merocitos até as glicoproteinas da
superficie externa dos merozoitos, liberados depois da penetracdo nas hemacias.
Durante esta fase aguda, é desencadeada uma potente resposta imune dirigida
contra os diferentes estagios evolutivos do parasita. As hemacias parasitadas
apresentam antigenos especificos do Plasmodium em sua membrana, podendo ser
reconhecidas pelo sistema imunol6gico do hospedeiro. Durante sua permanéncia
na corrente sanguinea, 0s esporozoitos induzem uma resposta imune resultando
na producdo de anticorpos dirigidos contra antigenos de sua superficie, como
imunoglobulinas (Ig) G e IgM (Mueller et al., 2013).

A resposta imune protetora ndo € efetiva devido a estrutura dos antigenos
parasitarios e sua diversidade que dificultam a resposta imune influenciando a
sobrevivéncia e a transmissao do parasita. A localizacdo intracelular do parasita e
auséncia de moléculas de MHC na superficie do eritrocito proporciona um meio
relativamente favoravel ao crescimento do parasito, além da diversidade antigénica
das cepas do Plasmodium ou de sofrerem variacéo antigénica durante a infeccao
demonstra a capacidade de escape do parasita a resposta imune (Herrera et al.,
2007).

Os mecanismos envolvidos no efeito dos anticorpos protetores sdo a

participacdo de anticorpos opsonizantes que promovem a fagocitose de eritrécitos
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infectados e a participacdo de anticorpos citofilicos (IgG1 e IgG3 no homem) os
quais se ligam a mondcitos promovendo a inibicdo do crescimento do parasito
dentro da hemacia, ocorrendo, entdo, a atuacdo de citocinas, como TNF-q,
liberadas pelos mondcitos ativados, as quais impedem o desenvolvimento das
formas sanguineas dentro da célula hospedeira (Bouharoun-Tayoun et al., 1995).
Os mecanismos pelos quais os linfécitos T participam da destruicdo do
parasito compreendem linfocitos T auxiliares CD4* que ativam os linfécitos B
aumentando a resposta humoral e ativando macréfagos ou células NK, ou pela
producdo de citocinas capazes de agir sobre os esquizontes, no interior das
hemécias (Langhorne et al., 2008). Os linfocitos T auxiliares CD4", linfécitos TNK,
células NK, mondcitos e neutrdfilos podem ser essenciais na interacao
humoral/celular para a eliminacdo dos estagios sanguineos. Tanto a producéo de
IFN-y como de interleucinas (IL-4, IL-2, IL-5) e os radicais de oxigénio e nitrogénio
produzidos pelos macréfagos ativados sdo os mediadores celulares que controlam

a infeccao pelo parasito (Seixas et al., 2002).

1.3. CITOCINAS

As citocinas sao proteinas efetoras e reguladoras da resposta imunoldgica,
possuem um peso molecular variando de 8 a 40 kilodaltons (kDa) e sao secretados
por células da imunidade natural e adquirida, sendo esta secrecdo um evento breve
e autolimitado, ou seja, ndo sdo armazenadas como moléculas pré-formadas e sua
sintese € iniciada por novas transcricdes de genes. Estas moléculas iniciam suas
acOes por ligacdes de alta afinidade aos receptores de membrana especificos nas
células alvo, iniciando dessa forma as cascatas de sinalizacdo intracelular e podem
atuar sobre as células que os secretam (ag¢do autécrina), nas células préximas
(acdo paracrina), ou em alguns casos em células distantes (acdo endocrina)
(Gosain e Gamelli, 2005).

E comum que os diferentes tipos de células secretem a mesma citocina ou
uma citocina Unica pode atuar em varios tipos celulares (pleiotropia). As citocinas
sao redundantes em sua atividade o seja, funcdes similares podem ser estimuladas
por diferentes citocinas. Muitas vezes, elas sdo produzidas em cascata, uma vez

gue uma citocina estimula suas células alvo a produzir citocinas adicionais, como
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também podem atuar de forma sinérgica ou antagbnica. Estas proteinas s&o
liberadas por muitas populac¢des de células, mas os produtores predominantes sao
os linfécitos T auxiliares e macréfagos (Zhang e An, 2007).

Mosmann et al. (1986) descreveram pela primeira vez a classificacdo das
citocinas em diferentes padrdes de acordo com a sua funcdo e uma divisao
bastante comum € o paradigma Th 1/Th 2 e com posterior descoberta da Th 17
(Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). Conforme descrito, os trés subtipos de
linfécitos TCD4* apresentam diferentes padrbes de producdo de citocinas e
possuem papéis distintos na resposta imunologica. Linfécitos Thl produzem
grandes quantidades de IL-2, que induz proliferacdo de LT (incluindo os proprios
Linfocitos T CD4* de maneira autécrina) e também induz a proliferacdo e aumenta
a capacidade citotoxica dos Linfécitos T CD8* (Mosmann et al., 1986).

A outra citocina produzida em grandes quantidades pelos linfocitos Thl € o
INF-y, uma citocina muito importante na ativacdo de fagécitos mononucleares,
incluindo macréfagos e células dendriticas com patdgenos intracelulares,
desencadeiam a producdo de anticorpos e ativam o sistema complemento que
contribui com a opsonizacao das particulas a serem fagocitadas (Parkin e Cohen,
2001). Linfocitos Th2 secretam IL4, IL5, IL6 e IL10 direcionando para uma defesa
humoral, estimulando a producdo de anticorpos contra antigenos extracelulares e
também inibem as fun¢Bes das células fagociticas (Parkin e Cohen, 2001; Bradley,
2003). Os linfocitos Thl7 liberam IL-17 e IL-22 (Tesmer et al., 2008) que sédo
responsaveis por uma resposta imune contra bactérias extracelulares e fungos,
potentes indutoras da inflamacdo (Mesquita et al., 2009; Chen et al., 2007), e
estimulando citocinas pré-inflamatérias como IL-6, IL-1 e TNF-a, induzem a
diferenciacéo das células B em plamacitos e células de memoria, bem como ativam
células NK (Korn et al., 2007; Leonard e Spolski, 2005).

Outra classificacdo adotada para classificar as citocinas € considerando-se
a sua participacdo nos processos inflamatorios. Assim elas sdo subdivididas em
pré-inflamatérias ou anti-inflamatdrias. As pro-inflamatérias que séo produzidas por
macrofagos ativados e sao rapidamente induzidas frente a infeccdo como TNF-q,
IL-1 e IL-6 e estdo envolvidas na patogénese de varias doengas. As citocinas anti-

inflamatoérias sdo moléculas imunoregulatérias que controlam a resposta
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inflamatdria das citocinas pro-inflamatoérias. Um exemplo séo IL-4, IL-13 e a IL-10,
que inibem a atividade fagocitica dos macrofagos. Entretanto, algumas citocinas
possuem efeitos pleiotropicos e esta classificacdo deveria ser analisada de forma
cuidadosa, como por exemplo, fator de transformacao do crescimento (TGF) beta
(B) e IL-6 que podem atuar como moléculas pro- ou anti-inflamatérias (Zhang et al,
2007).

1.3.1. FATOR DE NECROSE TUMORAL

O TNF é uma proteina de 17 kDa, identificada como uma substéncia sérica
(fator) que causava necrose tumoral, agora conhecido como o resultado da
inflamacé&o e trombose de vasos sanguineos tumorais. O TNF também é chamado
de TNF-a para distingui-lo do TNF-B intimamente relacionado, e também
denominado linfotoxina. O TNF é produzido por uma variedade de células incluindo
monacitos, macrofagos, linfécitos T, linfécitos B, células NK, neutréfilos e microglias
(Abbas et al., 2015).

Esta citocina participa ativamente da resposta mediada por células
promovendo o extravasamento de neutrdfilos, linfécitos e mondcitos aumentando a
adesao as células endoteliais; controlando a ativacéo dos linfocitos T e a expressao
de moléculas de MHC e de receptores para adesinas na superficie de diversas
células; induzindo apoptose em varios tipos celulares, bem como a sintese de
varias outras citocina pro-inflamatorias (como IL-1 e IL-6) e regulando a producéo
de IL-12 pelos macrofagos (Malaguarnera e Musumeci, 2002; Gimenez et al.,
2003). A producao e liberacdo do TNF-a é estimulada especialmente na fase
eritrocitica da malaria, por estimulo de GPIs derivados do parasito (Gimenez et al.,
2003) e os altos niveis plasmaticos dessa citocina estdo associados com a forte
resposta de células do tipo Th1l e aumento da gravidade da doenca, especialmente
da anemia e a malaria cerebral (Day et al., 1999; Nussenblatt et al., 2001; Gourley
et al., 2002; Hunt e Grau, 2003; Mackintosh et al, 2004).

Estudos anteriores demonstraram niveis plasmaticos de TNF-a elevados no
sangue de pacientes com maléria por P. falciparum e isto, foi associado a elevada
parasitemia (maiores ou iguais a 5% de hemacias infectadas) (Ringwald et

al.,1991), bem como em um estudo semelhante realizado com criangas na ilha de
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S&o Tomé, na Africa, também foi observado niveis elevados de TNF-a tanto em
criangas com sinais clinicos mais brandos do que as com quadro grave (malaria
cerebral) (Baptista et al., 1997). Na infecgéo pelo P. vivax, foi demonstrado em um
estudo na Colémbia, que individuos com parasitemia moderada apresentaram altos
niveis das citocinas TNF-a e IFN-y (Praba-Egge et al., 2003), bem como foi
demonstrado por Andrade et al. (2010), em um estudo em Rondénia, regido
Amazonica, que individuos com infeccéo grave pelo P. vivax apresentaram niveis

plasmaticos elevados de tanto de TNF-a como de IFN-y.

1.3.2. INTERFERON GAMA

O IFN-y é uma citocina de peso molecular de 45 kDa e tem acdo em varios
tipos de células, em particular as envolvidas na imunidade, tanto inata quanto
adaptativa, e inflamacao. As células produtoras de IFN-y de particular relevancia
para a malaria incluem linfocitos T CD4*, T CD8* e Tyd e células NK (Hunt et al.,
2014).

O IFN-y € um mediador das respostas imunes inflamatérias induzidas,
principalmente, pela IL-12. A secrecao de IFN-y por células imunes do sistema inato
e adaptativo € essencial para o controle de patdgenos. A infeccéo pelo Plasmodium
induz a producédo de IFN-y de uma variedade de subconjuntos de células imunes
inatas e adaptativas em diferentes estagios do ciclo de vida. Estudos em
camundongos demonstraram que as células NK sdo uma das primeiras fontes de
IFN-y durante o estagio do figado (Miller et al., 2014), bem como o estagio
sanguineo (De Souza et al., 1997), da malaria. Células NK humanas também foram
mostradas produzindo rapidamente IFN-y apds incubagdo com hemacias
infectadas in vitro com P. falciparum (Artavanis-Tsakonas e Riley, 2002).

Durante a imunidade inata e adaptativa, ambos os linfocitos NKT quanto os
linfécitos Tyd podem contribuir para a producao de IFN-y durante a infecgao pelo
Plasmodium. Os estudos demonstraram uma proporgao significativa de linfocitos
Tyd de seres humanos infectados com P. falciparum (50%) secreta IFN-y (Hviid et
al., 2001), enquanto que os linfécitos NKT em camundongos secretam IFN-y em
resposta a esporozoitos e parasitas da fase hepatica (Pied et al., 2000).
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Um estudo com mulheres gravidas infectadas com P. falciparum demonstrou
que, apesar do papel no controle da infec¢ao, os niveis de IFN-y (assim como do
TNF) foram observados elevados tanto nas gravidas que apresentaram malaria nao
complicada como nas que apresentaram o quadro grave de maléaria cerebral em
comparagcdo com o grupo controle. Os autores explicam isto se baseando na
producdo desequilibrada das citocinas inflamatérias que podem contribuir para a
anemia intensa na malaria e maior carga parasitaria associada a malaria cerebral.
Apesar dos niveis elevados do IFN-y em ambos os grupos em comparagao ao
controle, o nivel desta citocina foi maior nas gravidas com malaria ndo complicada
do que nas que apresentaram o quadro grave (Nasr et al., 2014).

Esta diferenca demonstra a importancia de uma resposta imune precoce ao
IFN-y como determinante crucial no resultado da infecgao e evolugao do paciente,
como também demonstrado em estudos anteriores (De Souza et a., 1997; Bostrom
et al.,, 2012). Miller et al. (2014) reforcaram esses achados, demonstrando em
camundongos este efeito inibitério do IFN-y no desenvolvimento do parasita
(Plasmodium yoelii) na fase hepética que se estende e influencia no inicio do

crescimento do parasita no estagio sanguineo.

1.3.3. INTERLEUCINA 6

A IL-6 é outra importante citocina nas respostas inflamatorias agudas que
tém ambos os efeitos locais e sistémicos. Ela induz a sintese de uma variedade de
outros mediadores inflamatorios no figado, estimula a producdo de neutréfilos na
medula 6ssea e promove a diferenciacdo de células T produtoras de IL-17. A IL-6
€ sintetizada por fagocitos mononucleares, células endoteliais vasculares,
fibroblastos e outras células em resposta aos PAMPs e em resposta a IL-1 e TNF-
a (Abbas et al., 2015) e ja foi associada aos quadros febris da malaria (Clark e
Chaudhri, 1988).

Estudos anteriores demonstraram niveis séricos elevados de IL-6 na
infeccéo pelo P. falciparum e associados a gravidade da doenca (Wenisch et al.,
1999; Kern et al., 1989). Lyke et al. (2004) também demonstrou em seu estudo com
criangas africanas com malaria grave causada pelo P. falciparum, niveis sérios

elevados de IL-6, 0 que né&o foi observado nos casos nao graves. Day et al. (1999)
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em seu estudo realizado com adultos no Vietna, que apresentaram malaria severa
causada pelo P. falciparum, demonstraram que ha uma forte correlacdo entre as
citocinas IL-16 e IL-10 no agravamento da doenca. Os autores demonstraram que
0S pacientes que apresentaram altos niveis de IL-6 e baixos ou a ndo producao de
IL-10, ou vice-versa, evoluiram de maneira fatal a malaria. Portanto, o balanco entre
as duas citocinas é importante para o controle da evolugéo clinica da doenca, como
sugeriram os autores.

