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RESUMO
DISSERTA(;AO DE MESTRADO
Luciene de Aquino da Silva

A malaria é a doenca parasitaria que mais causa mortes em todo o mundo, representando um
grave problema de saude publica. Os mecanismos exatos envolvidos na patogénese e na
producdo de uma resposta imune eficaz ainda ndo foram bem esclarecidos. O sistema imune
inato constitui a primeira linha de defesa do organismo contra infeccdes e as células NK séo
uma importante subpopulagdo de linfécitos atuantes na fase aguda da resposta imunoldgica na
malaria. O controle da acdo das células NK se da através de receptores de membrana, dentre
0s quais estdo os receptores KIR que reconhecem moléculas HLA de classe | expressas pela
maioria das células do organismo. Esses receptores, altamente polimorficos, desempenham
funcdo significante no controle da resposta imune inata e adaptativa de cada individuo. Dentro
deste contexto, nosso trabalho caracterizou geneticamente a frequéncia dos receptores KIR e
seus ligantes HLA-I de individuos (n=377) naturalmente expostos a malaria (Porto Velho -
RO), verificando uma possivel associacdo entre a presenca desses genes e a infec¢do. Apos a
extracdo de DNA, a genotipagem da populacéo estudada foi realizada através da técnica PCR-
SSO e a leitura pelo equipamento Luminex. Observamos uma maior frequéncia dos genes
KIR2DL1, 3DL1, 2DS4 e 2DL3 (>89% em todos), HLA-C1, -Bw4 e -C2 (>66% em todos) e
0s pares KIR2DL2_3/C1, KIR3DL1/Bw4 e KIR2DL1/C2 (>66% em todos) na populagdo de
Porto Velho, que é semelhante as de outras regides brasileiras. Nao observamos influéncia do
perfil da distribuicdo génica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B e -C) na
susceptibilidade a malaria. Caracterizamos 48 gendtipos KIR, todos com distribuicdo
cosmopolita. Os mais frequentes foram os gendtipos 42/BAF-1 (30,8%) e 33/BAF-2 (15,2%).
Nos individuos do grupo dos nativos de Porto Velho foram encontradas: uma maior
variabilidade genotipica (43/48); uma maior frequéncia do genétipo 33/BAF-2 quando
comparado aos migrantes (P<0,01); e um grande numero de gendétipos exclusivos desse grupo
(27/43). Os individuos nativos portadores de gendétipos exclusivos relataram um menor
namero de maldrias anteriores e um maior tempo desde a Ultima infec¢do, sugerindo que esses
genoétipos possam conferir uma maior protecdo a maléria. Nos individuos com maléria e
portadores de gendtipos com maior gradiente de genes inibidores apresentavam maiores
niveis plasmaticos de INF-y (r = 0,3328; P<0,013), sugerindo que a presenca desses genotipos
ndo esteja associada a producdo desta citocina. Além disso, esses individuos apresentavam
uma maior parasitemia (r = 0,3262; P = 0,001), sugerindo que a presenca desses genes
inibidores possa estar associada a um menor controle/eliminagéo dos parasitos. Observamos
que a presenca do par KIR2DS2_C1 estava associado a niveis de parasitemia mais elevados
(P = 0,01), indicando que a presenca desse par possa também estar associada a um menor
controle/eliminacdo dos parasitos. Os dados obtidos nesse trabalho poderdo contribuir para
futuros estudos sobre o impacto funcional desses genes na regulagéo da resposta imune, na
relagdo com a incidéncia e na evolucéo clinica da doenca ndo s6 na malaria como de outras
doencas infecciosas.
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ABSTRACT

MASTER THESIS
Luciene de Aquino da Silva

Malaria remains one of the most important parasitic disease that causes more deaths in the
world, representing a serious public health problem. However, the mechanisms involved in
the pathogenesis and /or production of an effective immune response remain unclear. The
innate immune system is the first line of defense against infection and NK cells are an
important subpopulation of lymphocytes in the acute phase of active immune response in
malaria. The control of the action of NK cells is via membrane receptors, among which are
the KIR receptors that recognize HLA class | molecules expressed by the majority of cells of
the human body. These receptors, highly polymorphic, play a significant role in controlling
innate and adaptive immune response of each individual. Within this context, our work
characterized the genetic frequency of KIR receptors and their ligands HLA-I in subjects (n =
377) naturally exposed to malaria (Porto Velho - RO) and the association between the
presence of these genes and infection. After DNA extraction, genotyping of the population
was performed by PCR-SSO and Luminex equipment for reading. We observed a higher
frequency of the genes KIR2DL1, 3DL1, 2DS4 and 2DL3 (> 89% in all), HLA-C1,-Bw4 and-
C2 (> 66% in all) and pairs KIR2DL2_3/C1, KIR3DL1/Bw4 and KIR2DL1 / C2 (> 66% in
all) in the population of Porto Velho, which is similar to other Brazilian regions. No influence
in the profile of the gene distribution and its KIR ligands (HLA-A,-B and -C) and
susceptibility to malaria. We identified 48 KIR profile, all with a cosmopolitan
distribution. The most frequent profile were 42/BAF-1 (30.8%) and 33/BAF-2 (15.2%).
Individuals in the group of natives of Porto Velho presented a greater genotypic variability
(43/48), a higher frequency of genotype 33/BAF-2 compared to migrants (P <0.01), and a
large number of profile exclusive to that group (27/43). Individuals native presenting a
exclusive profile reported less malarias in the past and longer time since the last infection,
suggesting that these profile may confer protection against malaria. In individuals with
malaria and those carrying high gradient of gene inhibitors had higher plasma levels of INF-y
(r = 0.3328, P <0.013), suggesting that the presence of these profile are not associated with
the production of this cytokine. In addition, these individuals had a higher parasitemia (r =
0.3262, P = 0.001), suggesting that the presence of inhibitors of these genes may be
associated with a lower control / elimination of parasites. We observed that the presence of
the pair KIR2DS2_C1 was associated with higher levels of parasitemia (P = 0.01), indicating
that the presence of this pair could also be associated with lack of control / elimination of
parasites. The data obtained in this work may contribute to future studies on the functional
impact of these genes in regulating the immune response in relation to the incidence and
clinical course of the disease not only in malaria as well as in other infectious diseases.
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1. Introducéo e Revisdo da Literatura

A malaria é uma doenca que acomete a humanidade desde a pré-historia. E uma
doenca infecciosa de elevada prevaléncia, morbidade e letalidade, sendo causada por
hematozoarios do filo Apicomplexa e género Plasmodium. S&o cinco as espécies que
parasitam naturalmente o homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P.
knowlesi, sendo esse Ultimo um parasito simiano recentemente descrito como causador de
infeccdes entre humanos (1,2). Dentre essas espécies, P. falciparum e P.vivax sdo as mais
prevalentes no mundo, sendo P. falciparum predominante no continente Africano e
considerada a espécie de maior impacto na satde publica em virtude de sua associagdo com as
formas mais graves da doenca e por apresentar multirresisténcia aos farmacos antimalaricos.
Ja a infeccdo por P. vivax, que nem sempre apresenta-se benigna, pode ser altamente
debilitante causando importantes perdas socio-econémicas (2,3). Os vetores de Plasmodium
spp. sdo mosquitos do género Anopheles, destacando-se An. gambiae e An. darlingi como

principais vetores na Africa e no Brasil, respectivamente (3, 4).

1.1Situacao atual da malaria no mundo

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), mais da metade da populagédo
mundial estd exposta a malaria. Estima-se que 3,3 milhdes de pessoas no mundo estejam
expostas ao risco de infeccdo. Em 2009, foram estimados 225 milhdes de casos no mundo
com aproximadamente 781.000 mortes, a grande maioria proveniente das regides tropicais do
continente africano (Figura 1.1) (5). Apesar do continente africano ter superioridade no
namero de casos, as Américas vém colaborando expressivamente com a estatistica mundial.
Nas Américas a malaria ocorre em 21 paises (Figura 1.1), sendo o P. vivax responsavel por
quase 80% dos casos (5). Devido ao sucesso nas estratégias de controle, o0 nimero de casos
neste continente foi reduzido em aproximadamente 45% nos ultimos nove anos, passando de
1,18 milhdes de casos registrados em 2000 para 526 mil em 2009. Apesar dos resultados
promissores, o Brasil ainda é responsavel por mais de 50% do total de casos nas Américas
(5,6).
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Paises ou areas com risco de transmissdo de malaria, 2009

= Paises ou areas onde ocorre transmissao de maléria

. Paises ou areas com risco limitado de transmisséo de malaria

Figura 1.1: Distribuicdo mundial da malaria, WHO 2009 (5).

1.2 A malaria no Brasil
1.2.1 Nos dias de hoje

No Brasil, mais de 99% dos casos de malaria notificados ocorrem na Amazonia Legal,
composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondodnia, Roraima e Tocantins (Figura 1.2) (7). Em 2010, foram registrados 334 mil casos de
malaria no Brasil, sendo 283.022 por P. vivax, 47.243 P. falciparum, 171 por P. malariae,
4 por P. ovale, além de 3.564 infeccBes mistas (P. vivax e P. falciparum) (8).

Segundo a estratificacdo epidemioldgica estabelecida pela OMS, o padrdo atual de
endemicidade no Brasil é heterogéneo, com predominio de areas de alto risco, onde o nimero
de casos positivos por 1000 habitantes (indice Parasitario Anual — IPA) é maior que 50, em cinco
dos nove estados da Amazonia Legal (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondénia) (Figura 1.2).
Além da heterogeneidade, a transmissdo nessas areas endémicas € considerada instavel com
flutuagbes sazonais anuais. E comum nessas areas ocorrerem surtos epidémicos que afetam
adultos e criancas, podendo ser potencialmente grave quando a epidemia é causada por P.

falciparum (8).
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Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS (8).
Figura 1.2: Areas de transmissdo de maléria no Brasil de acordo com o indice Parasitario
Anual (IPA) nos anos de 2000 e 2009.

1.2.2 Dados histéricos

A maléria foi identificada pela primeira vez nos registros médicos brasileiros no
século XVI. Em meados de 1870, na era da borracha, ocorreu a primeira grande epidemia de
malaria na Amazonia, decorrente da migracdo de individuos ndo imunes para areas endémicas
de malaria atraidos pela extracdo de latéx (9). Nesse mesmo periodo, no Sudeste do pais, a
transmissdo crescia acentuadamente na Baixada Fluminense e no Vale do Paraiba, em
decorréncia da abolicdo da escravatura que fizeram cessar os trabalhos de combate a malaria
até entdo realizados pelos escravos (10). No inicio do século XX, a malaria encontrava-se
disseminada em todo o territorio nacional, exceto em alguns estados do Sul (9). Duas grandes
epidemias de malaria ocorreram no século XX: uma durante a construcdo da Ferrovia
Madeira-Mamoré que resultou em uma nova onda de migracao de individuos ndo imunes para
areas de elevada endemicidade da doenca e outra no Nordeste brasileiro, na década de 1930,
guando navios franceses que faziam a rota postal Franca-Natal via Dakar trouxeram o An.
gambiae que invadiu o Nordeste brasileiro, este apresentando elevada capacidade vetorial
gerou um aumento estrondoso na transmissdao da doenca. O vetor introduzido foi erradicado
apos grandes esforcos e investimentos realizados pelo Governo Federal e pela Fundacao
Rockfeller (10-12).

Com o uso intensivo do DDT e o tratamento em massa da populagdo, houve uma
dréstica reducdo da malaria em diversos paises do mundo, inclusive no Brasil, onde a doenca
ficou restrita, quase que exclusivamente, a regido Amazoénica. Porém, a partir da década de
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60, a malaria reemergiu em varias localidades do planeta. Esta ascensdo esta relacionada a
diversos fatores como, por exemplo, o aparecimento de resisténcia tanto dos anofelinos aos
inseticidas quanto dos parasitos aos antimaléricos e a dificuldade na manutencdo de medidas
de controle da doenca em determinadas areas devido a condicGes precarias de habitacao
(auséncia total ou parcial de paredes para aplicacdo de inseticida), ao acesso dificil a muitas
localidades, pela hidrografia da regido e a precariedade dos servigos de satde (13).

Na década de 70, com investimentos do Instituto Nacional de Colonizagdo e Reforma
Agréria (INCRA) que favoreceram o crescimento agricola na regido norte brasileira
acelerando mais uma vez o processo migratério, houve como esperado um aumento do
nimero de casos de maléria na regido, visto que este processo de migracdo nao foi
acompanhado por melhoras na infraestrutura de satde (13,14).

No ano 2000 o Ministério da Saude do Brasil deu inicio ao Plano de Intensificacdo das
Acdes de Controle da Malaria (PIACM), que resultou em uma série de acbes que reduziu
significativamente, em torno de 50%, a incidéncia de casos da maléria na regido Amazonica,
conforme pode ser observado na Figura 1.3 (15). Em 2003 o PIACM foi substituido pelo
Plano Nacional de Controle a Maléaria (PNCM) gue buscava a manutencao dos ganhos obtidos
no plano anterior além de uma melhora do mesmo. Contudo, 0 nimero de casos de malaria
voltou a aumentar em 2003. Este aumento tem sido relacionado com a ocupacdo desordenada
de periferias de cidades como Manaus (Amazonas), Porto Velho (Ronddnia) e Cruzeiro do
Sul (Acre), além de atividades extrativistas, agricolas, de aquicultura e estabelecimento de

assentamentos ilegais (16).
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Figura 1.3: Série historica brasileira da incidéncia de casos de maléaria por espécie
plasmodial, 1960 a 2010.

Apds trés anos de aumento consecutivo, a partir de 2006 o nimero de casos de malaria
no Brasil comecou a decair como resultado de acBes integradas de controle, realizadas no
ambito federal, estadual e municipal. Diversos fatores estdo relacionados a este decréscimo,
dentre os quais se destacam a implementacdo de diagnostico e tratamento rapidos e precisos,
gue também sdo responsaveis pela diminuicdo acentuada no numero de infec¢bes decorrentes
por P. falciparum (17).

1.3 Ciclo biol6gico do Plasmodium spp.

O ciclo bioldgico dos plasmodios é complexo, apresentando duas fases no hospedeiro
vertebrado: fase pré-eritrocitica e eritrocitica. Durante o repasto sanguineo a fémea do
anofelino infectada inocula esporozoitos na pele do hospedeiro vertebrado (18). Trabalhos
realizados em modelo experimental murino demonstraram que 0s esporozoitos inoculados se
mantém viaveis na derme durante véarias horas, alguns atingem vasos sanguineos e outros
vasos linfaticos, e os invadem ativamente (18,19). Os esporozoitos que seguem pelos vasos

linfaticos atingem os linfonodos e podem se desenvolver em formas exoeritrociticas (modelo
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experimental murino) gerando merozoitos infectantes, sendo liberados através de
merossomos, assim como observado no ciclo hepético (18-20).

Os esporozoitos que chegam ao figado logo se aderem as células endoteliais dos
sinusdides hepaticos e iniciam o processo de movimentacdo denominado de gliding, na qual
eles fazem um deslizamento. Em seguida eles atravessam a barreira sinusal, provavelmente
via células de Kupfer. Uma vez no parénquima hepético estes parasitos migram através de
diversos hepatdcitos de forma ativa. Em um determinado momento o esporozoito promove
uma adesao mais firme em um hepatocito e inicia simultaneamente a formacéo de um vacuolo
parasitéforo. Os fatores que tornam um hepatocito adequado para o desenvolvimento do
esporozoito ainda ndo estdo esclarecidos (20).

No vacuolo parasitoforo, os esporozoitos iniciam um processo de maturacdo e de
divisdo celular (reproducao assexuada-esquizogonia extra-eritrocitica). Como resultado desta
fase ha o desenvolvimento de esquizontes hepaticos, repletos de merozoitos no seu interior.
Durante esta etapa do ciclo a infec¢do é assintomatica e seu tempo de duracdo, que varia entre
as espécies, é estimado em: 8-11 dias em P. falciparum, 8-17 em P. vivax, 10-17 em P. ovale,
18-40 em P. malariae e de 9-12 em P. knowlesi (21). Em um determinado momento héa
liberacdo dos merozoitos para a circulagcdo sanguinea, ou por ruptura do hepatocito/esquizonte
ou através de merossomas, dando inicio ao estagio eritrocitico (3).

Os merozoitos invadem os eritrocitos de forma ativa através de interacfes ligante-
especificas como: reconhecimento e adesdo do merozoito a membrana do eritrdcito;
reorientacdo apical do merozoito em direcdo a membrana da célula; formacdo de uma juncéo
no ponto de contato entre o cone apical do parasito e a membrana do eritrdcito, e movimento
da juncdo ao redor do merozoito, até que o parasito se encontre dentro da célula e seja
circundado pelo vaclolo parasitéforo (22-24). No vaclolo parasitéforo o parasito se
diferencia em trofozoita jovem (anel), que posteriormente se diferencia em trofozoita maduro.
Esses iniciam novamente um processo de reproducdo assexuada gerando a formacdo de
esquizontes sanguineos, também repletos de merozoitos. Os merozoitos recém formados sdo
liberados e invadem outros eritrocitos, repetindo o ciclo eritrocitico, esse momento coincide
com manifestacBes clinicas da doenca. Alguns merozoitos, porém, se diferenciam em
gametdcitos masculinos e femininos (forma sexuada do parasita). Estes, quando ingeridos
pelos anofelinos, ddo continuidade ao ciclo no interior do hospedeiro invertebrado (25).

No interior do anofelino os gametocitos se diferenciam em gametas, ha a fecundacéo
(reproducdo sexuada) com formacdo do zigoto. O zigoto se diferencia em uma forma movel
(oocineto) que penetra a membrana peritrofica do intestino médio do anofelino. Nessa fase,
inicia-se o processo de multiplicacdo celular que resulta na formacdo de diversos
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esporozoitos, parte dos esporozoitos liberados na hemocele migra para as glandulas salivares
do mosquito. A fémea do anofelino, ao realizar repasto sangiineo, inoculara essas formas no

hospedeiro vertebrado (3), conforme mostrado na Figura 1.4.
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Fonte: adaptado de Jones MK & Good MF, 2006 (26).

Figura 1.4: Ciclo biolégico do Plasmodium spp.

Cada espécie de plasmodio apresenta peculiaridades no seu ciclo bioldgico, dentre
elas: em P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos originam formas dormentes intra-hepaticas
conhecidas como hipnozoitos que meses ou anos depois da infec¢do primaria podem reativar-
se resultando nas recidivas tipicas da infeccdo humana por essas espécies; o P. vivax invade
reticulécitos, enquanto o P. falciparum invade eritrécitos em qualquer estagio de maturacédo
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sendo responsavel, na maioria dos casos, por intensa parasitemia. A elevada parasitemia
aliada ao sequestro de hemécias parasitadas por P. falciparum na microcirculacdo sdo
responsaveis pela maior mortalidade observada na infecgdo por esta espécie.