Em um estudo recente na regido Amazobnica, cidade de Porto Velho,
Rondobnia, foram demonstrados niveis elevados de IL-6, bem como, IL-17, IL-
12p40, e TNF-a em individuos infectados com P. vivax. Contudo, diferencas
significativas s6 foram observadas entre os grupos infectados e controle na
expressao das citocinas IL-6 e IL-17 (Hojo-Souza et al., 2017). Chaves et al. (2016)
em seu estudo também na regido Amazodnica, em Manaus, demonstraram um
aumento significativo de IL-6, bem como, TNF-q, IL-4 e IL-10, em individuos com
infeccdo priméaria e recorrente causada pelo P. vivax. Além disto, os autores
demonstraram também que individuos com malaria recorrente apresentaram niveis
mais elevados de IL-6, IL-10 e IL-4 que os individuos com a infec¢ao priméria. Costa
et al. (2014) em seu estudo realizado numa éarea endémica do estado do
Amazonas, avaliaram a producdo de citocinas frente a infeccdo pelo P. vivax e
demonstraram niveis séricos elevados de IL-6, bem como IL-10, e a sua associacao

com o aumento da parasitemia.

1.3.4. INTERLEUCINA 10

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

Na infecgdo pelo P. vivax, estudos tém demonstrado associa¢do da IL-10
com sinais clinicos e carga parasitaria, como o estudo realizado na Turquia que

demonstrou que a carga parasitaria elevada esteve associada com niveis
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aumentados de IL-10 e IL-12 e niveis elevados de IL-6 e IL-10 também foram
relacionados com quadros febris da doenca (Zeyrek et al., 2006). Seoh et al. (2003)
demonstraram em seu estudo realizado na Coreia do Sul, que individuos com
infeccdo pelo P. vivax e hiperpirexia apresentavam niveis séricos elevados de IL-6,
IFN-y e IL-10 e este aumento da IL-10 foi explicado ser um balan¢co da resposta
imune de ambas citocinas pré-inflamatorias (IL-6 e IFN-y).

No Brasil, um estudo realizado na regido Amazénica (Belém e Paragominas)
demonstrou que individuos infectados por P. vivax os niveis séricos da citocina IL-
10 estavam significativamente elevados, enquanto que em individuos infectados
por P. falciparum os niveis dessa citocina foram baixos. Também foi demonstrado
que individuos anémicos infectados por P. falciparum apresentaram niveis
elevados de IL-12 e IL-10, enquanto que os individuos ndo anémicos apresentaram
niveis elevados de TNF-a. Entretanto, nenhuma correlacdo foi observada entre os
niveis das citocinas e a anemia em individuos infectados por P. vivax (Fernandes
et al., 2008).

Outro estudo realizado com individuos de Belém demonstrou associacao
entre a carga parasitaria e os niveis séricos da citocina IL-10 e embora tenha sido
observado que no grupo de primo-infectados com P. vivax a concentracéo de IL-10
tenha sido maior que nos grupos de individuos que relataram exposicao recorrente,
essa diferenca nao foi significativa, sugerindo que a reexposicdo ao P. vivax nédo

influenciou na producéo de IL-10, nesta populacdo em estudo (Medina et al., 2011).

1.4. POLIMORFISMOS NOS GENES DE CITOCINAS

Os marcadores genéticos, como os polimorfismos de nucleotideos Unicos
(SNPs), sdo uma ferramenta valiosa para avaliar o risco e progresséo das doengas
infecciosas (Faik et al., 2009). Os SNPs nas regides reguladoras dos genes de
citocinas sdo amplamente distribuidos em muitas populacdes e podem afetar a
transcricdo dessas proteinas bem como no seu nivel de producgdo (Visentainer et
al., 2008).

Uma vez que a populacédo brasileira compde um grupo geneticamente
heterogéneo (Carvalho-Silva et al., 2001) e a distribuicdo dos SNPs nos genes nao

ocorre de maneira homogénea e depende da area estudada (Furini et al., 2016a),
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um numero cada vez maior de estudos vem objetivando identificar os SNPs
localizados em regides reguladoras dos genes, bem como de que forma eles
podem influenciar na susceptibilidade ou na evolugcéo de uma determinada doenca
(Feitosa et al., 2016; Cassiano et al., 2015; Freitas et al., 2015; Queiroz et al., 2012).

1.4.1. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA TNF-a

O gene da citocina TNF-a esta localizado na regidao 6p21.3 do cromossomo
6, apresenta comprimento de aproximadamente 3 kilobase (Kb) e contem quatro
éxons (Nedwin et al., 1985). Varios SNPs ja foram descritos na regido promotora
deste gene, sendo os trés mais comuns localizados nas posi¢cdes TNFA-308G>A,
TNFA-238G>A e TNFA-376G>A, caracterizados pela mudanca de uma guanina (G)
por uma adenina (A), interferindo na ligacao de fatores de transcri¢do, que afetam
a expressao do gene e implicando em maiores ou menores niveis plasméaticos de
TNF-a (Hajeer e Hutchinson, 2001).

Recente estudo realizado na Republica do Congo, com 310 individuos,
observou associacdo dos SNPs TNFA-308G>A, TNFA-244G>A e TNFA-238G>A
com a parasitemia alta e a malaria ndo complicada na infeccéo pelo P. falciparum.
Eles observaram também associacdo positiva entre o alelo -244*A e -238*A e a
parasitemia (Nguyen et al., 2017). Outro estudo recente realizado na Nigéria, com
782 criangas, demonstrou associacdo significativa do SNP TNFA-238G>A com
susceptibilidade a malaria grave. Individuos com quadro assintomatico e com
malaria ndo complicada, que tinham o gendétipo TNF-238GG, tiveram maior risco
de desenvolver malaria cerebral. Contudo, ndo foram observadas associacfes
significativas entre o0 SNP TNFA-308G>A e a infeccdo pelo P. falciparum (Olaniyan
et al., 2016).

No Brasil, também tém sido demonstradas associacdes entre esses SNPs e
a infecgdo pelo P. vivax. Um estudo recente realizado no municipio de Goianésia
do Para com 141 individuos, descreveu a frequéncia alélica dos trés SNPs, TNFA-
308G>A, TNFA-238G>A e TNFA -1031T>C e nenhum deles foi associado com a
malaria causada pelo P. vivax (Furini et al., 2016a). Sortica et al. (2012)
demonstraram em seu estudo realizado com a populacao de Belém, que o haplétipo
TATGG formado pelos SNPs no gene do TNFA na posicdes -1031/-863/-857/-308/-
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238 foi associado a infeccdo pelo P. vivax. Mendonca et al (2014) analisaram a
populacdo de Rondbnia e descreveram a frequéncia do SNP TNFA-308G>A em
individuos nao infectados com P. vivax (2,60%), em individuos infectados
assintomaticos (0,96%) e em individuos com malaria ndo complicada (1,32%),

contudo ndo observaram associacdo entre 0 SNP e a susceptibilidade a maléria.

1.4.2. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IFN-y

IFN-y atua como uma citocina reguladora da apresentacédo de antigenos,
proliferacdo, diferenciacdo dos linfocitos e desempenha um papel modulador na
resposta imune a citocinas anti-inflamatérias (McCall e Sauerwein, 2010). O IFN-y
humano é codificado por um Unico gene contendo quatro éxons e trés introns,
localizado na regido 12g24.1 do cromossomo 12 (Trent et al., 1982). O fator nuclear
kappa beta (NF-kB) desempenha um papel crucial nas respostas imunes e
inflamatorias, através da regulacdo de varios genes envolvidos na sintese de
citocinas proé-inflamatoérias, moléculas de adesao, quimiocinas, enzimas induziveis
e apoptose (Tripathi e Aggarwal, 2006). O promotor e as regifes intrénicas
provavelmente interagem na sinalizacao extracelular, resultando na ativacao do
NF-kB promovendo a transcricdo do IFNG (MacMurray et al., 2014).

O SNP IFNG+874T>A esta localizado na regido de ligacdo do NF-kB o que
influencia na transcricdo do gene e consequentemente producao da citocina IFN-y
(Pravica et al., 2000). Medina et al. (2011) em seu estudo na populacéo de Belém,
observaram que a concentracdo seérica do IFN-y foi menor nos individuos que
apresentaram genotipo IFNG+874AA em comparacdo aqueles que tinham o alelo
+874*T. Apesar dessa diferenca, nenhuma associacao foi observada entre os
genotipos e a carga parasitaria indicando que este SNP IFNG+874T>A néo afeta a
parasitemia na malaria vivax, nesta populacéo.

O estudo em Goianésia do Para demonstrou a frequéncia do alelo mutante
+874*A (67,3%) (Furini et al., 2016a) semelhante aquelas observadas em outros
estudos na populagédo da regido Amazénica (Medina et al., 2011; Pereira et al.,
2015). Em seu outro estudo analisando a influéncia dos SNPs na producéo de
anticorpos contra proteinas de superficie do P. vivax, Furini et al. (2016b),

demonstraram que o alelo +874*T estava associado a maior producdo de
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anticorpos IgG, bem como os individuos que apresentaram genétipo +874TT em
comparacdo aos outros genotipos, porém, essas diferencas ndo foram
significantes.

O SNP IFNG+874T>A também ¢é alvo de pesquisas com outras doencas.
Estudo anterior realizado com 318 individuos no estado do Para observou que o
alelo mutante +874*A foi mais frequente em pacientes infectados com
Mycobacterium tuberculosis, sugerindo que a presenca do alelo predispbe a
tuberculose (Vallinoto et al., 2010). Conde et al. (2013) em seu estudo realizado
com individuos de Belém, analisaram a presenca do SNP +874T>A em pacientes
com hepatite B cronica. Os resultados demonstraram que o alelo mutante +874*A
foi frequente tanto nos individuos saudaveis quanto nos que tinham hepatite B e,
portanto, nenhuma associacao foi observada quanto ao risco de infec¢ao crénica
pelo virus. Dois estudos de meta-analise estratificado por etnia (Asiaticos e
Caucasianos), demonstraram associacdo com o SNP +874T>A e 0 maior 0 risco
de desenvolver leucemia (Wu et al., 2016), e doencas relacionadas ao virus da

hepatite B, especialmente doencas hepaticas (Su et al., 2015), em Asiaticos.

1.4.3. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IL-6

Outra citocina que participa da resposta imune a maléria é a IL-6. Esta
citocina é secretada pelas células endoteliais e em resposta aos antigenos
apresentados em resposta a infeccéo pelo P. vivax. Os niveis séricos da IL-6 sdo
elevados nesta infec¢ao, sugerindo que esta citocina tem um efeito importante no
controle da parasitemia (Seoh et al., 2003). O gene que codifica esta citocina esta
localizado na regido 7pl5.3 do cromossomo 7. Trabalhos recentes tém
demonstrado que o SNP na posicéo -174G>C, onde ha troca de base G para C
(citosina), esta associado a varias condicfes clinicas como sepse (Lorente et al.,
2016), diabetes tipo Il (Lu et al.,, 2017) e sindrome mielodisplasica (grupo de
doencas hematoldgicas) (Bestach et al., 2017).

Na maléria, esta citocina € um importante mediador na fase aguda da doenca
(Clark e Chaudhri, 1988). Em um estudo realizado no estado do Mato Grosso, que
analisou pacientes sintomaticos infectados com P. vivax, P. falciparum, P. malarie

e infecgcbes mistas, ndo observou associagdo entre o SNP IL6-174G>C e os
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sintomas da malaria (Domingues et al., 2016). Sortica et al. (2014), em seu estudo
realizado na populagédo de Belém, analisaram o nivel de parasitemia e numero de
gametdécitos em 167 pacientes infectados com P. vivax. Os autores demonstraram
que o genotipo -174GG estava associado a altos niveis de IL-6 (quase o dobro) em
comparacao com o0 genotipo -174CC, sugerindo um efeito supressor do alelo C
sobre a producdo de IL-6. Além disto, demonstrou também que os pacientes
portadores do alelo -174*C apresentaram maior parasitemia e maior gravidade
clinica da malaria. Os autores justificam que a troca de base de G para C demonstra
claramente auséncia de controle da infeccdo e agravamento do quadro clinico,
demonstrando a importancia do papel deste polimorfismo na malaria vivax.
Mendonca et al. (2014) em seu estudo realizado Rondénia, contudo, néao
demonstraram associa¢do do SNP IL6-174G>C com os grupos clinicos estudados
(individuos néo infectados, individuos infectados assintoméaticos e individuos com
malaria ndo complicada) na infeccdo pelo P. vivax. Isto demonstra que os SNPs
apresentam diferentes papéis na malaria vivax, dependendo da area endémica em

estudo.

1.4.4. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IL-10

Os diferentes polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10
demonstraram influenciar a susceptibilidade e o curso de varias doencas (Adedoja
et al., 2018; Manolova et al., 2018; Shahbazi et al., 2017). O gene IL10 humano
esta localizado na regido 1931-32 do cromossomo 1, local geneticamente ligado a
susceptibilidade a uma série de doencas. Os polimorfismos no gene da IL10 foram
identificados e incluem mais de 27 sitios polimérficos sé na regido promotora
(Eskdale et al., 1998). Embora a maioria dos SNP esteja em desequilibrio de
ligacao, ele é razoavel supor que alguns podem desempenhar papéis biolégicos na
regulacédo da expressao da IL-10 (lyer e Cheng, 2012).

Trés SNP em particular foram relatados por desempenhar um importante
papel causal na regulagéo da atividade do promotor do gene da IL-10. Estes SNPs
situados nas posic¢oes -1082, -819 e -592 em relagéo ao local de inicio da tradugéo
(Turner et al., 1997). As variantes -819 e -592 estdo em desequilibrio de ligacéo e,

portanto, sdo herdadas em conjunto. Assim, existem trés grandes haplétipos em -
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1082, -819 e -592 (GCC, ACC e ATA), correspondendo a elevada, moderada e
baixa producéo de IL-10, respectivamente (Eskdale et al., 1998).

Medina et al. (2011) avaliaram amostras de 132 pacientes do estado do Para
diagnosticados com P. vivax e observaram que o gendtipo mutante 1L10-1082AA
apresentou maior frequéncia na populagéo estudada, porém sem associa¢des com
producdo da IL-10. Furini et al. (2016a) em seu estudo com a populacdo de
Goianésia do Pard, avaliaram a presenca dos SNPs IL10-592C>A e IL10-819C>T
em individuos infectados com P. vivax e ndo observaram associacdo entre a
frequéncia alélica e/ou genotipica com a susceptibilidade ou resisténcia a maléaria.
Entretanto, outro estudo, no estado do Amazonas, revelou associacado entre o
polimorfismo IL10-1082A>G e individuos infectados as espécies de Plasmodium
(P. vivax elou P. falciparum) e observou reducao do risco a malaria (Da Silva-
Santos et al., 2012).

Outros estudos analisando a infec¢cdo pelo P. falciparum demonstram
diferentes resultados. No Quénia demonstrou-se que os polimorfismos -1082A>G,
-819 C>T e -592C>A estavam associados a reducado dos niveis plasmaticos de IL-
10 e ao desenvolvimento de anemia aguda em criancas com P. falciparum (Ouma
et al., 2008). Wilson et al. (2005) demonstraram associacdo entre o haplétipo de
cinco SNPs no gene IL10 (+4949G, +919C, -627G, -1117C, -3585T) e a resisténcia
contra a malaria cerebral e anemia grave em estudo realizado na Gambia, Africa
Ocidental, com criancas infectadas com P. falciparum.

Essas variacdes de resultados demonstram que as populacbes humanas
apresentam diferengcas na susceptibilidade as doencas e a base dessa
susceptibilidade diferencial €, em parte, determinada geneticamente (Bidwell et al.,
2001; Hill, 2006). Associacdes significativas entre os polimorfismos e as doengas
sustentam o papel inquestionavel destes SNPs na resposta imune, que por sua vez

influenciam o resultado do estabelecimento e evolu¢cdo de uma doenca.

1.5. VARIACOES GENETICAS QUANTITATIVAS: CNVs
Os SNPs, polimorfismos de comprimento de fragmento de restricdo (RFLPS)
e polimorfismos de proteinas séo tipos de variagdo genética humana e muitas

ferramentas atuais para a compreenséo da evolugao baseiam-se nestas variantes.
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No entanto, pouco se sabe sobre o0 papel de outras formas de variagdo genética na
adaptacdo humana, como as variagdes no numero de copias (CNVs). As CNVs séo
uma forma de variacdo estrutural definida pelo ganho ou perda de material
gendmico (lafrate et al., 2004) e sdo comuns entre individuos saudaveis (Mills et
al., 2011). Na verdade, duas pessoas serao diferentes em nimero de copias em
0,78% de seus genomas em média (Conrad et al., 2010).

As CNVs podem potencialmente afetar a expressdo dos genes de varias
maneiras. Alguns exemplos sédo: aumentando a cépia de um gene (duplicacdes)
que resulta em niveis aumentados de &cido ribonucleico (RNA) mensageiro
(RNAm) e, consequentemente niveis aumentados de proteina; também podem
criar novos genes pela fusdo de dois genes (delecéo); alterar a distancia de um
gene e o elemento regulador; ou alterar o numero de éxons codificadores de

proteina dentro de um gene (Hollox e Hoh, 2014) (Figura 4).
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Figura 4: Os diferentes mecanismos da variacdo no nimero de copias afetando a expressédo de um
gene. Fonte: Adaptado de Hollox e Hoh, 2014.
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Os microarranjos de DNA, ou microarrays, vem sendo utilizados em estudos
tanto de CNVs como de expressao génica. Esta metodologia permite identificar
CNVs a partir da selecdo de genes de interesse e, de uma sequéncia, sao
desenhadas uma ou mais sondas (probes), que nada mais sdo do que moléculas
de DNA de fita simples que servem para detectar a presenca/expressao do gene
alvo. As sondas sao imobilizadas em laminas, ou em chips, formando varios pontos,
que ficam fixados formando um grupo sondas com uma mesma sequéncia génica
(Figura 5). Atualmente, em um chip tradicional pode-se encontrar representacées
de praticamente todos os genes do genoma de uma série de organismos, como de
humanos, ratos, camundongos e Drosophila melanogaster (Guindalini e Tufik,
2007). A técnica se baseia na propriedade de hibridizacdo por complementaridade
dos acidos nucléicos e no fato das sondas apresentarem sequéncias similares as
dos genes de interesse, e complementares as do DNA do genoma de interesse, ou
ao cDNA, se for utilizado um array de analise de expressédo (Dalma-Weiszhausz et
al., 2006).
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Figura 5: Diagrama da técnica de aCGH. O DNA de interesse (amostra) e o DNA de referéncia sédo
marcados por fluorocromos diferentes e co-hibridizados em um microarranjo. Quantidades iguais de
ambos os DNAs sdo representados por amarelo (normalidade), enquanto uma maior intensidade de
vermelho ou verde significa ganho ou perda de segmentos no DNA da amostra em relagdo ao DNA
de referéncia. Fonte: Priméria.
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A grande maioria dos estudos utilizando microarrays vem sendo aplicada na
demonstracdo de padrBes especificos de variagdo no niumero de copias ou de
expressao génica que caracterizam diferentes tipos de cancer, prediz progndstico
e até respostas a terapias especificas (Ren et al., 2018; Kumar et al., 2017; Aradjo
et al., 2016). Entretanto, a eficiéncia dessas andlises tem sido evidenciada em
diversas areas, como demonstrado por um estudo recente realizado em pacientes
com esquizofrenia no Canada, de descendéncia Europeia, que investigou as CNVs
gue poderiam estar associadas ao risco clinico da doenca. Os resultados revelaram
que 7,1% dos individuos tiveram alguma CNV detectada e identificaram, também,
uma delecao de 280kb na regido 3p26.1do cromossomo 3, que sobrepde 0s genes
SUMF1 e ITPR1 em um participante com esquizofrenia que ndo foi relatado
anteriormente na literatura (Lowther et al., 2017). Cheng et al. (2017) detectaram
41 genes diferencialmente expressos em pacientes com infarto agudo no
miocardio, e que, portanto, foram sugeridos como fator que predispde a doenca.

Somando-se a isto, estudos vém sendo realizados a fim de identificar CNVs
gue contribuem para a susceptibilidade do hospedeiro a doencas infecciosas. Por
serem multifatoriais, ou seja, com variacdo genética e ambiental contribuindo para
diferentes susceptibilidades e/ou resisténcias as infec¢des (Chapman e Hill, 2012),
os estudos de associacdo gendmica tém tido sucesso limitado na identificagédo de
alelos que afetam a susceptibilidade a essas doencas. Fatores como tamanho
amostral e heterogeneidade dentro de uma mesma populacdo, sdo 0s principais
pontos que podem inferir no resultado de estudos que investigam susceptibilidade
genética a infecgbes (Furini et al., 2016a; Hoffmann et al., 2002).

1.5.1. VARIACAO NO NUMERO DE COPIAS E AS DOENCAS INFECCIOSAS

As CNVs sédo causadas por alteracdes no DNA que resultam em alteracbes
no numero de copias de um segmento de DNA especifico maior do que 1 kb. A
localizacéo do gene codificador de uma proteina dentro da regido da CNV (que é
frequentemente observada em humanos) pode afetar a dosagem e/ou a estrutura
desse gene. Consequentemente, as CNVs podem influenciar significativamente os

fendtipos e contribuir para a variacédo individual na resposta a farmacos, resposta
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imune, resisténcia a doencas ou susceptibilidade (Conrad et al., 2010; Stankiewicz
e Lupski, 2010).

Um excelente exemplo de variacdo genética e o papel importante que exerce
em varios fenotipos clinicos sao relacionados a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1) e a susceptibilidade a infeccéo, o tempo até o
desenvolvimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e os niveis de
carga viral em laténcia clinica (Shea et al., 2013).

Neste tema, varios estudos relataram que as CNVs detectadas no gene da
proteina inflamatoéria de macrofago-1a (MIP-1a/CCL3L1) esta fortemente ligada a
susceptibilidade ao HIV-1 e a reducdo no numero de copias da CCL3L1 na
populacao esta associado ao aumento do risco de infec¢éo pelo HIV-1 (Kuhn et al.,
2007; Shostakovich-Koretskaya et al., 2009; Huik et al., 2010). Um estudo de meta-
andlise analisou nove estudos com 2434 casos e 4029 controles. Os resultados
mostraram que individuos com menor numero de copias do gene da CCL3L1 na
populacao ancestral geografica seriam mais suscetiveis a infec¢ao pelo HIV-1 (Liu
et al., 2010).

Outro estudo realizado por Pelak et al. (2011) avaliou CNVs localizadas na
regido do gene que codifica os receptores expressos na superficie dessas células
NK (KIRs). A CNV localizada na regido gendmica que codifica esses receptores
afetam especificamente os genes KIR3DS1 e KIR3DL1, que codificam dois tipos
de receptores KIR que interagem com o antigeno leucocitario humano B (HLA-B).
O estudo demonstrou que o aumento no nimero de cépias do gene KIR3DS1, bem
como o0 aumento do numero de copias do gene KIR3DL1 na presenca do gene
KIR3DS1, esteve associado a menor carga viral em individuos com ascendéncia
Europeia, assim como o0 aumento no numero de copias.

Muitos estudos também apoiam a ideia de que a susceptibilidade genética
do hospedeiro desempenha um papel importante na determinacao do resultado da
infeccdo pelo virus da hepatite B (VHB). Um recente estudo, com chineses,
investigou as CNVs do receptor TLR-7 e a sua associagcao com a susceptibilidade
a infeccdo crénica pelo VHB e demonstrou que o numero reduzido de cépias TLR7
€ um fator de risco para infeccéo cronica pelo VHB, mas ndo esta associado a

etapas posteriores da progressédo da doenca (cirrose e cancer) (Li et al., 2017).



56

Budzko et al. (2016) analisaram 421 genes humanos que codificam
proteinas que interagem com as proteinas de virus da hepatite C (VHC) ou com o
RNA gendmico e demonstram que 19 dos 421 genes candidatos estdo localizados
em regibes com CNVs. Para todos esses genes, 0s numeros de coOpias foram
determinados para popula¢cdes Europeias, Asiaticas e Africanas. Dos 19 genes, 0s
autores demonstram que 4, IGLL1, MLLT4, PDPK1le PPP1R13L, para os quais o
namero de copias variou de 1 a 6, estdo envolvidos na interacdo hospedeiro-virus,
identificando assim novos fatores genéticos que podem ser alvo de investigacfes

futuras.

1.5.2. VARIAGAO NO NUMERO DE COPIAS E A MALARIA

Uma melhor compreensédo dos fatores associados a imunidade e a protecéo
contra a malaria pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas e outras
terapias. E amplamente reconhecido que a malaria exerceu uma forte selecéo
genética no genoma humano (Kwiatkowski et al., 2015) e desde a primeira hipétese
proposta por Haldane em 1940, de que as mutacdes que levavam ao traco da célula
falciforme (hemoglobina S), nas populagdes do sul da Europa e da Africa,
ocasionaram a protecdo contra a malaria, o estudo das CNVs em associacao com
a infeccdo vem sendo explorado (Goncgalves et al., 2017; Deng et al.,, 2017,
Sepulveda et al., 2017).

Um exemplo bem conhecido de CNVs afetando a susceptibilidade a maléaria
€ a dos genes de uma proteina chamada a-globina. A molécula da hemoglobina é
uma proteina globular composta por quatro globinas associadas a grupos heme,
complexo formado por um atomo de ferro em uma estrutura porfirinica. As
subunidades da hemoglobina (a-globina e B-globina) sdo codificadas por um
pequeno grupo de genes que Sao expressos sequencialmente durante o
desenvolvimento. Os genes HBALl(a!) e HBA2 (a?) fornecem instrucdes para
produzir a-globina. Estes dois genes estdo localizados préximos entre si na regiao
16p13.3 no brago curto do cromossomo 16, conhecido como locus de a-globina
(Antonarakis et al., 1985). Nos seres humanos, os genes a! e a? sdo duplicados e,
dessa forma, um individuo normal possui quatro genes a ativos, dois em cada

cromossomo (a' a? / a! a?) (Higgs et al., 1989). Os homozigotos para os alelos de
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delecado da a-globina (duas copias por genoma diploide) tém a+-talassemia e os
individuos com uma ou duas cépias de duplicacdes apresentam-se sem fenétipo
clinico (Harteveld e Higgs 2010).

Outro enforque dado para a investigacdo das CNVs € em relacdo a interacéo
parasito-hospedeiro. Os parasitas da malaria estdo expostos a uma forte selecao
da resposta imune humana e ao tratamento com medicamentos antimalaricos. Eles
tém genomas relativamente pequenos 23 megabases (Mb), genética haploide, e
podem ser cultivados e geneticamente manipulados no laboratério, de modo a
fornecer um organismo eucariota Util para investigar o papel funcional das CNVs
(Carlton, 2003). No Brasil, um recente estudo caracterizou o perfil genético de
ambos 0s marcadores nos genes mais comuns associados a resisténcia aos
farmacos em isolados de P. falciparum e P. vivax, com amostras de trés regides do
Brasil (Mato Grosso, Ronddnia e Amapa). Todas as amostras analisadas de P.
falciparum apresentaram apenas uma copia dos genes pfmdrl ou pfgchl. Para os
isolados de P. vivax foi encontrada multiplas cépias do gene pvmdrl em 20% dos
isolados, porém ndo houve associacdo com a parasitemia ou idade (Costa et al.,
2017).