Apesar de muitas vezes ser considerada benigna, casos de malaria por P. vivax com
complicacdes graves e fatais vém sendo relatados desde 1998, inclusive no Brasil (27). A
sintomatologia da malaria por P. vivax em geral é até mais intensa do que a maioria das
infeccBes por P. falciparum, embora a nogdo popular seja o contrario. Esta no¢do equivocada
associada a preocupacdo com os altos niveis de mortalidade relacionados ao P. falciparum,

torna, muitas vezes, a infeccdo por P. vivax negligenciada (27).

1.4 Aspectos gerais da resposta imune frente ao Plasmodium spp. na fase eritrocitica

A fase eritrocitica do ciclo biolégico dos plasmddios € responsavel pelas
manifestacdes patologicas da doenga, uma vez que os sintomas clinicos sdo decorrentes do
desenvolvimento parasitario durante essa fase. Diversos trabalhos tem demonstrado que a
imunidade direcionada ao estagio eritrocitico pode contribuir tanto para a reducdo/eliminacédo
dos parasitos quanto para o desenvolvimento das manifestacdes clinicas da doenca (28).

A aquisicdo de uma imunidade protetora direcionada a infeccdo malarica natural pode
ser adquirida, ap6s sucessivas infeccBes, por populagdes de area endémica. Essa imunidade,
denominada de premunicdo, torna os sintomas clinicos da doenca geralmente ausentes
(imunidade clinica ou antidoenca) e os niveis de parasitos sanguineos extremamente baixos
(imunidade antiparasito) atingindo niveis subpatentes (29-31). O processo de aquisi¢cdo de
imunidade na malaria é, ainda hoje, pouco compreendido, sendo que inimeros fatores o
influenciam, como: a complexidade do ciclo biolégico dos plasmodios, sua extensa
diversidade antigénica, o perfil de transmissdo da area endémica, a maturidade do sistema
imunologico relacionado a idade, status imunolégico do individuo e/ou 0s mecanismos inatos
de resisténcia que diferem intra e inter-etnicamente (31).

Em regides de alta transmissdo no continente Africano, onde o P. falciparum é a
espécie predominante, os recém-nascidos sdo relativamente resistentes a infec¢do durante os
primeiros meses de vida. Essa resisténcia € atribuida principalmente pela transferéncia passiva
de anticorpos protetores da classe IgG da mae para o feto durante a gestacdo e a lactacao
(32,33). O papel protetor dos anticorpos na infecgdo malarica foi claramente demonstrado a
partir de experimentos de transferéncia passiva de anticorpos de soro de adultos imunes para
criangas com malaria, realizados nas décadas de 60 e 90 (34,35). Os anticorpos passivamente

transferidos reduziam a parasitemia e protegiam as criangas da forma grave da doenga (36).
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Experimentos em modelos simianos evidenciaram que a protecdo conferida pela transferéncia
passiva de soro imune era mediada por anticorpos citofilicos 1gGl e 1gG3 (37,38).
Experimentos in vitro demonstraram que 0Ss anticorpos anti-P. falciparum agiriam
dificultando a invasao dos eritrdcitos pelos merozoitas, seu desenvolvimento intra-eritrocitico
em cooperacdo com mondcitos e macrofagos (inibicdo celular dependente de anticorpo -
ADCI) (39,40). Corroborando estes dados, alguns trabalhos verificaram que 0s anticorpos
citofilicos ttm um papel central na mediacdo do fenbmeno de premunicdo na maléria, visto
que tais subclasses sdo predominantes em individuos protegidos (41-44). Estudos realizados
em seres humanos demonstraram que depois de repetidos inéculos com doses ultra-baixas de
eritrécitos infectados com P. falciparum em voluntérios sadios e sem histéria prévia de
malaria, estes foram capazes de desenvolver uma imunidade protetora contra a doenga, com
auséncia de parasitemia e sintomas clinicos. Estes individuos apresentaram resposta imune
caracterizada por uma resposta proliferativa de células T CD4" e TCD8" e secrecdo de IFN-y,
mas ndo apresentaram secrecdo de IL-4 e IL-10, consistindo em uma resposta imunoldgica do
tipo Thl. Também foi observado nestes individuos uma alta concentracdo da atividade da
enzima oOxido nitrico sintase em células mononucleares do sangue periférico (45). Trabalhos
tém sugerido que as interacOes iniciais entre os parasitos e as células do sistema imunologico
inato sdo importantes no controle e resolugdo da infecgdo (46). O principal papel da
imunidade inata parece estar relacionado a producédo de citocinas imuno-reguladoras, como a
interleucina IL-12 e IFN-y que sao criticas para o desenvolvimento de resposta imune tipo
Th1 envolvendo células T CD4", células B e células efetoras que mediam a resposta imune
adaptativa tanto celular e quanto humoral (47).
1.4.1 0 IFN-y

O IFN-y ¢ uma citocina pro-inflamatoria que tem um importante papel na limitacdo da
progressao da infec¢do malarica e de suas complicacdes atuando em todas as fases do ciclo do
plasmodio (pré-eritrocitica e eritrocitica) tanto em humanos quanto em modelo animais (48).
Na fase eritrocitica, 0 IFN-y pode atuar por diferentes mecanismos, dentre eles: ativando
fagdcitos a produzirem TNF-a, TGF-B, IL-1, IL-6, radicais de oxigénio, 6xido nitrico (NO) e
intermediarios reativos de nitrogénio que, individualmente ou em conjunto com IFN-y, inibem
o crescimento e/ou eliminam o parasito (48-50) intensificando a fagocitose de merozoitos e
hemacias parasitadas por macrofagos/mondcitos (51-53) induzindo a troca de subclasses IgG
nas células B, acarretando no predominio de anticorpos citofilicos (IgGl e 1gG3, em
humanos) que promovem o mecanismo de ADCI parecendo assim ter um papel importante na

inibicdo do crescimento do parasito intra-eritrocitico em associacdo com monacitos (54), além
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de ser um importante direcionador da resposta imune para uma resposta do tipo Thl (pro-
inflamatoria) mais intensa na fase inicial da doenca.

Cabe ressaltar que, embora um perfil de resposta imune pro-inflamatoria seja relevante
para o controle da infeccdo malarica, sua estimulacdo exacerbada pode acarretar danos ao
hospedeiro (55,56). Em relacdo ao IFN-y, resultados conflitantes vém sendo descritos entre
diferentes estudos que avaliam a associacao entre os altos niveis de IFN-y e o status clinico da
infeccdo malérica. Na infeccdo humana, ha traballhos que relatam que altos niveis IFN-y estdo
associados com a susceptibilidade e a patogenia da doenca, contribuindo para a
potencializacdo de sintomas agudos da malaria, como febre, nausea e dores de cabeca atraves
da indugdo de TNF-a e IL-1 e 0 aumento da expressdo de moléculas de adesdo nas células
endoteliais (57-59). Entretanto, ha outros estudos realizados seja em individuos naturalmente
infectados seja em ensaios vacinais com P. falciparum, utilizando doses ultra-baixas de
eritrocitos infectados, esporozoitos através de picadas de mosquitos infectados ou construcdes
vacinais RTS, S/AS01/02, que vém demonstrando que tais niveis de IFN-y tém um papel
critico no controle da maléria e com uma funcdo maior de protecdo do que qualquer acéo
relacionada com o agravamento da doenca humana tanto natural quanto experimental (45, 50,
60-62). Varios fatores podem estar contribuindo para essa divergéncia de resultados, dentre
eles: i) o status imunolégico dos individuos; ii) a espécie plasmodial infectante e sua
diversidade genética; iii) o nivel de endemicidade da area e/ou; iv) as diferencas étnicas assim
como o polimorfimo genético intrapopulacionais, por exemplo: polimorfimos dos genes HLA,
IFN-vy, receptores de IFN-y ¢ KIR (45, 49, 51, 62).

As células Natural Killer (NK) sdo uma das principais fontes de IFN-y na fase inicial
da infec¢do malérica (50). Na maléria humana por P. falciparum, foi demonstrado in vitro que
as células NK sdo as primeiras a serem ativadas quando células mononucleares sdo expostas a
hemécias infectadas por P. falciparum e que as concentracfes séricas de IFN-y e de granzimas
A e B se elevam logo ap0s a deteccdo de parasitas na circulacdo e no inicio dos sintomas
(63,64). Estudos in vitro demonstraram que a producdo de IFN-y por células NK apresenta
variacdes interindividuais, seja quando expostas a hemacias infectadas por P. falciparum ou a
células tumorais (65). Essas variacGes podem estar associadas a diversos fatores, dentre eles
os polimorfismos genéticos tanto dos parasitos quanto dos receptores das células NK e de seus
ligantes (66).
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1.4.2 Células Natural Killer

As células Natural Killer (NK) s&o grandes linfocitos granulares derivados da medula
Ossea, presentes tanto em 6rgdos linfdides quanto em tecidos ndo linfoides periféricos. As
células NK compdem de 10 a 15% das células mononucleares sanguineas. Baseado em sua
linhagem de origem, repertdrio de receptores e funcdes efetoras, as células NK podem atuar:
lisando diretamente as células alvo (granzimas e perforinas) secretando citocinas IFN-y, TNF-
a e GM-CSF, além de interagir com células dendriticas e ativar macrofagos a destruirem
microorganismos fagocitados e secretarem citocinas pro-inflamatérias direcionando para uma
resposta imune tipo Thl. Tais células sdo componentes cruciais no controle imune de células
tumorais, infectadas e sob estresse.