Considerando que a perspectiva parasitaria da malaria tem sido
intensamente investigada, especialmente no que diz respeito a resposta e
resisténcia a farmacos, o lado do hospedeiro recebeu até agora menos atencéo. O
estudo das CNVs em genes humanos relacionados a doenca poderia explicar
algumas das discrepancias entre os estudos de associacao genética (Geraghty et
al., 2002), uma vez que alguns dos genes candidatos identificados ocorrem como
copias multiplas. Além disto, até o momento, para muitos genes relacionados a
funcdo imune, ainda nao se obteve resultados claros e uniformes (Van Braeckel-
Budimir et al., 2017; Wilson et al., 2016; Mwakalinga et al., 2012). Portanto, uma
analise conjunta das CNVs e dos SNPs pode esclarecer a genética da interacao
hospedeiro-parasita durante a patogénese da malaria e dar uma resposta clara
sobre a questdo de qual SNP ou CNV influenciam a expressdo génica em uma

populacdo e como essa populacao lida com a doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar se as alteracdes gendmicas quantitativas e os polimorfismos de

nucleotideos uUnicos nos genes TNFA (rs1800629), IFNG (rs2430561),
IL6(rs1800795) e IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872) associados a producao

de citocinas podem influenciar na fisiopatogenia da maléria vivax.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demonstrar os parametros hematologicos e demograficos na populacdo em
estudo e identificar as associacdes recorrentes entre estes parametros e o
namero de episédios de malaria;

Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs TNFA-308G>A,
IFNG+874T>A, IL6-174G>C e do hapld6tipo-1082/-592/-819 no gene 1L10;
Comparar os niveis de expressao das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10
nos pacientes e nos controles endémicos;

Identificar as associacdes entre os niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6,
IL-10 e 0s SNPs TNFA-308G>A, IFNG+874T>A, IL6-174G>C e o haplétipo
-1082/-592/-819 no gene IL10 nas amostras investigadas;

Identificar as associacdes entre os niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e
IL-10 e a carga parasitaria nas amostras investigadas;

Identificar as associagfes entre 0s SNPs TNFA-308G>A, IFNG+874T>A,
IL6-174G>C e do haplétipo -1082/-592/-819 no gene IL10 e a carga
parasitaria nas amostras investigadas;

Identificar as associagfes entre o numero de episédios de maléria e os niveis
das citocinas TNF-q, IFN-y, IL-6 e IL-10;

Determinar a frequéncia das CNVs na populacdo em estudo e analisar sua

correlagcdo com a infec¢éo pelo P. vivax.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AREA DE ESTUDO
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Estudo transversal foi realizado a partir de amostras do municipio de Itaituba
(04°16'34" S; 55°59'01" W), pertencente ao Estado do Pard, norte do Brasil (Figura
6). O municipio esta localizado na parte mais sudoeste do estado e possui IPA de
alto risco para transmissao de malaria (102,0 casos de malaria/1.000 habitantes).
Itaituba possui uma populacéo de 98.485 habitantes de acordo a estimativa do
censo 2016, uma area da unidade territorial (km2) segundo censo de 2015 de
62.042,320 e a densidade demografica (habitantes/km?) de 1,57. A cidade é o
décimo quinto municipio mais populoso do estado, possuindo o décimo terceiro
maior produto interno bruto do Para e é conhecido como “cidade pepita” devido a

intensa atividade de mineracao de ouro no Vale do Rio Tapajos (Brasil, 2016).

MUNICIPIO
DE ITAITUBA

Figura 6: Esquema representativo do municipio de Itaituba: Area do Estudo. Fonte: Laboratério de
geoprocessamento, Instituto Evandro Chagas (IEC).

O clima de Itaituba é quente e imido, com temperatura superior a dezoito
graus em todos os meses do ano e chuvas abundantes durante a maior parte do

ano, com uma pequena estacdo seca, geralmente nos meses de inverno. A
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temperatura média anual é de 26,7 °C, sendo que a média do més mais quente,
outubro, é de 27,7 °C, e a do més frio, fevereiro, de 25,7 °C. A precipitacdo média
anual é de 2.189,2 milimetros, sendo que marco € o més mais chuvoso (327,3
milimetros) e julho o mais seco (46,1 milimetros). O tempo médio de insolacéo € de
2.000 horas por ano e a umidade do ar é relativamente elevada em todos os meses
do ano, com médias acima de 80% (Brasil, 2016).

Na cidade de Itaituba circulam moradores, visitantes, comerciantes e
garimpeiros. Em decorréncia dos mais de 240 garimpos e acampamentos
agregados ao municipio, apresenta um fluxo populacional intenso, com movimento
frequéncia de catraias, barcos e lanchas que transportam passageiros de um lado
para outro, numa relacdo que envolve comércio, turismo, vida social e compras,
mas, que também favorece a disseminacao de doencas transmissiveis. Atualmente
0 municipio oferece a maior casuistica de malaria do Estado do Para e no ano de
2016 foram registrados 1.645 casos de malaria, sendo 1.204 casos por P. vivax,
393 casos por P. falciparum e 48 notificagbes de infecgcbes mistas por estas duas
espécies (Brasil, 2016).

A selecdo dos pacientes foi realizada a partir do atendimento dos mesmos
no principal Posto de Notificacdo de Malaria do municipio, localizado no Hospital
Regional do Tapajés, no periodo de janeiro a dezembro de 2016. Os pacientes
atendidos no posto eram convidados a participar do estudo por meio de uma ficha
clinico-epidemiolégica (Anexo |) e assinavam junto a ele um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo II).

Foram excluidos do estudo pacientes com doenca
cronica/neurodegenerativa, com coinfeccées com geohelmintos, gravidas e
individuos com infec¢Bes mistas (com mais de uma espécie de Plasmodium) e dos
288 pacientes atendidos, foram incluidos no estudo 129, sendo: 79 pacientes n&o
malaricos, referidos no estudo como “controle endémico” e 50 pacientes positivos
para P. vivax, referidos como “malarico”, sendo que destes: 15 eram pacientes com
infecc@o priméaria a malaria, referidos como “malaria primaria” e 35 pacientes com
relatos de episodios anteriores a infecgéo nos ultimos anos, referidos como “malaria
recorrente”. O projeto foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do IEC,
Para. N° CEP/IEC 1.219.346/2015.
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3.2. DETERMINA(;AO DA CARGA PARASITARIA

A pesquisa de parasitos foi realizada por microscopistas especializados do
IEC, por meio do exame parasitoscopico, pela técnica da gota espessa (GE). Uma
amostra de sangue foi obtida pela puncdo da polpa digital do paciente. As
preparacdes sanguineas foram coradas pelo Método de Walker, utilizando-se o
corante Giemsa. A leitura foi realizada em microscépio 6tico, determinando-se o
numero de parasitos por mm?3 de sangue. As amostras positivas foram confirmadas
por Nested-PCR (Snounou et al.,, 1993), antes dos pacientes iniciarem o
tratamento. A papa de hemacias e 0 soro estavam armazenados em tubo eppendorf
a-70°C.

Com os dados da parasitemia disponiveis das 50 amostras positivas, a
média de parasitos foi de 10.910,40 parasitos/mm?3, sendo no grupo malaria
priméaria foi de 7.585 parasitos/mm?® e no grupo malaria recorrente foi 12.335
parasitos/mm3. Todos os pacientes diagnosticados foram tratados segundo o
Regime Terapéutico Brasileiro com cloroquina por 3 dias e primaquina de por 7 a
14 dias (Brasil, 2010).

3.3. ANALISES HEMATOLOGICAS

As contagens e a interpretacdo dos resultados de células sanguineas foram
realizadas em um analizador automético Pentra 120 Retic (ABX Diagnostics®),
conforme instrucbes do fabricante, para avaliacdo dos seguintes parametros
hematoldgicos: contagem de eritrécitos (homem 4.5 — 6.5 x 108/uL; mulher 3.9 —
5.6 x 108/uL), hemoglobina (homem= 13 g/dL; mulher = 12g/dL), hematdcrito
(homem 38 — 50%;mulher 36 — 47%), leucdcitos (valor normal 4 — 10 x 103/uL),
linfécitos (valor normal 1 — 3.8 x 10%/uL), neutréfilos(valor normal 1.5 — 6.8 x 103/uL),
monaocitos (valor normal 200 — 800/uL), eosindfilos (valor normal 40 — 400/uL) e

plaquetas (valor normal 150 — 400 x 10%/pL).

3.4. DOSAGEM DE CITOCINAS
A técnica de citometria de fluxo avaliou a expresséo das citocinas TNF-q,
IFN-y, IL-6 e IL-10, a partir dos soros dos pacientes e individuos ndo malaricos do

municipio do Itaituba/PA, segundo protocolo descrito por Kellar e Douglass (2003).
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Para tanto, foram utilizados os kits Cytometric Bead Array (CBA) Human TNF-a
Flex Set, Human IFN-y Flex set, Human IL-6 Flex Set e Human IL-10 Flex Set (BD
Biosciences, USA) e as etapas realizadas de acordo com as instrucbes do
fabricante. Foram analisados 25uL das amostras por citbmetro de fluxo
FACsCanto™ Il (Becton Dickinson, San José, CA, EUA), previamente calibrado
com “Setup beads”, incubadas com isotiocianato de fluoresceina e ficoeritrina. A
curva padréo foi realizada para cada citocina e analisada no FACSDiva Software
(Becton Dickinson, San José, CA, EUA). Para cada citocina foram quantificados os
valores brutos de média de intensidade de fluorescéncia. Os resultados foram
expressos em pg/mL em comparagdo com a curva padrdo. Foram considerados

300 eventos para cada citocina.

3.5. EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir das amostras de sangue total utilizando o kit de
extracdo/purificacdo Easy DNA™ (Invitrogen, Califérnia, USA) e as etapas foram
realizadas de acordo com as instrucfes do fabricante. Em 280uL de sangue foram
adicionados 450 pL de solucéo de lise (Solugéo A) e a mistura homogeneizada no
agitador. Apés incubacdo a 65°C por seis minutos em banho-maria, foram
adicionados 650uL de cloroféormio. Realizou-se homogeneizacdo em agitador até a
mistura apresentar coloracdo “achocolatada”. Em seguida, adicionaram-se 150uL
de solucdo de precipitacdo (Solucdo B) e homogeneizou-se no agitador até a
mistura ficar homogénea. Realizou-se a centrifugacdo da amostra a 20.000g por
dez minutos e transferéncia do sobrenadante para micro tubo de 1,5uL. Foi entdo
adicionado 1mL de etanol 100% gelado e a mistura foi homogeneizada por
inversdes suaves e deixada por dez minutos a temperatura ambiente. Apos isto, a
mistura foi centrifugada a 20.000g por cinco minutos. O sobrenadante foi removido
por inversdo e adicionou-se 1mL de etanol 70% gelado. Apds a nova centrifugacao
a 20.000g por dois minutos, o sobrenadante foi removido por inversao e deixou-se
o tubo secando em temperatura ambiente antes de ressuspender o DNA em 100
pL de agua livre de nucleasse. A quantidade e a pureza do DNA foram verificadas

apos eletroforese em gel de agarose 1,5%.
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3.6. GENOTIPAGEM

Os SNPs para TNFA -308G>A, IFNG +874T>A, IL6 -174G>C e IL10 -
1082A>G, -819C>T e -592C>A foram identificados utilizando a técnica de
genotipagem pela reacdo em cadeira da polimerase (PCR) utilizando sequéncia de
primers especificos (SSP) determinados pelo kit Cytgen (OneLambda; Canoga
Park, CA) e as etapas realizadas de acordo com as instru¢des do fabricante. A
amplificacédo foi realizada no termociclador Veriti™ (Applied Biosystems, USA),
usando Taq polimerase (5Ul/mL). Condicbes do ciclo: um ciclo de 96° (130
segundos) e um de 63° (60 segundos); seguido de nove ciclos de 96° (10 segundos)
e de 59° (50 segundos); e por fim vinte ciclos de 96° (10 segundos), 59° (50
segundos) e 72° (30 segundos). A interpretacdo do resultado foi realizada seguindo

worksheet do kit (Anexo III).

3.7. HIBRIDIZAC;AO GENOMICA COMPARATIVA EM ARRAY (aCGH)

Com o intuito de analisar a ocorréncia de alteracdes no numero de copias
gue pudessem envolver genes relacionados com a suscetibilidade a malaria, seis
pacientes positivos para maléria e dois negativos foram analisados pela tecnologia
de aCGH. Para isso, foi utilizada a matriz SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Array
Bundle, 4x180K (Agilent Technologies, CA, USA). Essa matriz contém cerca de
120.000 sondas para identificacdo de CNVs e 60.000 SNPs. Os procedimentos da

técnica foram realizados de acordo com as instrucfes do fabricante.

3.7.1. DIGESTAO ENZIMATICA DO DNA GENOMICO (gDNA)

O gDNA extraido foi concentrado a 1ug em 20,2ul de agua ultra-pura,
posteriormente exposto a acdo das enzimas Alu | e Rsa | para a formacdo de
fragmentos de 200 a 500pb. Esta etapa também foi realizada com o gDNA de
referéncia (Human Reference DNA Male ou Female, Agilent Technologies, CA,
USA), disponibilizado no kit SureTag Complete DNA Labeling: Em cada tubo
contendo o gDNA diluido, foi adicionado 5,8uL do Digestion Master Mix, composto
de agua ultra-pura, tampéao de Restricdo Enzimatica 10X, albumina bovina e das
enzimas Alu | e Rsa I. A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 2 horas

e logo em seguida a 65°C, por 20 minutos.
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3.7.2. MARCACAO DOS gDNA

Para a marcacdo dos gDNAs foi utilizado o corante fluorescente Cy5-dUTP
para as amostras a serem avaliadas e Cy3-dUTP para o gDNA de referéncia. Para
isto foram adicionados 5uL de um primer randémico a mistura. Os tubos contendo
o0 gDNA foram incubados a 95°C por 3 minutos, e depois em gelo por 5 minutos.

Posteriormente foram acrescentados 21uL do Labeling Master Mix,
composto por agua ultra-pura, Tampéao de Reativagdo 5x, 10x dNTPs (nucleotideos
do DNA), Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e Exo-Klenow (uma DNA polimerase). Logo
apos, as misturas foram incubadas a 37°C por 2 horas, e posteriormente a 65°C,

durante 10 minutos.

3.7.3. PURIFICACAO DOS gDNA

Apss a marcagéao, o material foi purificado. Para isto, 430uL de 1x do tampéao
TE (pH 8.0) foram adicionados em cada amostra, estas foram transferidas para
colunas de purificacdo para serem centrifugadas a 14000g por dez minutos. O
sobrenadante foi descartado e mais 480uL de 1x TE (pH 8.0) foram adicionados.

Ap0s a segunda centrifugacdo, a coluna foi invertida em novo tubo coletor
de 2mL e centrifugada a 1000xg para obtencdo do material purificado. Este foi
quantificado em Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) para
a medicao das concentracdes do gDNA e dos marcadores, que foram utilizados,
junto com a medicéo do volume final da amostra, para a estipulacdo dos valores de
atividade especifica dos marcadores e rendimento do processo de marcacgao.

Estes valores indicaram o funcionamento das etapas anteriores e definiram
a escolha dos pares de amostras (gDNA de referéncia e teste) que foram formados

(os valores entre estes devem ser semelhantes).

3.7.4. PREPARACAO PRE-HIBRIDIZACAO

Antes do processo de hibridizagdo as amostras foram pré-tratadas com a
adicdo de 71pL do Hybridization Master Mix (composto de tampé&o de hibridizagéo,
agente de bloqueio 10x concentrado e Cot-1 DNA) em cada amostra (QDNA de

referéncia + gDNA da amostra testada).
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Essa mistura foi incubada a 95°C por 3 minutos e imediatamente transferida
para um banho-maria a 37°C, por 30 minutos. Apds essa etapa, 0 material foi
centrifugado por 1 minuto a 6000g e entdo pronto para a hibridizacdo. Apds as

etapas anteriores, o volume final da mistura foi de 110pL.

3.7.5. HIBRIDIZACAO

O processo de hibridizacdo seguiu as seguintes etapas: Em uma laminula
especifica, foi adicionado 100ul da solugdo em cada um dos pogos. A lamina de
microarray foi encaixada sobre a laminula e o conjunto formado (lamina e laminula)
foi fixado a uma base de fixacdo. Manualmente foi ajustada uma bragadeira para
manter o conjunto bem fixado. O conjunto foi movido verticalmente para que o
liguido se espalhasse uniformemente sobre cada array e para evitar a formacéao de
possiveis bolhas de ar. O conjunto foi acoplado em uma camara de hibridizacéo e
mantido a 65°C por 24 horas, com uma rotagao de 20rpm.

3.7.6. LAVAGEM DOS MICROARRAYS

A lavagem dos microarrays foi feita de forma a minimizar a exposi¢cao do
gDNA marcado ao ozbnio. Primeiramente, o conjunto lamina/laminula foi retirado
da base de fixacdo e mergulhado em tampéo de lavagem 1 (Wash Buffer 1) para
ajudar na dissociacdo. Apoés isso, as laminas foram colocadas em uma cuba de
vidro contendo novamente tampéao de lavagem 1 sob agitacdo com magneto, por 5
minutos. Tanto a dissociacdo como a primeira lavagem foram feitas a temperatura
ambiente. As laminas foram entdo transferidas para uma terceira cuba contendo o
tampao de lavagem 2 (Wash Buffer 2), em agitacdo com magneto, a temperatura
de 37°C. Finalmente, as laminas foram cobertas com uma laminula protetora de

0zOnio e encaixadas em um estojo para dar seguimento a etapa seguinte.

3.7.7. ESCANEAMENTO E EXTRACAO DOS DADOS

Os estojos com os microarrays foram devidamente encaixados em cassetes
do Agilent Microarray Scanner (PN G2565BA). O controle e obtenc&o das imagens
foram feitos com o uso do Feature Extraction software, v10.10 qual extrai imagens

com a extensao TIFF.
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

Para analise da expresséo das citocinas, o nivel de significancia foi obtido
pela comparacao entre as concentracdes de citocinas dos pacientes e individuos
nao malaricos, assim como a analise de associacdo entre os SNPs e o haplétipo
com a densidade e entre o nivel das citocinas com os SNPs e com o haplétipo
foram estimadas pelo teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney; a analise de
existéncia de correlacdo entre os niveis das citocinas e a carga parasitaria foi
estimada pelo teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman, utilizando o
programa Graph-pad prism 6.0 (Grapgpad software, Inc, San Diego, CA); a andlise
de existéncia de correlacdo entre 0s grupos, controle endémica, maléria primaria e
malaria recorrente, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido
pelo pos-teste de Dunn’s. Em todas as correlacbes, foram considerados
estatisticamente significantes valores de p< 0.05.

Para analise dos polimorfismos, as frequéncias alélicas e genotipicas foram
comparadas entre 0s pacientes malaricos controle endémico e as significancias dos
desvios foram verificadas a partir do teste-G e do teste do qui-quadrado de
Pearson, respectivamente, bem como foi também testado se as frequéncias
genotipicas obtidas diferem das esperadas segundo o teorema de Hardy e
Weinberg, através do método de Guo e Thompson (1992), utilizando o programa
Bioestat® versdo 5.0. Em todas as correlagbes, foram considerados
estatisticamente significantes valores de p< 0.05.

Os resultados das CNVs obtidos foram levantados em termos de frequéncia
por simples contagem. Posteriormente foram avaliados quanto a existéncia de
associacado com os dados clinico-patolégicos como sexo, parasitemia e recorréncia
da maléria, a partir do teste Exato de Fisher utilizando o do programa Bioestat®
versdao 5.0. Em todas as correlacdes, foram considerados estatisticamente

significantes valores de p< 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. PARAMETROS HEMATOLOGICOS E DEMOGRAFICOS E O NUMERO DE
EPISODIOS DE MALARIA
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Os parametros hematoldgicos e demogréficos da populagdo em estudo

estdo representados na tabela 1. Foi observado frequéncia maior de homens e

idade média de 35,13 + 13,23 e a analise dos dados ndo demonstrou diferencas

significativas quanto a idade, contagem de hemacias, na concentracdo da

hemoglobina, na porcentagem do volume dos glébulos vermelhos (hematdcrito), na

porcentagem de linfécitos e de neutrofilos na populacdo em estudo. Ambos o0s

grupos, maléaria primaria e malaria recorrente, apresentaram reducéo significativa

no nimero de plaquetas em comparacdo ao controle endémico (p < 0,001) e no

grupo maléria recorrente observamos aumento significativo na porcentagem de

mondcitos (p = 0,0158).

Tabela 1: Parametros Demograficos e Hematoldgicos da populacdo em estudo.

Parametros Henjgtolégicos e poptrole_ Maléria_Priméria R(lavclzaolré;(raiﬁte o valor
Demogréficos Endémico (n=79) (n=15) (n=35)
\dade (anos), Viedia (Desvio 36,63 (14,50) 32,0 (12,14) 33,11 (10,11) 0,3722
adréo)
Homem/Mulher (%) 59/41 80/20 74126
Carga Parasitaria (parasitos/mm?3) - 7.585 12.335
NUmero de Episédios de Maléria 2P - - 3,0 (2,0-5,0)
Parametros Hematoldgicos °
Hemacias x 103/mm?3 4.800 (4.495-5.280) 4.770 (4.450-5.425) 4.800 (4.265-5.145) 0,4163
Hemoglobina (g/dL) 14,3 (13,3-15,6) 13,30 (13,00-15,50) 14,0 (12,05-15,0) 0,1809
Hematocrito (%) 43,0 (40,0-47,0) 42,0 (38,0-45,3) 42,0 (36,4-45,0) 0,1368
Plaguetas x 103/mm3 199,0 (148,0-236,0) 94,0 (63,0-116,0)¢  101,0 (78,0-139,5)¢ < 0,001
Leucocitos x 103/mms3 5,7 (4,55-6,90) 4,2 (3,4-53)°¢ 5,6 (4,05-6,90) 0,0074
Linfécitos (%) 38,0 (28,0-45,0) 34,0 (25,5-40,0) 30,0 (19,5-43,0) 0,0648
Monécitos (%) 2,0 (1,5-2,5) 2,0 (2,0-3,0) 3,0 (2,0-3,0) ¢ 0,0158
Neutréfilos (%) 55,0 (47,0-67,5) 60,0 (53,0-69,0) 59,0 (47,5-72,0) 0,3116

a Os pacientes em estudo relataram o nimero de episodios anteriores de malaria.
b Dados expressos como mediana and intervalo interquartil (IQR25-IQR75).
¢ Diferencga significativa em comparagéo ao Controle Endémico.

*Andlise estatistica realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de

Dunn’s.
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4.2. DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Como sumarizado na tabela 2 foram avaliados os SNPs TNFA -308G>A,
IFNG +874T>A, IL6 -174G>C, 1L10 -1082A>G, IL10 -819C>T, IL10 -592C>A e do
haplotipo IL10-1082A>G, -819C>T e -592C>A na populacdo em estudo e todos
estdo em equilibrio de Hardy e Weinberg (p > 0,05).

Para o SNP TNFA -308G>A, o gendtipo mais frequente nos malaricos foi o
GG (70%) e o alelo mais frequente foi o *G (85%), assim como nos controles
endémicos foi de 81,01% e 89,87%, respectivamente, sem ter sido observado
diferencas significativas entre os grupos.

Para o SNP IFNG +874 T>A, o gendtipo mais frequente nos malaricos foi o
TA (54%) e o alelo mais frequente foi o *A (67%). No controle endémico o gendtipo
mais frequente foi AA (51,90%) e o alelo mais frequente foi o *A (72,78%).

Para o SNP IL6 -174 G>C o gendtipo mais frequente nos malaricos foi o CG
(32%) e o alelo mais frequente foi 0 *G (82%), assim como foi observado nos
controles endémicos foi de 59,50% e 77,21%, respectivamente.

Para o hapl6tipo da IL10 -1082A>G, -819C>T e -592C>A 0 gendtipo mais
frequente nos maléricos foi o GCC/GCC (96%), assim como foi observado nos
controles endémicos (87,34%).
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Tabela 2: Frequéncia alélica e genotipica do SNP TNFA -308G>A, SNP IFNG
+874T>A, SNP IL6 -174 G>C, do haplétipo da IL10 -1082 A>G, -819 C>T e -592
C>A, da populacao em estudo.

Gendtipos e Alelos Malaricos (%) Controles (%) p? OR pP
n=50 n=79 (95% Cl)
TNFA -308
GG 35 (70) 64 (81,01) 0,1767 0,5469 0,2192
GA 15 (30) 14 (17,72) (0,2395-1,2489)
AA 0 (0) 01 (1,27)
G 85 (85) 142 (89,87) 0,2408 0,6385 0,3288
A 15 (15) 16 (10,13) (0,3004-1,3571)
IFNG +874
AA 20 (40) 41 (51,90) 0,3250 1,0880 0,9586
TA 27 (54) 32 (40,51) (0,5349-2,2130)
TT 03 (6) 06 (7,59)
A 67 (67) 114 (72,78) 0,3783 0,7836 0,4584
T 33 (33) 44 (27,84) (0,4553-1,3486)
IL6 -174
GG 33 (66) 47 (59,50) 0,5686 1,3217 0,5785
CG 16 (32) 28 (35,44) (0,6320-2,7637)
cc 01 (2) 04 (5,06)
G 82 (82) 122 (77,21) 0,3543 1,3443 0,4452
C 18 (18) 36 (22,78) (0,7151-2,5271)

IL10 -1082/-819/-592

GCC/ACC 01 (2) 06 (7,59) 0,1504 3,4783 0,1808
GCC/GCC 48(96) 69 (87,34) (0,7293-16,5899)
GCC/ATA 0 (0) 01 (1,27)

ACC/ATA 0 (0) 03 (3,80)

ATA/ATA 01 (2) 0(0)

p2: Comparacdo entre os dois grupos (teste G e teste qui-quadrado,
respectivamente); pP: Odds radio.

4.3. EXPRESSAO DAS CITOCINAS

Com a finalidade de avaliar a participacdo das citocinas na resposta imune
a infeccao pelo P. vivax avaliou-se as concentracdes das mesmas entre 0s grupos
malaricos e controle endémico (Figura 7a-d). As concentracdes séricas das
citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10 foram analisadas em soro dos pacientes e

expressas em pg/mL.
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A média da concentracdo da citocina TNF-a nos malaricos foi de 3,54 + 3,99
enquanto que no controle endémico a média foi de 1,86+ 2,67. Nivel de significAncia
foi de p = 0,0192 (Figura 7a). A média da concentracdo da citocina IFN-y foi de
13,80 £ 41,52 nos maléaricos enquanto que a média no controle endémico foi de
4,48 + 17,93. Nivel de significancia foi de p = 0,0010 (Figura 7b). A média da
concentracéo da citocina IL-6 foi de 217,62 + 534,91 nos maléaricos, enquanto que
a média no controle endémico foi de 9,67 + 16,69. Nivel de significancia foi de p <
0,001 (Figura 7c). A média da concentracdo da citocina IL-10 foi significativamente
maior nos maléaricos, 1.030,44 + 2.290,77, enquanto que a média no controle
endémico foi de 2,22 + 5,20. Nivel de significancia foi de p < 0,001 (Figura 7d).
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Figura 7: Expresséo e correlacéo da citocina TNF-a (a), IFN-y (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) em pg/mL
entre os maldricos e o controle endémico. Foi realizado o teste ndo paramétrico de U de Mann-
Whitney. As diferencas significativas foram estimadas pela média dos valores em cada grupo, sendo
considerados significativos aqueles onde p<0,05, onde * p < 0,05; ** p = 0,001; *** p < 0,001; **** p
< 0,0001.
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4.4. CORRELAGCAO ENTRE AS CITOCINAS E OS GENOTIPOS

Com intuito de verificar se os SNPs TNFA, IFNG, IL6 e o hapldtipo da IL10
influenciam na expressdo das respectivas citocinas, a mediana das suas
concentracdes seéricas foi comparada entre os grupos de individuos homozigotos
selvagem, homozigotos mutantes e heterozigotos, a partir do teste estatistico
Mann-Whitney U-test (Figura 8a-d).