A participagdo de células NK em mdaltiplos aspectos da resposta imune inata e
adaptativa é implementada por um amplo arranjo de receptores ativadores e inibidores
presentes em sua superficie que interagem com moléculas ligantes na superficie de células
alvo (67), sendo suas respostas dependentes das citocinas de 1L-12 e IL-18 (50). Quando
celulas NK interagem com células saudaveis sinais inibidores predominam sobre os sinais
ativadores e elas, em geral, ndo sdo ativadas. No entanto, ao encontrarem células infectadas,
tumorais ou sob estresse, sinais ativadores devem predominar capacitando as células NK a
produzirem citocinas ou lisarem as células alvo.

Nos ultimos anos, varios receptores de células NK e seus ligantes vem sendo
identificados e caracterizados, contribuindo para o entendimento da reatividade e
especificidade das células NK. Dentre eles estdo os receptores que reconhecem moléculas
HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos, do inglés Human Leucocyte Antigen) de classe I,
como: i) os semelhantes & imunoglobulina das células NK-KIR (da sigla em inglés, Killer-cell
Ig-like Receptors); ii) os semelhantes a imunoglobulina de leucécito-LIR (da sigla em inglés,
Leukocyte Ig-like Receptors); e iii) os CD94/NKG2. Contudo, ha receptores de células NK que
reconhecem um grupo heterogéneo de ligantes, dentre eles, 0 CD16 que reconhece a porcao
Fc de anticorpos 1gG1 e 1gG3 e os chamados de receptores de citotoxicidade natural, que
incluem os NKp46, NKp30 e NKp44 que reconhecem ligantes como FceRly, FceRIX e
DAP2, respectivamente. Dentre esses receptores, 0s receptores KIR, assim como seus ligantes
(HLA), sdo os que apresentam uma alta diversidade genética e haplotipica na populagédo
humana. Vérios estudos vém demonstrando associacbes de determinados genes KIR e
gendtipos KIR/HLA a incidéncia e a progressdo de diversas doencas, como as: autoimunes,

inflamatdrias, tumorais e infecciosas, dentre elas a malaria (68-72).
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1.4.3 Receptores KIR

Os receptores KIR foram, primeiramente, identificados por sua habilidade de conferir
alguma especificidade na citdlise mediada por células NK. Esta especificidade se da através
da interacdo de moléculas KIR com moléculas HLA de classe I, podendo esta interacdo
proteger células ndo alteradas da destrui¢do causada pela citolise mediada por células NK, ou
estimular essa atividade. Diferentes tipos de receptores KIR podem ser expressos na superficie
das células NK, estes podem ser ativadores ou inibidores (72), havendo uma selecdo
combinatdria de receptores a serem expressos pela célula. Portanto, em um individuo, as
células NK podem expressar, aleatoriamente, um conjunto diferente de receptores ativadores e
inibidores, ou seja, nem todas as células NK de um individuo apresentam 0s mesmos
receptores. Essa expressdo diferencial entre as celulas NK pode contribuir para a
heterogeneidade nos niveis de ativacdo das células NK, observada tanto entre diferentes
individuos quanto entre diferentes subpopulacbes de células NK de um mesmo individuo.
Além disso, determinadas interacfes KIR/HLA também contribuem para essa heterogeneidade
(73). Os mecanismos moleculares que regulam a expressdo e distribuicdo celular dos
receptores KIR ainda sdo desconhecidos. Entretanto, mecanismos epigenéticos, como a
metilacdo de citosinas nos dinucleotideos CpG, parecem ter um papel importante no

estabelecimento e na manutencéo de diferentes padrdes de expressdo dos genes KIR (74,75).

1.4.4 Genes KIR

Os receptores KIR sdo codificados por uma familia de genes altamente polimorficos
localizada no cromossomo 19 (19913.4) dentro do complexo receptor leucocitario (LCR), e
sdo expressos pelas células NK e subtipos de células T (yd, off efetora e de memoria) (76). Até
o momento forem identificados 17 genes KIR e dois pseudogenes, dispostos em tandem em
um segmento de aproximadamente 150 Kb de DNA (77).

Os genes KIR formam diferentes haplétipos que sdo um conjunto de genes do mesmo
cromossomo e que sdo herdados em bloco. Os haplétipos variam entre os seres humanos em
relagdo ao nimero de genes ativadores e inibidores e as suas formas alélicas. Diante essa
variacdo do contetdo génico, varios grupos de haplotipos KIR foram descritos, sendo os
grupos de haplétipos A e B os mais prevalentes. Os haplotipos do grupo A contem nove genes
KIR e tem como caracteristica a presenca de somente um gene que codifica um receptor
ativador, o KIR2DS4 (78). Esse haplotipo tem baixa variabilidade genética, mas apresenta
varios genes com grande variacao alélica. Por outro lado, o hapl6tipo B tem entre um a cinco

genes que codificam receptores ativadores e apresenta extrema diversidade em termos de
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conteddo génico, entretanto possui menor variabilidade alélica. Os genes KIR3DL3,
KIR3DL2, KIR2DL4 e KIR3DP1 estdo presentes em ambos 0s hapl6tipos e por isso sdo

denominados de framework (genes estruturais ou genes moldura) (Figura 1.5) (78).

Complexos de receptores leucocitirios do cromossomo 19q13.4
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Fonte: adaptado de Kulkarni, S. et.al., 2008 (79).

Figura 1.5: Organizacdo do conjunto de genes KIR e representacdo dos haplétipos A e B.

1.4.4.1 Nomeclatura dos Genes KIR

Os genes KIR foram nomeados de acordo com duas caracteristicas de sua estrutura
proteica: 0 ndmero de dominios “D” (DO, D1 efou D2) extracelulares semelhantes a
imunoglobulinas (dois dominios = 2D ou trés dominios = 3D, ex: KIR2D ou KIR3D) e o
tamanho da cauda citoplasmatica, sendo “L” para caudas longas (do inglés, long; ex:
KIR2DL) e “S” para caudas curtas (do inglés, short; ex: KIR2DS) (Figura 1.7). De modo
geral, moléculas KIR que possuem caudas longas promovem sinais inibidores, em virtude da
presenca de Imunoreceptores com Motivos Inibidores baseados em Tirosina (ITIM) em seu
dominio citoplasmético que sdo responsaveis pela inibi¢do da transducdo dos sinais ativadores
nas células NK (80) enquanto os receptores de caudas curtas promovem sinais ativadores, em

virtude da presenga de Imunoreceptores com Motivos Ativadodores baseados em Tirosina
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(ITAM) que geramente associados a molécula DAP12 (da sigla em inglés, DNAX activation
protein of 12 kD), induzindo a producdo de citocinas e quimiocinas que acarretam na ativacao
e diferenciacdo das células NK (81). O gene KIR2DL4 excepcionalmente promove ambos 0s
sinais inibidor e ativador (80, 81). Os pseudogenes KIR séo identificados pela letra “P” logo
apos o digito correspondente ao tipo de dominio, como, por exemplo, nos pseudogenes
KIR2DP ou KIR3DP (69). Como demonstrado na Figura 1.8, apds a nomeacdo destas duas
caracteristicas, o digito seguinte € correspondente aos diferentes loci. A diversidade alélica
dos genes KIR e os nomes dos alelos sdo baseados na nomenclatura utilizada para locos HLA.
Assim, os trés primeiros digitos, apos a designacao do loci, distinguem alelos cujas diferencas
nas sequéncias de éxons conferem mudangas ndo sinbnimas. O quarto e quinto digitos
indicam alelos que se distinguem por diferengas na seqtiéncia de bases dos éxons, mas que se

referem a mutag6es sinbnimas (78).

Inhibitory Activating
KIR3DL KIR3DS
Do
KIR2DL KIR2DL4 KIR2DS
o1 D DO D1 D1
D2 D2 D2 D2 D2

= =
)~ )

DAPi12

Fonte: Campbell K S & Purdy A K, 2010 (78).

Figura 1.6: Esquema estrutural dos receptores KIR.
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Designagdo dos alelos (originados

Lacs por mutago nao sindnima)
Cauda citoplasmatica Separador Difere de outro KIfi'Z_D!J’OOJ por
LONGA uma substituigao sindnima dentro

de uma regi@o codificante

Difere de outro KIR2DL1'00302 por
uma substituigdo sinonima dentro de
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Acronimo

| | | |
v LR
KIR2DL1*0030202
Fonte: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html (69).

Figura 1.7: Esquema da nomenclatura para os genes KIR adotada pelo HUGO (da sigla em

inglés, Human Genome Organization).
1.4.4.2 Interacdes entre receptores KIR e seus ligantes

Para varios receptores KIR ainda ndo se conhece os ligantes (Tabela 1). Entretanto, os
ligantes considerados mais importantes sdo as moléculas HLA-C. Os receptores KIR
reconhecem dois grupos distintos de HLA-C, cuja diferenca estd no dimorfismo de
aminoacidos na posic¢do 77. O grupo 1 de epitopos de HLA-C apresenta serina na posicao 77
(Cwl, w3, w7, w8 e outros alelos relacionados) e s&o reconhecidos por KIR2DL2 e
KIR2DL3. As moléculas do grupo 2 de HLA-C possuem asparagina na posicao 77 (Cw2, w4,
w5, w6 e outros alelos relacionados) e sdo reconhecidos por KIR2DL1. Outro receptor KIR
cujo ligante esta bem definido é o KIR3DL1, que reconhece o epitopo de HLA-B Bw4 (B*08,
13, 27, 44, 51, 52, 53, 57 e 58). Outros KIR tém especificidades menos definidas, como
KIR3DL2, que reconhece algumas variantes de HLA-A (A3, Al1), ou ndo tém nenhum ligante
conhecido até 0 momento. A pesar do receptor KIR2DL4 apresentar cauda intracitoplasmatica
longa, este promove ativacdo de células NK em repouso, resultando em producéo de IFN-y
sem atividade citotoxica. Isso ocorre, segundo evidéncias recentes, pela ligacdo deste receptor
ao HLA-G. Apesar dos receptores KIR ativadores apresentarem uma estrutura de
reconhecimento do ligante muito semelhante a receptores inibidores, como no par
2DL1/2DS1 e no trio de 2DL2/2DL3/2DS2, a afinidade de ligacdo das variantes ativadoras é
fortemente reduzida em comparacdo as variantes inibidoras. Por isso, quando ha ligacdo de

receptores inibidores e ativadores ao mesmo tempo, acredita-se que o sinal inibidor prevaleca.
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E importante salientar que os genes KIR e os genes HLA de classe | estdo mapeados
em cromossomos diferentes, assim a heranca de ambos o0s genes € independente.
Consequentemente, um determinado KIR ou o seu ligante HLA especifico pode estar ausente
em um individuo, acarretando em uma situacdo funcional nula (82). Entretanto o papel central
atribuido a interacdo KIR-HLA na modulacdo das respostas imunes sugere que estes genes
evoluiram conjuntamente, mantendo relagdes funcionais apropriadas, de modo que algumas
moléculas codificadas por determinados alelos KIR possuam maior ou menor afinidade as
moléculas HLA (83).

Tabela 1.1: Caracteristicas funcionais e estruturais dos receptores KIR.

Receptores Regido extracelular

Ligantes Funcéo
humanos (Dominio 19)
KIR2DS1 D1D2 HLA-C Lys80  Ativador
KIR2DS2 D1D2 HLA-C Asn80  Ativador
KIR2DS3 D1D2 ? Ativador
KIR2DS4 D1D2 HLA-C Ativador
KIR2DS5 D1D2 ? Ativador
KIR3DS1 D1D2 ? Ativador
KIR2DL1 D1D2 HLA-C Lys80  Inibidor
KIR2DL2 D1D2 HLA-C Asn80  Inibidor
KIR2DL3 D1D2 HLA-C Asn80  Inibidor
KIR2DL5 D0D2 ? Inibidor
KIR3DL1 DOD1D2 HLA-Bw4 Inibidor
KIR3DL2 DOD1D2 HLA-A3 Inibidor
KIR3DL3 DOD1D2 ? Inibidor
KIR2DLA4 D0OD2 HLA-G? Ativ/Inib

Fonte: adaptado de Vilches C et.al, 2005 (84).

1.5 Receptores KIR em associacdo com patologias

A atividade das células NK, entre outros fatores, resulta de um balanco da interacdo
entre receptores KIR de superficie ativadores e inibidores, e ligantes presentes nas moléculas
HLA de classe I. Além disso, o elevado grau de polimorfismo tanto nos genes KIR quanto nos
ligantes HLA podem afetar tanto funcéo quanto o nivel de especificidade e sensibilidade das células NK (85,
86). Recentemente, varios estudos vem associando a incidéncia e a progressao de diversas
doengas com determinados genes KIR, dentre as quais doengas auto-imunes, neoplésicas e
infecciosas (70).

Nas doencas infecciosas, estudos apontam que a interacdo entre receptores KIR e
ligantes HLA-C tem um papel importante na progressao da hepatite pelo HCV (da sigla em
inglés, Hepatitis C Virus). A maior frequéncia do gendétipo KIR2DL3/2DL3 — HLA-C1C1 foi
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observada em individuos que respondiam bem ao tratamento, baixando os niveis de viremia
(87). Por outro lado, a maior frequéncia dos gendtipos KIR2DL2/2DL3 ou KIR2DL2/2DL3-
HLA-C1C1 estava associada aos individuos com hepatite C cronica que ndo respondiam ao
tratamento (88). Em relacdo a hepatite pelo HBV (da sigla em inglés, Hepatitis B Virus), foi
observado que a combinacdo entre os receptores KIR2DL1 e HLA-C2 estava associada a
susceptibilidade & hepatite B cronica, enquanto a presenca do par KIR2DL3 - HLA-C1C1
conferia uma expressiva vantagem no combate ao virus da hepatite B (89). Nas infeccbes pelo
HIV (da sigla em inglés, Human Immunodeficiency Virus) a progressdo da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é mais lenta nos pacientes que possuem 0 receptor
KIR3DS1 e o ligante HLA-Bw4 com isoleucina na posi¢do 80 (90, 91). Por outro lado, uma
progressao rapida da SIDA foi observada em individuos portadores do gene KIR2DS2 quando
comparado aos demais (92).

Na malaria, em 2003, Artavanis-Tsakonas e colaboradores descreveram, in vitro, o
primeiro relato sobre o possivel envolvimento dos receptores KIR na ativagdo de células NK
frente a hemadcias infectadas por P. falciparum. As células NK que apresentavam o gene
KIR3DL2*002 secretavam altos niveis de IFN-y em relacdo ao demais. Resultado, esse,
intrigante visto que as hemaécias ndo expressam os ligantes HLA em sua superficie. Entretanto,
alguns trabalhos tem demonstrado que linhagens de células NK sdo capazes de formar rosetas
com hemacias infectadas com P. falciparum (64, 93-95). Como alguns ligantes KIR ainda nédo
foram identificados, esses resultados sugerem que essa interacdo seja mediada por ligantes
ndo HLA-I como proteinas plasmodiais expressas na superficie das hemacias (93, 94). Um
unico estudo desenvolvido por Taniguchi e Kawabata (96) associando malaria aos receptores
KIR foi realizado em érea de intensa transmissdao na Oceania (Ilhas Salomao). Nesse estudo,
foi observado uma maior frequéncia dos genes KIR3DL1/S1 e KIR2DS4 nos individuos
infectados por P. falciparum. Sugerindo, portanto, que esses genes possam influenciar na
suscetibilidade a malaria nessa populacdo, visto que as frequéncias tanto alélica como
genotipica e haplotipica dos genes KIR variam enormemente entre diferentes populacoes

como resultados de diferentes pressdes seletivas (96).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral:

Caraterizar o perfil da frequéncia génica dos receptores KIR e seus ligantes HLA (-A, -B e -C)
de individuos naturalmente expostos a malaria e investigar uma possivel associacdo entre

esses genes e a infec¢do malarica.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Caracterizar o perfil da frequéncia génica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-
A, -B, -C) na populacdo naturalmente exposta a malaria e nos individuos infectados por P.

falciparum e P. vivax em uma localidade da Amazénia brasileira — Porto Velho.

2.2.2 Investigar a possivel influéncia dos genes KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B e -C)
sobre a susceptibilidade a malaria através de parametros como nimero de malarias anteriores,
tempo da ultima malaria e espécies infectantes anteriores da populagéo estudada.

2.2.3 Avaliar a influéncia do perfil génico dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B
e -C) sobre a infeccdo malarica, avaliando pardmetros como intensidade de parasitemia e
niveis plasmaticos de IFN-y, na fase aguda (D0) e de convalescenga (D15) dos pacientes com

malaria.
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3. Justificativa

A maléaria é a doenca parasitaria que mais causa mortes em todo o mundo,
representando um grande problema de saude publica. A resposta imune na malaria pode
interferir tanto na manifestagdo quanto na protecdo clinica da doenca. Os mecanismos exatos
envolvidos na patogénese e na producdo de uma resposta imune eficaz ainda ndo foram bem
esclarecidos. Sabe-se que além de fatores ligados ao grau de endemicidade da area e a espécie
plasmodial infectante, fatores genéticos do hospedeiro tém um papel fundamental tanto na
suscetibilidade como na evolucéo clinica da infec¢do (45, 49, 51, 62). O sistema imune inato
constitui a primeira linha de defesa do organismo contra infeccfes e as células NK sdo uma
importante subpopulacdo de linfocitos atuantes na fase aguda da resposta imunoldgica na
malaria Além disso, essas células também sdo importantes no desencadeamento das respostas
imunolégicas adaptativas contra malaria (97, 98). O controle da acdo das células NK se da
através de receptores de membrana, entre 0s quais estdo os receptores KIR que reconhecem
moléculas HLA de classe | expressas pela maioria das células do organismo. Devido ao
extenso polimorfismo genético dos receptores KIR, assim como na regulacdo da sua expressao
e sua ativacdo em diferentes clones de células NK, os receptores KIR desempenham funcgéo
significante no controle da resposta imune inata e adaptativa de cada individuo.

O conhecimento da distribuicdo da frequéncia génica dos receptores KIR e de seus
ligantes HLA de classe | em populacdes de area endémica de malaria é essencial para o
entendimento de seu papel na regulacdo da resposta imune, na relagdo com a incidéncia e a

evolugdo clinica da doenga.
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4. Material e métodos

4.1 Area de estudo

A area escolhida para realizar o estudo foi o municipio de Porto Velho, capital do

Estado de Rondoénia.