Ao correlacionarmos o SNP TNFA -308 G>A e a expressédo do TNF-q, a
mediana dos niveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo de
individuos homozigoto selvagem (genoétipo GG) e o grupo de individuos que tém a
presenca do alelo mutante (genétipos GA e AA). A mediana do nivel sérico do TNF-
a no grupo de individuos homozigotos selvagens foi 1,0 e a média foi de 2,49 pg/mL
+ 3,17, com variacdo de 0,0 a 14,0 pg/mL. No grupo que tem a presenca do alelo
mutante, a mediana do nivel sérico do TNF-a foi de 0,0 e a média foi 2,56 pg/mL +
3,87, com variacdo de 0,0 a 12,0pg/mL. N&o foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (p = 0,7151) (Figura 8a).

Ao correlacionarmos o SNP IFNG+874 T>A e a expressédo do INF-y, a
mediana dos niveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo homozigoto
mutante (gendtipo AA) o grupo de homozigotos selvagens e heterozigotos
(gendtipos TT e TA, respectivamente). A mediana dos niveis séricos da citocina no
grupo de individuos homozigotos mutantes foi 1,97 pg/mL e a média foi de 10,13
pg/mL + 37,82, com variacdo de 0,0 a 286,20 pg/mL. No grupo de homozigotos
selvagens e heterozigotos, a mediana dos niveis séricos foi de 2,08 e a média foi
7,08 pg/mL = 19,69, com variagcdo de 0,0 a 155,03 pg/mL. Nao observamos
diferencas significativas entre os grupos (p = 0,3813) (Figura 8b).

Ao correlacionarmos o SNP IL6-174 G>C e a expressao da IL-6, a mediana
da dos niveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo de individuos
homozigoto selvagem (gendtipo GG) e o grupo de individuos que tém a presenca
do alelo mutante (genétipos GC e CC). A mediana dos niveis séricos da citocina no
grupo de individuos homozigotos selvagens foi 9,00 e a média foi de 102,82 pg/mL
+ 398,79, com variacdo de 0,0 a 3.037,00 pg/mL. No grupo que tem a presenca do

alelo mutante, a mediana dos niveis séricos da citocina foi de 5,0 pg/mL e a média
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foi 69,77 pg/mL + 240,20, com variacdo de 0,0 a 1.531,0 pg/mL. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos (p = 0,1668) (Figura 8c).

Ao correlacionarmos o haplétipo da IL10 e a expressao da IL-10, a mediana
da dos niveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo de individuos com
genotipo GCC/GCC e os demais. A mediana dos niveis séricos no grupo de
individuos GCC/GCC foi 4,0 pg/mL e a média foi de 440,08 pg/mL + 1.574,38, com
variacdo de 0,0 a 12.014,0 pg/mL. Nos demais genétipos, a mediana dos niveis
séricos foi de 0,0 pg/mL e a média foi 17,33 pg/mL + 56,92, com variacédo de 0,0 a
198,0 pg/mL. Observamos diferengas significativas entre os grupos (p = 0,0162)
(Figura 8d).
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Figura 8: Correlacdo do nivel das citocinas TNF-a (a), IFN-y (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) e os
SNPs/Haplétipo dos genes TNFA (a), IFNG (b), IL6 (c) e IL10 (d). Foi realizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney U-test. As diferencas significativas foram estimadas pela mediana
dos valores em cada grupo, sendo considerados significativos aqueles onde p<0,05, onde * p <0,05.
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4.5. CORRELAQAO ENTRE AS CITOCINAS E A CARGA PARASITARIA

Com o intuito de verificar se a expressao das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e
IL-10 podem contribuir para o controle da carga parasitaria, as suas concentracées
séricas foram comparadas com o numero de parasitos no sangue periférico, a partir
do teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman (Figura 9a-d).

Nos 50 pacientes do estudo, a meédia de parasitos foi de 10.910,40
parasitos/mm?3 + 14.406,25. Observamos uma correlagdo positiva moderada entre
a carga parasitaria e o nivel da citocina TNF-a (3,54 pg/mL % 3,99), onde r = 0,4433
e p = 0,0013. Observamos uma correlacao positiva forte entre a carga parasitaria e
o nivel da citocina IL-6 (217,62 pg/mL + 534,91), onde r = 0,5552 e p < 0,0001.
Observamos uma correlacdo positiva forte entre a carga parasitaria e o nivel da
citocina IL-10 (1.030,44 pg/mL = 2.290,77), onde r = 0,5958 e p < 0,0001. N&o

observamos correlacbes entre a expressao da citocina IFN-y com a carga
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Figura 9: Expresséo e correlagdo da citocina TNF-a (a), IFN-y (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) em pg/mL com
a carga parasitaria nos pacientes malaricos. Foi realizado o teste ndo paramétrico de correlacéo de
Spearman. r = coeficiente de Spearman, onde r < 0,4 = baixa correlagcéo; 0,4 <r < 0,5 = correlagao
moderada; r > 0,5 = correlacéo forte.
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4.6. CORRELACAO ENTRE A CARGA PARASITARIA E OS GENOTIPOS

Com o objetivo de verificar uma possivel associagdo entre os SNPs e a carga
parasitaria, n0s comparamos a mediana da carga parasitaria entre 0os grupos de
individuos homozigotos selvagem, homozigotos mutantes e heterozigotos, a partir
do teste estatistico U de Mann-Whitney (Figura 10a-d).

Ao correlacionarmos o SNP TNFA -308 G>A e a carga parasitaria, a mediana
da carga parasitaria foi comparada entre o grupo de individuos homozigoto
selvagem (genotipo GG) e o grupo de individuos que tém a presenca do alelo
mutante (genoétipos GA e AA). A mediana da carga parasitaria no grupo de
individuos homozigotos selvagens foi 7.500 e a meédia foi de 9.826,85
parasitos/mm?3+ 9.906,69, com variacdo de 60 a 40.000 parasitos/mm?3. No grupo
gue tem a presenca do alelo mutante, a mediana da carga parasitaria foi de 2.000
parasitos/mm?3 e a média foi 11.638,13 parasitos/mm3+ 21.492,38, com variacédo de
7 a 60.000 parasitos/mm?3. N&do foram observadas diferencas significativas entre os
grupos (p = 0,0812) (Figura 10a).

Ao correlacionarmos o SNP IFNG+874 T>A e a carga parasitaria, a mediana
da carga parasitaria foi comparada entre o grupo homozigoto mutante (genétipo
AA) com individuos homozigotos selvagens e heterozigotos (genétipos TT e TA,
respectivamente). A mediana da carga parasitaria no grupo de individuos
homozigotos mutantes foi 5.500 e a média foi de 10.288,00 parasitos/mm?3+
12.920,35, com variagdo de 60 a 40.000 parasitos/mm3. No grupo de homozigotos
selvagens e heterozigotos, a mediana da carga parasitaria foi de 5.500
parasitos/mm3e a média foi 11.325,33 parasitos/mm?3+ 15.519,48, com variacdo de
30a 60.000 parasitos/mm3. Ndo observamos diferencas significativas entre os
grupos (p = 0,7346) (Figura 10b).

Ao correlacionarmos o SNP IL6-174 G>C e a carga parasitaria, a mediana
da carga parasitaria foi comparada entre o grupo de individuos homozigoto
selvagem (genotipo GG) e o grupo de individuos que tém a presenca do alelo
mutante (genotipos GC e CC). A mediana da carga parasitaria no grupo de
individuos homozigotos selvagens foi 6.000 parasitos/mm? e a média foi de
11.736,51 parasitos/mm? + 14.554,11, com variacéo de 15 a 60.000 parasitos/mm3.

No grupo que tem a presenca do alelo mutante, a mediana da carga parasitaria foi
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de 2.500 parasitos/mm?3 e a média foi 8.425,29 parasitos/mm3+ 14.503,50, com
variacdo de 30 a 60.000 parasitos/mm3. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (p = 0,2644) (Figura 10c).

Ao correlacionarmos o haplétipo da IL10 e a carga parasitaria, a mediana da
carga parasitaria foi comparada entre o grupo de individuos com gendtipo
GCC/GCC e os demais grupos. A mediana da carga parasitaria no grupo de
individuos GCC/GCC foi 5.000 parasitos/mm® e a média foi de 10.737,18
parasitos/mm3 + 14.686,43 parasitos/mm3, com variacdo de 15 a 60.000
parasitos/mm3. Nos demais, a mediana da carga parasitaria foi de 7.575
parasitos/mm?3 e a média foi 7.575,00 + 10.500,53 parasitos/mm?3, com variacédo de
150 a 15.000 parasitos/mm?3. N&o foram observadas diferencas significativas entre

os grupos (p = 0,8776) (Figura 10d).
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Figura 10: Correlacdo entre a carga parasitaria nos pacientes malaricos e os SNPs/Haplétipo dos
genes TNFA (a), IFNG (b), IL6 (c) e IL10 (d). Foi realizado o teste nao paramétrico de Mann-Whitney
U-test. As diferencas significativas foram estimadas pela mediana dos valores em cada grupo, sendo
considerados significativos aqueles onde p<0,05. Ndo observamos diferencas significativas.
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4.7. CORRELACAO ENTRE O NUMERO DE EPISODIOS DE MALARIA E AS
CITOCINAS
Com objetivo de analisar a influéncia do nimero de exposi¢cdes ao P. vivax

na resposta imune, avaliamos a expresséao das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10
nos grupos: controle endémico, malaria primaria e malaria recorrente. Observamos
um aumento significativo no nivel das citocinas IFN-y, IL-6 e IL-10 no grupo malaria
primaria em comparagdo ao controle endémico, bem como um aumento
significativo na expressdo das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 no grupo malaria
recorrente em comparagao ao grupo controle endémico, enquanto que a expressao
da citocina IFN-y foi significativamente maior no grupo com malaria primaria em

comparacao com o grupo maléria recorrente. (Figura 11a-d).
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Figura 11: Andlise comparativa entre a expressao das citocinas TNF-a (a), IFN-y (b), IL-6 (c) e IL-
10 (d) em pg/mL com o grupo controle endémico, maléria primdaria e malaria recorrente. Foi realizado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com multiplas comparages, seguido pelo pds-teste de
Dunn’s. As diferencgas significativas foram representadas por * p < 0,05; *** p < 0,001 e **** p<
0,0001. Dados expressos pela média com intervalo de confianca de 95%.
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4.8. ANALISE DAS CNVs

Todos os resultados descritivos citados abaixo foram obtidos apds selecdo
aleatéria e andlise de CNVs de oito individuos sendo cinco (62,5%) do sexo
feminino e trés (37,5%) do sexo masculino. Dos cincos pacientes do sexo feminino,
trés eram pacientes positivos para P. vivax e dois eram negativos para a doenca.
A tabela 3 foi construida levando em consideracdo as CNVs que estavam presentes
em pelo menos 30% dos pacientes positivos para P. vivax e ausente nos pacientes
negativos. Foram observados 112 genes amplificados e 12 genes deletados e as
CNVs encontradas ndo incluiam nenhum gene relacionado com receptores ou
fatores de resisténcia a malaria vivax. Nao foram observadas correlacbes
estatisticamente significantes entre os dados clinico-patoldgicos (parasitemia, sexo
e recorréncia da malaria) e a presenca das CNVs nos pacientes estudados
(p>0,05). Contudo, identificamos varios genes j& associados a outras patologias

com o numero de cépias alterado.



Tabela 3: AlteracBes envolvidas nas amostras positivas para P. vivax.
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GENES CNV

(Média de Cépias)

BANDA
CROMOSSOMICA

TAMANHO
(Kb)

NUMERO
DE
MARCADORES

NUMERO DE
INDIVIDUOS

RYR2,
LOC100013033,
ZP4, LOC339535,
CHRM3, RPS7P5,
FMN2.

Amplificagdo
(Duas Cépias)

LOC643650,
LOC728643,
ANXAS8, ANXA8L1,
PPYR1,

FAM25C, FAM25G,
FAM25B, AGAP9,
LOC642826,
FAM35B2,
ANTXRL.

Delegdo

PWRN2, PWRN1,
C150rf2, SNRPN,
SNURF,
SNORD107, PAR-
SN, PARS5, IPW,
PAR1, HBII-52-27,
HBII-52-28,
HBII-52-45,
HBII-52-46, UBE3A,
ATP10A, GABRB3,
GABRAS,
GABRG3, OCA2,
HERC2, GOLGASF,
GOLGASG,
HERC2P9,
WHAMML2,

LOC 100289656,
LOC646278,
APBA2,
FAM189A1,
NDNL2, SNORD64,
SNORD108,
SNORD109B,
SNORD109A.
SNORD116-1 a
SNORD116-29,
SNORD115-1 a
SNORD115-48.

Amplificagdo
(Duas Copias)

1943

10g11.22

15g11.2

2.823

657

563

97

16

27
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5. DISCUSSAO

5.1. ASPECTOS HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS DA INFEC(;AO PELO P.
vivax

Desde os anos 90, o niumero de casos de infec¢cbes por P. vivax aumentou
no Brasil e atualmente representam mais de 85% dos relatados anuais na regiao
Amazobnica e a com alta prevaléncia de infeccao assintomatica (Suarez-Mutis et al.,
2007; Tada et al., 2012). Apesar dos casos relatados de malaria vivax ter sido
associado a padrbes nao complicados da manifestacdo clinica da doenca,
atualmente ha relatos de casos complicados, porém ha muito o que ser explorado
sobre a imunopatogénese deste padrdo de infeccao (Siqueira et al., 2016). Estudos
realizados em Papua Nova Guiné (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008) e na
Amazonia brasileira (Alexandre et al., 2010) demonstraram exatamente esta
associacao entre a malaria vivax e complicacdes graves.