4.1.1 Estado de Rondbnia

O estado de Rondénia se localiza na Regido Norte, limitando-se com Amazonas ao
norte, Mato Grosso a leste, Acre a oeste, e com a RepuUblica da Bolivia ao sul. O estado faz
parte da Amazonia Legal e possui dois tercos da sua area cobertos pela floresta Amazonica.
(Figura 4.1). Seus 52 municipios estdo compreendidos em uma érea total de 237.590,864 km?
e conforme a contagem populacional estimada pelo IBGE em 2010, o nimero de habitantes
foi de 1.560.501, sendo considerado, portanto, o 3° estado mais populoso da regido Norte,

perdendo somente para 0 Amazonas e Para (99).
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Fonte: Adaptado de Katsuragawa 2008 (100) e http://www.brasilrepublica.com/rondonia.htm (101).
Figura 4.1: Localizacdo geografica de Rondonia.
Entre os anos de 2004 e 2009, a posicdo de Ronddnia em nimero de casos ficou

oscilando entre o0 2° e 3° lugar do pais, mostrando que, comparado a outros estados endémicos

brasileiros, Rondénia ocupa uma posicao de destaque na transmissdo da malaria (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Série historica do numero de casos de malaria registrados na Amazonia Legal,

1993 a 20009.
stado Mato
Para Rondénia  Acre Amazonas Roraima  Amapa Tocantins  Maranhio o
Anos

1993 137.195 101.298 15431 55422 16.283 5.020 2.551 16.222 129.711
1994 155.442 133.821 26.548 68.395 24.954 12.254 2.106 28.588 99.000
1995 185.900 134.231 36.063 52.602 39.574 17.031 3.716 32.819 59.089
1996 146.334 96.654 13.868 70.044 35471 19.056 2.275 20.125 37.638
1997 144.012 69.182 6.125 94.382 25.949 24.868 1.633 20.981 15.976
1998 179.572 77.995 9.840 114.748 21.263 22.569 2.758 29271 11.966
1999 248.233 63.296 23.730 167.722 36.238 28.646 2.031 54.800 10.950
2000 278.204 54.074 21.560 96.026 35.874 35.278 1.640 78.818 11.767
2001 186.367 57679 7.774 48.385 16.028 24 487 1.244 39.507 6.832
2002 149.088 71.224 9.216 70.223 8.036 16.257 1.130 16.000 7.085
2003 115.510 93.852 12.264 141.005 11.818 16.651 1211 11.432 5.022
2004 109.778 107.115 31.720 147.579 26.200 20671 850 14.505 6.484
2005 123406 118.633 57.242 226.413 31.964 28.059 7 11.196 8437
2006 101.763 101.646 93.863 185.642 20.646 29.290 379 9.519 6.650
2007 76.207 81.929 51.277 197141 15,236 21975 288 6.621 6.760
2008 69.213 49.807 27.704 133.660 10.235 15.132 165 4.757 4.081
2009 98.756 41.355 27491 98.551 14.425 14.599 126 5.661 3.269

e e e R e = e = e — =

(14).

4.1.2 Municipio de Porto Velho

Porto Velho € a capital e o maior municipio do Estado de Ronddnia, tanto em extensao
territorial (abrange uma area de 34.068 km?) quanto em populacdo (estima-se 426.558
habitantes em 2010) (99). Esse municipio fica localizado ao norte do estado de Rond6nia e a
margem direita do rio Madeira - que corta o municipio por cerca de 300 km - fazendo desse
municipio um dos principais pontos de chegada de imigrantes e visitantes provenientes de
outras localidades da bacia amazonica (100). Esta cidade é formada por planicies com serras
de baixa altitude. Esta area é coberta por floresta tropical e apresenta temperatura média
acima de 28°C e umidade relativa do ar elevadas além de chuvas abundantes (99). Esses
fatores aliados a grande prevaléncia do vetor An. darlingi fazem da maioria das localidades
dentro do municipio de Porto Velho e adjacéncias regides de alto risco de transmissao.

Ainda hoje, tanto o Estado de Ronddnia quanto sua capital permanecem apresentando
elevados indices de casos de maléaria. Em 2010 foram diagnosticados 42.576 casos em
Rondo6nia e Porto Velho foi responsavel por 22.690 desses casos. Dentre 0s casos notificados,
0 P. vivax contribuiu com 91,5% deles, seguido de 8% de casos por P. falciparum e 0,5% de
casos por infeccdes mistas (P. vivax e P.falciparum). O IPA de Porto Velho em 2010 foi de
59,2 (6).

-44 -


http://pt.wikipedia.org/wiki/Capital
http://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio

4.2 Aspectos Eticos da Pesquisa

O protocolo de pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacao Oswaldo Cruz- CEP/FIOCRUZ sob o no 354/06 (Anexo 1).

4.3 VVoluntérios

A populacdo de estudo foi constituida por 377 individuos naturalmente expostos a
infeccdo malarica residentes no municipio de Porto Velho. Essa populagdo é composta por
individuos residentes as margens do rio Madeira e alguns de seus afluentes como os rios
Candeias e Jamari e individuos residentes de area rural, constituida por estradas de barro
denominadas de “Linhas” (perpendiculares a BR 364), que penetram por dezenas de
quildmetros no interior da floresta. Destes individuos, 93 estavam com malaria, sendo 64 por
P. vivax, 28 por P. falciparum e uma infec¢do mista (P. falciparum e P. vivax). Os individuos
infectados foram avaliados no dia do diagndstico, antes do inicio do tratamento (DO) e
aproximadamente 15 dias ap6s (D15). Os pacientes que apresentaram diagnostico positivo
para malaria (independente da participacdo em nosso trabalho) foram submetidos ao
tratamento preconizado pelo Ministério da Salde do Brasil (cloroquina associada a
primaquina para infeccdes por P. vivax e artemeter com lufemantrina (COARTEM®) para 0s
individuos com P. falciparum) (8). Todos os individuos foram informados sobre as formas de
transmissdao da malaria, medidas profilaticas e sobre o projeto de pesquisa. Todos assinaram
um termo de consentimento que formaliza a participacdo desses individuos como voluntéarios.
Apds o consentimento dos individuos, foi obtida a assinatura do voluntario ou de seu
responsavel formalizando a sua participacdo no projeto (Anexo 2). Os voluntarios foram
avaliados clinicamente por um médico e participaram de uma entrevista que teve como
objetivo o preenchimento de um questionario de investigacdo de dados pessoais, clinicos e

epidemiolégicos (Anexo 3).

4.4 Critérios de exclusao dos voluntarios

Foram excluidos de nosso estudo individuos de populacdes indigenas, grupos religiosos,
militares, presidiarios, doentes mentais, parturientes e gestantes, além de individuos abaixo de

10 anos de idade.

- 45 -



4.5 Grupos de estudo

Para analise dos dados os individuos estudados foram classificados primeiramente de
acordo com sua procedéncia. Essa classificacdo deu origem ao grupo de Nativos (grupo de
individuos oriundos de area endémica de malaria) e Migrantes (grupo de individuos oriundos
de area ndo endémica de malaria). Esses individuos também foram classificados pela presenca
ou auséncia de infeccdo malarica em grupo de individuos com maléria e sem maléria. O grupo
de individuos com maléria ainda foi subdividido de acordo com a espécie plasmodial
infectante. Essa classificacdo deu origem ao grupo P. vivax (Grupo Pv) e ao grupo P.
falciparum (Grupo Pf). Um grupo controle foi criado para analises dos niveis plasmaticos de
IFN-y. Este grupo era composto de individuos residentes no centro de Porto Velho,
apresentavam exame negativo para maléria (gota espessa), com idade superior a 12 anos, sem
historia pregressa de malaria ou que relataram no maximo quatro infecgdes, sendo que a Gltima

havendo ocorrido hd um ano ou mais.

4.6 Coleta de material

Apbds o preenchimento do questionario com os dados epidemioldgicos e as
informacdes pessoais dos individuos, amostras de sangue foram coletadas por venipunctura
em tubos tipo vacutainer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) contendo
heparina sddica (20 mL) para a obtencdo do plasma e contendo EDTA (10 mL) para extracdo
de DNA. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas (3500 x g) por 10 min para a
separacdo do plasma dos elementos figurados do sangue. O sedimento (papa de hemacias e
leucdcitos) foi distribuido em aliquotas de 1 mL e estocado a -20 °C até o momento do uso. O
plasma obtido deste processo também foi distribuido e armazenado a -20°C em aliquotas de 5

mL até o momento do uso.

4.7 Exame parasitologico para diagnostico de malaria e avaliacdo da parasitemia

Para realizacdo do diagnostico de malaria foram realizados 0 exame de gota espessa e
distensdo sanguinea, ambos corados pelo Giemsa (Sigma Chemical CO, St Louis, USA). As
laminas foram observadas inicialmente por um dos microscopistas do Laboratério de
Microscopia da Geréncia de Maléria do Posto de Saude da Policlinica Ana Adelaide, que
identificava a espécie plasmodial e quantificava a parasitemia em cruzes. Apés a incluséo do
paciente, a espécie plasmodial era confirmada por um pesquisador de nossa equipe e 0

naimero de parasitas era contabilizado em 200 leucdcitos. Se nove ou menos parasitas fossem
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encontrados, 300 leucdcitos adicionais eram contados, a fim de obter uma maior precisdo na

parasitemia final destes pacientes.