As alteracdes hematologicas, caracteristicas das infeccbes malaricas,
podem levar a uma maior suspeita clinica da doenca, iniciando assim uma terapia
especifica, mesmo na auséncia de uma GE positiva (Jairajpuri et al., 2014). Os
principais aspectos clinicos graves de P. vivax incluem a trombocitopenia, malaria
cerebral (Ozen et al., 2006), bem como a insuficiéncia renal aguda (Prakash et al.,
2003) e hepatica (Nautiyal et al., 2005). Foi proposto que o balanco entre respostas
pré e anti-inflamatérias € fundamento para o controle do desenvolvimento de
episédios graves da doenca. Apos a infeccdo, a resposta imune precisa modular
nao sO para evitar a doenca, mas também para permitir o controle do parasito.

No presente estudo, os parametros hematolégicos foram caracterizados em
pacientes com malaria primaria e recorrente. O grupo malaria primaria demonstrou
uma diminuicdo significativa na contagem de glébulos brancos (leucopenia) em
comparagao com o grupo controle. No entanto, em Manaus (Chaves et al., 2016) e
em Nova Deli (Jairajpuri et al., 2014) n&o foram detectadas diferencas significativas
entre os grupos, porém observou-se uma diminui¢do significativa na contagem de
monaocitos no grupo com malaria primaria. Nosso resultado, contudo, revelou um
aumento da contagem de mondcitos no grupo malaria primaria, semelhante ao que

foi demonstrado em criangas gambianas com maléaria (Abdalla, 1988).
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Acreditamos que a frequéncia dessas células na resposta imune a malaria
pode variar de acordo com diferentes areas e populacbes endémicas. A
trombocitopenia foi considerada uma caracteristica das infec¢des por P. falciparum,
porém, desde o inicio da década de 1970, comecaram a surgir relatos de achados
semelhantes em infec¢fes por P. vivax (Beale et al., 1972). Recentemente, em um
estudo em Manaus, foi demonstrado que paciente com malaria priméaria e
recorrente apresentou trombocitopenia mais significativa em relacdo ao grupo de
controle (Chaves et al., 2016). Além disso, na india (Muley et al., 2014) foi
demonstrado também trombocitopenia em pacientes com malaria vivax que
desenvolveram os sintomas clinicos graves da doenca. Estes resultados reforcam
gue alguns parametros hematologicos podem ser usados como indicadores para a
gravidade da infecgéo por P. vivax (Alexandre et al., 2010).

Na analise entre o perfil de citocinas e a carga parasitaria, verificou-se um
aumento significativo dos niveis de TNF-a nos pacientes com maléaria recorrente
em relacdo ao grupo controle, fator este associado a gravidade da doenca (Andrade
et al., 2010). As caracteristicas clinicas mais comuns das infec¢cdes malaricas sao
0os episodios febris, que recorrem tipicamente em intervalos de 48 horas em
infeccbes por P. vivax, ap0s a ruptura dos eritrocitos infectados. A ruptura leva a
liberacdo de antigenos parasitarios que, em seguida, estimulam as células
mononucleares do sangue periférico para produzir TNF-a (Karunaweera et al.,
1992; Mendis e Carter, 1992). Andrade et al. (2010) demonstraram um aumento
significativo no nivel plasméatico de TNF-a em infec¢des graves por P. vivax. Além
disso, dois estudos recentes demonstraram niveis mais elevados de TNF-a entre
os pacientes infectados por P. vivax em Porto Velho (Hojo-Souza et al., 2017), bem
como aqueles com alta parasitemia em imigrantes africanos (Hemmer et al., 2006).

No presente estudo, observamos um aumento no nivel de IFN-y no grupo
malaria priméaria e os niveis de IL-6 e IL-10 foram maiores em pacientes com
malaria recorrente e com uma correlacdo positiva com o aumento da carga
parasitaria. Chaves et al. (2016) corroboram com nossos achados e demonstraram
associagdo entre os niveis de IL-6 e IL-10 diretamente proporcional a carga
parasitaria no grupo malaria recorrente e maior em comparacdo com malaria

primaria (6.000 parasitos/mma3 versus 2.500 parasitos/mma3, respectivamente).
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Além disto, estudos anteriores propuseram que o perfil das citocinas pro- e
anti-inflamatoérias pode determinar resisténcia ou susceptibilidade a infec¢des por
Plasmodium, sendo a expressédo de TNF-a e IFN-y associada a resisténcia e a de
IL-10 com a susceptibilidade a malaria (Day et al., 1999; Riley et al., 2006). Tais
achados reforcam de que as citocinas TNF-q, IL-6 e IL-10 estdo envolvidas na
regulacdo da resposta imune durante a recorréncia da malaria e que a aquisicdo
gradual da imunidade depende da exposicdo, como verificado em outra area
endémica da maléaria no Brasil (Chaves et al., 2016). Somando-se a isto, a IL-10
desempenha um importante efeito regulador na desativacdo de macréfagos
(Mosmann e Moore, 1991) e consequentemente diminui o possivel dano tecidual e
indiretamente responsavel pela diminuicdo da producdo de IFN-y, reduzindo o
controle da carga parasitaria pelo hospedeiro e, deste modo, favorecendo a recidiva
da infeccédo (Andrade et al., 2010; Chaves et al., 2016; Da Costa et al., 2014).

5.2. POLIMORFISMOS NOS GENES DE CITOCINAS E A INFECQAO PELO P.
vivax

Em areas de assentamento agricola e de exploracao mineral h4 um aumento
na transmissédo da malaria (Da Silva-Nunes et al., 2008), favorecida pela intensa
mudanca ambiental, alteracdo na biologia dos vetores e agrupando de imigrantes
nao imunes (Vittor et al., 2008). No retorno desses imigrantes infectadas ao seu
local de origem, novas infec¢des sao introduzidas (Barbieri e Sawyer, 2007) e
potencialmente disseminam diferentes cepas de Plasmodium para regifes vizinhas
(Khasnis e Nettleman, 2005).

Aliado a isto e, sobretudo ao fato de que, fatores genéticos do hospedeiro
também contribuem para a infec¢éo e nas diferentes manifestagdes clinicas (Grant
et al., 2015), o presente estudo avaliou se a frequéncia dos polimorfismos nos
genes TNFA, IFNG, IL6 e IL10 e a influéncia desses SNPs na expressdo das
citocinas, bem como na carga parasitaria, poderiam estar relacionados a infeccéo
pelo P. vivax numa area de garimpo no estado do Para.

As distribuicOes alélicas e genotipicas nestes genes variam em diferentes
populacdes étnicas. Santovito et al. (2017) realizaram um estudo com individuos

saudaveis da regido norte e sul da Italia, e encontraram frequéncias de 87%
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(populagéo do norte da Italia) e 71% (populacao do Sul da Italia) para o alelo TNFA-
308*G, 91% e 76%, respectivamente, para o alelo IL6-174*G, 88% e 80% para o
alelo IL10-1082*G e 87% e 71% para o alelo IL10-819*C, resultados estes que
foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho (89%, 77%, 91% e 97%,
respectivamente). Entretanto, outros relatos mostraram frequéncias bem distintas,
como por exemplo, frequéncias de 23% do alelo IL10-1082*G em Indianos (Kaur et
al., 2007) e de 29% para o alelo IL10-819*C em Amerindios Brasileiros (Lindenau
et al., 2013).

As frequéncias genotipicas, assim como as alélicas, também apresentam
diferencas em suas distribuicdes entre diferentes populacdes. O gendtipo TNFA-
308GG (baixos niveis) apresentou frequéncias de 57% em caucasoides, 88% em
Africanos, 33% em Chineses, 95% em Japoneses e 75% em Tailandeses, enquanto
que o gendtipo TNFA-308AA (altos niveis) apresentou frequéncias de 0% em
caucasoides, Africanos, Chineses e Japoneses, e 23% em Tailandeses (Sodsai et
al., 2011). No presente estudo observamos uma frequéncia de 81,01% do genétipo
TNFA-308GG na populacédo saudavel e 1,27% na frequéncia do gendtipo TNFA-
308AA.

O gendtipo IL6-174GG (altos niveis) foi mais frequente na populacdo de
Salvador (71%), do que na populacéo de Joinville (45%) e do Parana e Sao Paulo
(49%). O gendtipo IL-6CC (baixos niveis) foi mais frequente na populagdo de
Joinville (19%) do que na populacdo de Salvador (4%) e do Parana e Sao Paulo
(9%) (Visentainer et al., 2008). Diferencas foram observadas na frequéncia
genotipica também com o presente estudo, onde a frequéncia do gendtipo IL6-
174GG foi de 59,50% na populacdo saudavel e 5,06% na frequéncia do genétipo
IL6-174AA na mesma populacdo. De forma semelhante, outras citocinas, como IL-
10 e IFN-y também apresentam diferengas significativas com relagao ao seu perfil
genético em diversas populacdes (Popadic et al., 2012; Vazquez-Villamar et al.,
2016).

O SNP TNFA-308G>A esta localizado na regido promotora do gene e o alelo
TNFA-308A ja foi associado ao aumento da producéo da citocina (Wilson et al.,
1997). No presente estudo, observamos o alelo TNFA-308*G mais frequente

(associado a baixa produgcdo de TNF-a), com 87,98%, e a frequéncia do alelo
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TNFA-308A (associada a alta producéo de TNF-a) foi de 12,02%. Os resultados
semelhantes foram demonstrados por estudos anteriores na populacdo brasileira
(Mendonca et al., 2014; Furini et al., 2016a).

O gendtipo TNFA-308GG apresentou frequéncias semelhantes no grupo
malarico (70%) e controle endémico (81,01%) e, consequentemente, nenhuma
associagdo foi observada entre o SNP TNFA-308G>A e a susceptibilidade a
infeccdo. Além disso, os niveis de TNF-a mostraram um aumento significativo nos
pacientes com malaria em comparacdo com ao controle endémico, mas nao
observamos associagdo entre os genotipos e episodios anteriores de malaria. Do
mesmo modo, um estudo recente demonstrou que os pacientes brasileiros de
malaria vivax apresentaram alta producdo de TNF-a, sem, no entanto, detectar
diferenca significativa (Hojo-Souza et al., 2017).

O SNP IFNG+874A>T esta localizado na regido onde o numero de
repeticbes pode modular a expressdo do RNA mensageiro e a producéo de IFN-y
(Pravica et al., 2000). No presente estudo, o alelo IFNG+874*A (associada a baixa
produgéo do IFN-y) foi mais frequente (70,16%), semelhante ao observado em
estudos prévios em areas endémicas da Amazénia brasileira (Medina et al., 2011;
Furini et al., 2016a). Além disso, a frequéncia do genoétipo IFNG+874AA (associado
a baixa producédo de IFN-y) foi semelhante entre os grupos controle e malarico e,
portanto, nao foi observada associacao entre os SNP e susceptibilidade a doenca.
No entanto, observamos um aumento significativo do nivel de IFN-y nos pacientes
com malaria em comparacao ao controle, bem como uma correlagéo significativa
dos niveis desta citocina com os episodios anteriores da doenca. Neste contexto,
vale a pena destacar o intenso fluxo populacional na regido que favorece a
transmissdo da doencga. Os individuos que trabalham ou moram nos locais onde h&a
praticas de mineracéo, geralmente apresentam mais de quatro episédios de malaria
e isto ja foi demonstrado estar associado com o aumento no nivel de IFN-y (Chaves
et al., 2016).

Em um estudo com grupos étnicos no Mali frente a infeccdo pelo P.
falciparum demonstrou que a frequéncia do dipl6tipo IL6-174CG/GG foi maior no
grupo de nao-Fulani em comparacdo ao grupo Fulani, tanto nos individuos

sintomaticos quanto nos assintomaticos (Israelsson et al., 2009). No presente
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estudo, a frequéncia do gendtipo -174GG (associada a alta producéo de IL-6) foi
semelhante entre os grupos malaricos e controle e ndo observamos associacao
entre o SNP IL6-174G>C, os genoétipos e os episddios anteriores da malaria. Um
estudo prévio também demonstrou ndo haver diferencas significativas na entre o
SNP e a manifestacdo do quadro clinico (assintométicos, malaria ndo complicada
e complicada) da malaria vivax (Mendonca et al., 2014). Contudo, no presente
estudo observamos um aumento significativo no nivel de IL-6 nos pacientes
malaricos em comparacdo ao grupo controle, demonstrando, neste caso, uma
associacdo entre a producdo de IL-6 e o controle da infec¢do, assim como ja foi
demonstrado ser um mediador fundamental associado aos sintomas da doenca
(Bottger et al., 2013).

Os mecanismos que envolvem a acdo da IL-10 na patogénese da malaria
sao bastante controversos, e dependem de fatores associados ao hospedeiro, ao
parasita e aos modelos de estudo utilizados. Estudo prévio demonstrou que o
haplétipo IL-10GCC (-1082G, 819C e -592C) associados com altos niveis séricos
de IL-10, protegia contra os quadros graves de anemia na malaria falciparum
(Ouma et al., 2008). No presente estudo, a frequéncia genotipica, alélica e
haplotipica dos trés SNPs da IL10 (-1082A>G, -819C>T e -592C>A) foi semelhante
entre 0s grupos malarico e controle e nenhuma associagéo foi observada com os
episodios anteriores da malaria.

Da mesma forma, foi demonstrado anteriormente ndo haver diferencas
significativas nas frequéncias de genotipicas, alélicas e haplotipica de cinco SNPs
da IL10 (-3565, -2849, -2763, -1082 e -819) entre a populacdo brasileira e
holandesa (Moraes et al., 2003). Além disso, no presente estudo, observamos
diferencas significativas entre os niveis de IL-10 e o haplétipo GCC/GCC nos
pacientes maléaricos. De fato, o haplétipo GCC/GCC esta relacionado a alta
producao da citocina e a suscetibilidade a malaria em um estudo com grupo étnico
Fulani no Mali (Israelsson et al., 2009), assim como foi demonstrado em outro
estudo com criancas no Quénia com quadros graves de malaria falciparum (Ouma
et al., 2008).