Ndmero de parasitas x 8000 = Parasitas/

NUmero de leucécitos

4.8 Dosagem de niveis plasmaticos de IFN-y dos individuos com malaria

Para verificarmos o0s niveis plasmaticos de IFN-y dos individuos estudados foi
utilizado um kit de tecnologia de analise multipla para citocinas conhecido como Multiplex
(do inglés Multiplex Cytokine Analysis Technology). O protocolo foi realizado seguindo as
instrucdes do fabricante (17-plex human cytokine painel, N° catalogo 171-A11171, Bio-Rad,
EUA). Em resumo, as amostras foram diluidas em tampé&o fornecido pelo kit, em seguida o
padrdo de citocina (também fornecido) foi diluido e plaqueado (Tabela 4.2). As beads
especificas para cada citocina analisada foram adiconadas aos pogos e foram incubadas. A
placa foi lavada a vacuo e em seguida foi adicionado os anticorpos biotinilados especificos
para cada citocina. Ap6s a incubacdo, foi entdo adicionada estreptavidina-PE, prosseguindo
de nova incubagdo. Uma solugdo “de parada” fornecida pelo kit foi adicionada e a placa foi
entdo novamente lavada a vacuo. Apo6s a ressuspencao das beads com tampao de amostra, foi
realizada a leitura da placa no aparelho de Luminex. O célculo das amostras foi processado

pelo programa fornecido pelo aparelho.

Tabela 4.2: Concentracdo dos padrdes de amostras.

Concentracdo final da
Amostra padrao (uL) Volume de Tampao - PBS (uL)
amostra padrao (Pg/mL)

128 72 32000
50 150 8000
50 150 2000
50 150 500
50 150 125
50 150 31,3
50 150 7,8

50 150 1,95
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4.9 Caracterizacao dos receptores KIR e seus ligantes na populacéo de estudo

4.9.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA foi extraido seguindo o protocolo do kit QlAamp® DNA Blood Midi/Maxi
(Quiagen, Valencia, CA, USA). Aproximadamente 1 mL do sedimento, de cada amostra,
previamente descongelada e a temperatura ambiente (TA), foi adicionado ao tubo do tipo
falcon de 15 mL e acrescida de 100 pL de protease (Quiagen), a mistura foi entdo
homogeneizada levemente. Em seguida, foram adicionados 1,2 mL do tamp&o AL (Quiagen)
e o tubo foi novamente homogeneizado manualmente, por inversdo, durante 15 seg, seguindo-
se uma vigorosa agitacao por pelo menos 1 min. A mistura foi incubada a 70°C por 10 min.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol 96% - 100% (Sigma) e 0 mesmo procedimento
de homogeneizagéo foi realizado. O lisado assim obtido foi, entdo, aplicado cuidadosamente
na coluna (acoplado em um tubo coletor de 15 mL), a qual foi submetida a centrifugacdo a
1850 x g por 3 min (TA). O filtrado foi descartado e a coluna foi acoplada em um novo tubo
coletor de 15 mL. Foram adicionados, 2 mL de tampdo AW1 (Quiagen) na coluna, seguindo-
se de uma centrifugagéo de 4500 x g por 1 min (TA). Novamente o filtrado foi descartado e a
coluna foi acoplada em um novo tubo coletor de 15 mL, no qual foram adicionados 2 mL de
tampdo AW?2 (Quiagen), repetindo-se o procedimento de centrifugacdo a 4500 x g por 15 min
(TA). Apos o descarte do filtrado, a coluna foi transferida para um novo tubo do tipo falcon
de 15 mL e, logo apds, foram acrescentados 200 pL de tampao AE (Quiagen) diretamente no
centro da membrana. A coluna foi incubada por 5 min (TA) e, centrifugada a 4500 x g por 2
min (TA). O filtrado contendo o DNA isolado foi coletado e armazenado num tubo do tipo

eppendorf de 1,5 mL previamente identificado e estocado a -20°C até 0 momento do uso.

4.9.2 Genotipagem KIR e HLA

Foram utilizados os kits One lambda Incorporation — LABType SSO Typing Test para
genotipagen de 16 genes KIR (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1, 2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DP1 e 3DP1) e HLA-A, -Bw4 (locus A e B), -Bwé6 e -C
(Grupos C1 e C2). Estes kits possuem primers locus especificos e sondas oligonucleotideas

especificas imobilizadas em microesferas para identificacdo dos alelos.
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4.9.3 Amplificacdo do DNA gendmico

A anélise do segmento génico correspondente aos genes dos receptores KIR e HLA
descritos anteriormente foi feita através da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da

Polimerase). A reacdo de PCR foi realizada conforme os protocolos abaixo:

Reagentes Quantidade (uL) Condicdes de amplificacao
D-Mix 13,8 1 ciclo - 96° por 3min
Primer 4,0 5 ciclos 96°C — 20s
Taq 0,2 60°C — 20s
Polimerase 72°C — 20s
30 ciclos 96°C — 10s
OBS.: A concentracdo do DNA gendmico 60°C - 15s

foi ajustada para 20 ng/uL.
justadap g 72°C — 20s

1 ciclo - 72°C — 20s

4°C oo

Apbés amplificacdo, o material
genético foi visualizado em gel de agarose por coloracdo de brometo de etideo e exposto a luz
ultravioleta.

4.9.4 Hibridizacdo para genotipagem

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 5 uL do DNA amplificado e 2,5 pL do
tampdo de desnaturacdo e incubada a TA por 10 min. Em seguida foi acrescentado 5 uL do
tampé&o de neutralizacdo e a placa foi colocada em banho de gelo. Durante a incubacao foi
realizada a diluicdo das beads (2 puL das beads em 16 pL de tampdo de hibridizacdo). Ao
término da incubacdo foi adicionada a mistura das beads e a placa foi entdo incubada a 60°C
por 15 min. Apds trés lavagens com 100 pL de solucdo de lavagem presente no kit por
centrifugacdo a 9200 x g por 5 min foi adicionado estreptavidina conjugada com R-
ficoeritrina (SAPE) diluido 1/100. A placa foi novamente incubada a 60°C por 5 min seguida
de nova lavagem com 100 pL de tampdo (fornecida pelo kit) e levada para leitura no
equipamento LABScan™ 100 (Luminex - One Lambda, Canoga Park, CA, EUA). O resultado
obtido foi analisado em software (LABType" HD, Luminex” version 2.2) fornecido pelo

fabricante do material utilizado.
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4.10 Analises estatisticas

Dados demogréficos, clinicos, parasitologicos e epidemioldgicos contidos no
questionario e os resultados dos experimentos da dosagem plasmatica de INF-y e da
genotipagem dos genes KIR e HLA dos individuos, foram armazenados no Banco de dados
Epi-info (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA) e analisados através do
programa Graphpad Prism versdo 5.0 (San Diego, CA). O teste t de Student foi utilizado para
avaliar as diferencas entre as médias dos parametros epidemioldgicos observados. Diferencas
de proporcdes foram avaliadas pelo teste do chi-quadrado (c2). Ap6s comparacdes
descritivas, as associacdes foram avaliadas por biparticdo do c2 usadas para KIR, HLA (-A,-
B,-C), pares KIR-HLA (-A,-B,-C) e distribuicdo dos gendtipo. O teste ndo paramétrico de
Spearman foi utilizado na avaliacdo das correlagdes entre duas variaveis mensuradas
ordinalmente, sendo a correlacdo calculada pelo coeficiente de Spearman (r). Foram

considerados significativos dados que apresentavam P<0,05.
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5. Resultados

5.1 Populacéo geral (individuos com e sem maléria)

5.1.1 Perfil da populacgéo geral

A Tabela 5.1 resume as principais caracteristicas epidemioldgicas da populacdo do
estudo. Participaram do presente estudo 377 individuos independentes de estarem com
maléria ou ndo, no momento da coleta. Do total dos individuos, 93 (25%) estavam com
malaria no momento da coleta, sendo 64 individuos (69%) com malaria vivax, 28 (30%) com
malaria falciparum e 1 (1%) com maléria mista. A maioria dos individuos (59%) era do sexo
masculino com idade entre 13 e 54 anos (34 + 16). Segundo os relatos dos individuos, a
maioria era nativa (297/79%) da regido Amazonica e apenas 80 (21%) eram migrantes
provenientes de regides ndo endémicas de maléria e residiam em &area endémica de malaria
em media ha 22 anos. Quanto a historia pregressa de maléria, foi relatada uma média de 12
episddios, sendo o ultimo em média ha 40 meses. Apenas nove individuos relataram nunca ter

tido malaria e estavam tendo a primeira infeccdo no momento do nosso estudo.
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Tabela 5.1: Principais caracteristicas epidemioldgicas da populacéo do estudo.

Género
Masculino (N/%) 223/59
Feminino (N/%) 154/41
Total (N) 377
Idade ( X +DP) 34+16
Anos de residéncia em &rea endémica de malaria ( X +DP) 22+17
NUmero de infeccdes malaricas anteriores ( X +DP) 12+9
Tempo desde a Gltima infeccdo em meses ( X +DP) 40+60
Individuos com malaria (N/9%) 93/25
P. vivax (N/%) 64/69
P. falciparum (N/%) 28/30
Mista: P. vivax e P. falciparum (N/%) 1/1
Espécies de Plasmodium contraidas em episodios prévios
Nenhuma (N/%) 32/8,5
P. vivax (N/%) 83/22
P. falciparum (N/%) 32/8,5
P. vivax e P. falciparum (N/%) 187/50
N&o se lembra (N/%) 43/11
Procedéncia
Nativos de area endémica (N/%) 297179
Migrantes de area ndo endémica (N/%) 80/21

X : média; DP: desvio padrdo; N: nimero de individuos

5.1.2 Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR na populacéo estudada

Dentre os 16 genes KIR descritos os mais frequentes na populacdo estudada foram:
KIR2DP1 (95,5%), sequido de KIR2DL1 (94,9%), KIR3DL1 (93,9%), KIR2DS4 (93,6%),
KIR2DL3 (89,1%) e KIR2DL5 (58,6%) (P<0,001, em relacdo a todos os outros, exceto entre
eles) (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2: Distribuicdo da frequéncia dos genes KIR na populacéo do estudo.