O estudo dos polimorfismos em genes de citocinas e os fatores de risco

associados a maléria em areas de mineragdo de ouro na regido amazonica &,
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particularmente, desafiadores devido aos varios fatores que influenciam, ja que esta
atividade consiste em fluxo intenso fluxo populacional o que dificulta a padronizacao
da frequéncia desses SNPs na populacéo e que podem afetar a resposta imune na
malaria vivax. Apesar disto, o presente estudo demonstrou que 0s niveis das
citocinas e a frequéncia do haplétipo da IL-10 apresentaram correlacdo com 0s
episodios anteriores da malaria. Estes achados fornecem uma forte justificativa
para estudos futuros de respostas de IFN-y, TNF-a e IL-10 especificas de antigenos
como biomarcadores de maior susceptibilidade a maléria apds exposi¢do ao P.
vivax. Estudos futuros com um namero maior de amostras podem ser capazes de
determinar quais desses determinantes genéticos e imunoldgicos sdo criticos na

protecdo contra o desenvolvimento da infecgéo clinica por P. vivax.

5.3. ANALISE DA FREQUENCIA DAS CNVs E SUA ASSOCIACAO COM A
INFECCAO PELO P. vivax

A variacdo no numero de copias no genoma é uma ferramenta muito utilizada
no estudo da variacdo genética humana, identificando uma diversidade de fatores
associados a doencas. Avancos nas tecnologias de analise em larga escala,
incluindo aCGH, microarranjos de SNPs e sequenciamento do genoma
possibilitaram a descoberta e a caracterizacdo de variantes com tamanhos
intermediarios entre aberracbes cromossémicas grandes (> 1 Mbp) e pequenas
insercdes e delecdes (1-50 pb). Essas variantes de tamanho intermediario, quando
sdo delecdes e duplicacbes presentes no genoma humano, sdo chamadas de
CNVs (Lupski, 2007).

As CNVs alteram o fenétipo clinico das doencas infecciosas, como HIV-1,
bem como, nas doencas como cancer e glomerulonefrite lUpica (Zheng et al., 2017,
Al-Sukhni et al., 2012; Lane et al., 2013). Na malaria, os fenotipos séo heterogéneos
e inclui infeccdo assintomatica, quadro febril, malaria ndo grave e grave com
anemia severa e malaria cerebral (White, 2014). O curso da infec¢do pode variar
significativamente entre individuos e determinantes dessa variabilidade
permanecem ainda néo identificados (Greenwood et al., 1991). Fatores genéticos

humanos demonstraram fornecer protegao contra a malaria e so responsaveis por,
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aproximadamente, um quarto da variabilidade total na incidéncia da doencga
(Mackinnon et al., 2005).

No presente estudo, descrevemos pela primeira vez a frequéncia das CNVs
em individuos com infeccdo pelo P. vivax numa &rea de garimpo, localizada na
cidade de Itaituba, estado do Para. Embora ndo tenhamos observado associacdes
significativas entre as CNVs e a apresentacao clinico-patolégico da maléria vivax,
varios trabalhos ja identificaram genes associados a suscetibilidade a malaria. Um
estudo recente realizado por Faik et al. (2017) analisaram criancas Gabonesas com
malaria ndo grave e grave causada pelo P. falciparum e identificaram uma variacao
no numero de copias nos genes PKLR, FCGR2A, FCGR2C e FCGR3
significativamente maior nas criancas com malaria grave em comparacao com as
criancas com malaria ndo grave. Carpenter et al. (2012) analisaram trés fenotipos
clinicos (carga parasitaria, nimero de episédios de malaria e nivel de hemoglobina)
na populacdo da Tanzania na infec¢cdo pelo P. falciparum e demonstraram uma
fraca evidéncia de associacdo entre a variagdo no numero de copias do gene
CCL3L1 e os fendtipos da malaria. No presente estudo, contudo, ndo identificamos
nenhum destes genes nos individuos analisados na infecc¢ao pelo P. vivax.

Em nossos resultados, varios genes ja associados a outras patologias foram
encontrados com o numero de copias alterado. Por exemplo, alteragdes no gene
RYR2 estao associadas a varias doencas cardiacas, como a taquicardia ventricular
polimorfica catecolaminérgica. Essas mutacdes incluem delecdes de éxons (Leong
et al., 2015), apesar de que em nossos estudos esse gene foi encontrado
amplificado. Mutacdes no gene CHRM3 estdo relacionadas com a diabete tipo 2 e
também com a sindrome de Prune Belly, uma uropatia fetal, de etiologia ainda nédo
elucidada, caracterizada por uma triade de anomalias congénitas, que inclui:
auséncia ou deficiéncia da musculatura abdominal; o n&o desenvolvimento
testicular; expansdo anormal da bexiga em associacdo com problemas no trato
urinario superior (Guo et al., 2006). N&o ha relato sobre CNVs desse gene e seus
efeitos. Outro gene, FMN2, esta associado a deficiéncia intelectual, mas um estudo
recente relacionou a perda de cépias desse gene com uma maior probabilidade de
metastases em linfonodo em carcinoma medular de tireoide (Araujo et al., 2014).
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Ja a amplificacdo gene PPYRL1 estédo associadas a obesidade, de acordo com um
estudo em uma populacéo chinesa (Sha et al., 2009).

Esses dados inéditos de CNVs em nossa amostra correspondem a um
levantamento preliminar, e a ocorréncia de alteracdes no niamero de copias em
genes sabidamente associados a diferentes quadros clinicos reforcam a
importancia em se aumentar o tamanho amostral, além da necessidade de estudo
mais pormenorizados sobre a funcéo dos genes alterados. Esses dados permitirdo
uma melhor interpretacdo de uma possivel relacdo entre a presenca de CNVs
desses genes e uma maior ou menor susceptibilidade a malaria ou diferencas no

quadro clinico dos pacientes.
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. CONCLUSAO

Carga parasitaria foi maior no grupo malaria recorrente;

Os grupos malaria primaria e malaria recorrente apresentaram
trombocitopenia;

O grupo malaria recorrente apresentou monocitose;

A frequéncia dos SNPs entre os grupos foi semelhante;

Os SNPs néo estdo associados a infecgao pelo P. vivax;

Os niveis de TNF-q, IFN-y, IL-6 e IL-10 estdo elevados no grupo malarico;
Pacientes com haplétipo ILLOGCC/GCC apresentam niveis maiores de IL-10;
O nivel das citocinas IL-10, TNF-a e IL-6 estdo correlacionados positivamente
com a carga parasitaria;

O nivel das citocinas IFN-y, IL-6 e IL-10 é maior nos grupos maléria primaria e
malaria recorrente em comparacao ao controle endémico;

O nivel de IFN-y € maior no grupo primario em comparagédo com 0 grupo
recorrente;

Cento e doze genes estdo amplificados e doze genes estédo deletados no
genoma dos pacientes maléricos;

As variacfes no numero de copias nao incluem genes relacionados com
receptores ou fatores de resisténcia a malaria vivax;

As variacdes no numero de cépias ndo estédo correlacionadas com os dados
clinico-patolégicos da maléria;

Identificamos genes com alteracdes no nimero de copias que ja foram

relacionados a outras doencas.
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ANEXO |



FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA
EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA VIVAX E HELMINTOSES INTESTINAIS EM 3D:
DINAMICA, DIVERSIDADE E DIVERSIDADE EM UMA AREA ENDEMICA DA
AMAZONIA BRASILEIRA

Dados Demograficos e Epidemiologicos:
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Cadigo: | Data de Notificagéo: Nome: Sexo:
/ /
Idade: Data de Nascimento: Residente: Quanto Procedente de garimpo:
/ / [INdo[ ]Sim | tempo: [ IN&o[ ] Sim
Qual

Gestacdo: [ [N&o [ ]Sim

Escolaridade: [ ] analfabeto, [ ]
fundamental incompleto; [ ]
fundamental completo; [ ] médio
incompleto; [ ] médio completo;
[ ] superior incompleto; [ ]

superior completo

Data do Sintoma inicial:

Local do sintoma:

Malaria anterior:
[IL[12[ 13[4 ]1>4

Primoinfec¢do: [ ]N&o [ ]Sim

Ultimo episédio:

Auto medicacéo (7 dias): [ ] Artecom [ ] Antibiético [ ] Anti-inflamatério [ ] Anti-

helminticoQual:

Avaliacao Clinica:

A intensidade das manifestag@es clinicas devera ser registrada conforme o escore que se Informacdes
segue: 0- Ausente; 1- leve (incomoda pouco); 2- moderado (incomoda e limita em parte); 3- Adicionais
Intenso (incomoda muito)
Sintoma | Escore | Sintoma Escore | Sintoma Escore | Sintoma Escore Peso
Febre Dor Sangramento Artralgia
abdominal nasal
Calafrio Diarreia Sangramento Mialgia Altura
gengival
Cefaleia Melena Anorexia Lombalgia
Sudorese Nausea Oligaria Astenia IMC
Tosse Vémitos Coluria Tontura Circunferéncia
abdominal
Dispneia Hematémese Hematuria Prostagéo

Temperatura corporal:
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Resultados de investigacdo microscopica:

1. Investigacdo microscépica (realizada no campo):
Espécie:
Parasitemia:

2. Investigacdo microscopica (realizada no laboratorio):
Espécie:
Parasitemia:

Assinatura do investigador principal
Data:[ [ [/ ]

OBS: Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard guardada nos
arquivos das instituicfes responsaveis pela entrevista e coleta do paciente e sob a
responsabilidade do pesquisador e a outra sera entregue aos participantes do
estudo, sendo que todas as duas vias estaréo assinadas por quem de direito.
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ANEXO I
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolucédo n°® 466/2012 — CNS)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO
NOME

(PACIENTE):

ENDERECO

COMPLETO:

BAIRRO: CEP: CIDADE:

ESTADO: FONE1: FONE2:

DOCUMENTO DE INDENTIDADE:

I — DADOS SOBRE O ESTUDO

1.Titulo:Epidemiologia da Malaria vivax e Helmintoses Intestinais em 3D: Dinamica,
Distribuig&o e Diversidade em uma Area Endémica a Amazonia Brasileira

2. Equipe responsavel: Ricardo Luiz Dantas Machado PhD, Martin Joannes Enk PhD, Ana
Maria Revoredo da Silva Ventura PhD, José Luiz Fernandez Vieira PhD, Rosana Maria Feio
Libonati PhD e Stefan Geiger PhD.

lIl. EXPLICACOES SOBRE O PROJETO DE PESQUISA AO PACIENTE

1. A maléaria é uma doenca muito frequente na Amazbnia e causada por parasitos
chamados plasmadios;

2. A infecgdo de vermes intestinais com o agente de malaria pode ter o quadro de anemia
acentuado;

3. Visando esclarecer alguns desses aspectos, convidamos vocé a participar desta
pesquisa. Para conduzir os estudos, precisaremos realizar uma coleta do sangue da ponta
dos dedos para preparacao de laminas de Gota Espessa (GE) e Distensdo Sanguinea para
diagnoéstico da doenca. Serdo também coletadas amostras de sangue (10 mL) da veia do
brago para realizar os estudos genéticos e soroldgicos e fezes para realizacdo do exame
parasitologico. As coletas de sangue serdo realizadas com materiais descartaveis e
estéreis. Geralmente, ndo ha dor no local da coleta, mas pode ocorrer de intensidade
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limitada e por pouco tempo, em casos de coletas de sangue da veia. Serdo entregues
frascos limpos para o exame de fezes;

4. Algumas complicacfes decorrentes da coleta de sangue podem ocorrer como manchas
roxas no local da coleta devido a retirada da agulha pelo profissional antes do garrote ou
por perfuracdo da veia; alergia ao alcool a 70% usado para limpeza local ou contaminacdes
devido a ma limpeza feita ou uso de material ndo-descartavel (estéril) contaminado;

5. E assegurado o diagndstico e o tratamento de todos os pacientes com malaria,
independente da participagao neste estudo;

6. A participacdo neste estudo € voluntaria e vocé podera retirar 0 seu consentimento a
qualguer momento sem prejuizo do seu tratamento regular;

7. As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes/individuos,
nao sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente/individuo;

8. Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exame e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a participacao;

9. O material biologico obtido podera ser utilizado para esta pesquisa e serd armazenado
uma aliquota no Laboratério de Malaria e no Laboratorio de Parasitoses Intestinais,
Esquistossomose e Malacologia da Sec¢édo de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas
para a realizagdo em outras pesquisas decorrentes deste estudo. Nova solicitacdo de
utilizacdo dessas amostras seréa realizada junto ao Comité de Etica;

10. Para obtencado de quaisquer informacdes e esclarecimentos, o paciente podera entrar
em contato com 0s pesquisadores responsaveis no Instituto Evandro Chagas, situado na
Rodovia Br 316, s/ n° - Bairro: Levilandia, CEP: 67030—-000. Telefone para contacto: (0xx91)
3214-2150. Podera também contactar o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas, situado no mesmo endereco citado anteriormente. Telefone para contacto: (0xx91)
3214-2237, sob Coordenacao do Dr. Edvaldo Carlos Brito Loureiro.

11. Todas as informagdes coletadas serdo mantidas em sigilo.

IV. AFIRMACOES DO PACIENTE OU DE SEU RESPONSAVEL LEGAL

1. Fui esclarecido sobre os objetivos da pesquisa, os procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos?  ( )SIM ( )NAO

2. Fui esclarecido sobre a liberdade de retirar 0 meu consentimento a qualguer momento,
sem que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento ou do menor do qual
sou responsavel?

( )SIM ( )NAO

3. Fui esclarecido de que ndo haverad remuneracéo financeira além do previsto para as
despesas do estudo?

( )SIM ( )NAO

4. Fui esclarecido de que néo havera indenizacdo além das previstas pela lei, em reparacao
a dano imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questao?

( )SIM ( )NAO

5. Fui esclarecido de que a seguranca da minha identidade ou do menor do qual sou
responsavel sera preservada, mantendo-se as informacgdes em carater confidencial?

( )SIM ( )NAO
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V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste
estudo, conforme acima definido, autorizo a minha participacdo ou do menor do qual sou
responséavel, na qualidade de paciente no Projeto de Pesquisa referido no inciso Il.

Itaituba, de de

Assinatura Paciente ou do Responséavel Legal Assinatura e carimbo do Pesquisador

Impresséo digital

Documento em duas vias

Rubrica em todas as paginas do TCLE do participante da pesquisa e o pesquisador
responsavel
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