Positivos (N=377)

Receptores KIR Frequéncia (%)

np
Inibidores

KIR2DL1 358* 94,9
KIR2DL2 175 46,4
KIR2DL3 336* 89,1
KIR2DL5 221* 58,6
KIR3DL1 354* 93,9
Ativadores

KIR2DS1 163 43,2
KIR2DS2 156 41,4
KIR2DS3 85 22,5
KIR2DS4 353* 93,6
KIR2DS5 162 42,9
KIR3DS1 153 40,6
Estruturais

KIR2DL4™ 376 99,7
KIR3DL2" 376 99,7
KIR3DL3* 375 99,5
KIR3DP1* 377 100
Pseudogene

KIR2DP1 360* 95,5

N: ndmero de individuos do estudo; np: nimero de individuos positivos; *KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DLS5,
KIR3DL1, KIR2DS4 e KIR2DP1 versus todos os outros (P<0,0001), exceto entre eles (P>0,05); * : genes

estruturais e inibidores; *: gene estrutural, inibidor e ativador e * : gene estrutural e pseudogene.

5.1.3 Distribuicdo das frequéncias dos ligantes de KIR: HLA (-A; -B e -C) na

populacéo estudada

Dentre os cinco HLA-1 ligantes de KIR analisados, os mais frequentes foram: HLA-C1
(79,6%), seguido de HLA-Bw4 (70,8%) e HLA-C2 (66,8%) (P<0,001, para todos) (Tabela
5.3).
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Tabela 5.3: Distribuicdo das frequéncias dos ligantes de KIR: HLA (-A; -B e -C) na

populacéo do estudo.

Receptores HLA-1

Positivos (N=377)

Frequéncia (%)

no
HLA-C1 300 79,6 °
HLA-C2 252 66,8
HLA-Bw4 267 70,82
HLA-A3 e/ou HLA-A11 88 23,3
HLA-Cw4 119 31,6

N: nimero de individuos do estudo; np: niimero de individuos positivos; * HLA-C1, -C2, -Bw4 versus HLA-

A3/All e -Cw4 (P<0,0001 para todos).

5.1.4 Distribuicdo das frequéncias génicas dos pares KIR-HLA (-A; -B e -C) na

populacéo estudada

Como demonstrado na Tabela 5.4 os pares receptor/ligante mais frequente na
populacdo foram: KIR2DL2 3/C1 (79,6%), seguido dos pares KIR3DL1/Bw4 (66,3%) e
KIR2DL1/C2 (64,4%), (P<0,001 em relacdo a todos, exceto entre eles).

Tabela 5.4: Distribuicdo das frequéncias da associacdo KIR-HLA (-A; -B e -C) em populacéo

de area endémica brasileira de malaria.

Par Receptor-Ligante  Positivos (N=377)

Frequéncia (%)

(KIR-HLA-1) np

Inibidores

KIR2DL1 C2 243 64,4 °
KIR2DL2/3_C1* 300 79,6 °
KIR3DL1 Bw4 250 66,3 ®
KIR3DL2_ A3/All 88 23,3
Ativadores

KIR2DS1 C2 112 29,7
KIR2DS2 C1 125 33,1
KIR3DS1 Bw4 114 30,2
KIR2DS4 Cw4 105 27,8

N: ndmero de individuos do estudo; np: ndmero de individuos positivos; *: soma das frequéncias de
KIR2DL2 C1 e KIR2DL3 C1; * KIR2DL2_C2, KIR2DL2/3_C1, KIR3DL1 Bw4 versus todos 0s outros,

(P=0,0001).
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5.1.5 Distribuicao das frequéncias genotipicas da populacéo estudada

Os genotipos KIR descritos na populacdo estudada foram listados na Tabela 5.5,
juntamente com o nimero total de locos inibidores e ativadores. Dentre os 377 individuos que
participaram do estudo, foram observadas 48 configuracGes genotipicas KIR numeradas de 1 a
48. Os genotipos encontrados na populacdo estdo descritos no banco de dados Allele
frequencies - “BAF” (www.allelefrequencies.net) (103).

O numero total de genes KIR presentes nos genotipos encontrados na populacéo
variou de 8 a 16 genes. Em relacdo ao numero de genes inibidores e ativadores presentes nos
gendtipos houve uma variacdo de 4-7 genes inibidores e 1-6 ativadores. Observamos uma
maior frequéncia na populacdo do gendtipo 42 (30,8%), seguido do 33 (15,2%), 20 (7,4%), 4
(6,1%) e 12 (5,6%) (P<0,0018, para todos) (Tabela 5.5). A propor¢do de genes inibidores ¢
ativadores apresentadas nesses genotipos foram de 5/1, 6/4, 6/2, 7/6 e 7/3, respectivamente.
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Tabela 5.5: Distribuicdo da frequéncia dos geno6tipos KIR observados na populacdo de area

endémica de maléria.

KIR INIBIDORES KIR ATIVADORES PSEUDOGENES

B TOTAL N

Gendtipo DL 3DL 08 Ds| N | N | Razio | 20P | 3DP ID"BAF

; INIB. [ATIV.] INIBIATIV N [ %

71 6 117 o 239 6

71 5 14 10] 265 7

71 4 175 1| 02 1

B 71 5 14 23 610 3

] 1 4 175 5| 133 9

N 1 4 175 2l 0m 80

71 5 14 2| 053 58

N 71 4 175 1] 02 %3

| ] 1 4 175 4 106 18

| E 233 2l 053 %

| 1 4 175 1l oo 13

12° B 71 3 233 21| 557 5

] 1 4 175 1 o A

] 1 3 233 1] o2 P

[ ] 1 2 35 ul 2® 20

6| 6 1 1] 02 87

N 6| 5 12 0,80 70

] 6] 5 12 1] 02 86

] ] 6| 4 4 106 68

0 BE 6l 2 8 743 4

] [ ol 1 5] 133 19

| 6| 4 1l o 113

N 6| 6 3 080 73

N 6| 5 3 080 91

N 6| 5 1 o 3%

] B 6| 4 1 02 112

N ] 6| 4 2l 053 94

| ] N 6| 3 o] 23 71

N 51 5 1 o 81

| ] 5] 4 1] 02 144

] 6| 4 1l o 56

] N 6| 4 6| 159 8

wli] | BE 6| 4 58| 1538 2

] | 6| 3 2l 083 27

] ] ol 2 6| 159 30

] | ] 6| 3 2l 083 17

| ] | ] o 2 4 106 2

| ] | 5| 4 1l 027 75

] ] 51 3 3 o0 69
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Para verificarmos possiveis particularidades na distribui¢cdo genotipica da populagédo
estudada em relagcdo a procedéncia dos individuos, comparamos 0s genotipos dos individuos
oriundos de area endémica (grupo de nativos) e individuos de area ndo endémica (grupo de
migrantes). Observamos que dentre os 48 genoOtipos encontrados na populacdo, 27 (57%)
estavam presentes apenas no grupo de nativos, 5 (10%) apenas em individuos oriundos de
area ndo endémica (migrantes) e 16 (33%) foram encontrados tanto no grupo dos nativos
guanto nos migrantes (P<0,001, para todos) (Figura 5.1). Dentre os 27 gendtipos exclusivos

do grupo dos nativos, 19 (70%) apresentavam frequéncia menor que 2% (Figura 5.2).

Genotipos
Comuns

(N=310)

24569,
10,12,15,

2024v28|

32,33,35,
4247

16/48 (33%)

N= individuos positivos; nimeros de gendtipo apresentados / total de gendtipos encontrados (porcentagem).

Figura 5.1: Distribui¢éo dos genotipos na populagéo estudada.
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Figura 5.1: Distribuicdo das frequéncias dos genotipos nos individuos nativos e migrantes.
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Um fato curioso observado quando analisamos os dados epidemioldgicos dos

individuos do grupo dos nativos que apresentam gendtipos exclusivos e dos individuos com

genotipos ndo exclusivos, foi que os individuos que apresentam gendtipos exclusivos tinham

menos malarias anteriores (4 £ 4) quando comparados aos que apresentam gendtipos nao

exclusivos (13 £ 13) (P<0,0001) e podemos observar também que os portadores de gendtipos

exclusivos apresentavam um maior tempo desde a ultima maléria (59 + 23), quando

comparados aos portadores dos genotipos ndo exclusivos (36 + 33) (P=0,02).

Quando analisamos as frequéncias dos gendtipos comuns a ambos os grupos, a fim de

verificarmos possiveis diferencas na distribuicdo genotipicas entre os grupos, observamos

uma maior frequéncia do genotipo 33 no grupo dos nativos quando comparado aos dos
migrantes (P<0,01) (Tabela 5.6).

Tabela 5.6: Distribuicdo dos gendtipos comuns entre 0s grupos de nativos e migrantes.

Individuos
Genotipos  Nativos (N=297) Migrantes (N=80) Valores de P
np np
2 6 4 0,6
4 22 2 0,91
5 4 1 0,8
6 1 1 0,5
9 2 2 0,5
10 1 1 0,5
12 15 6 0,75
15 6 4 0,6
20 20 8 0,71
24 1 2 0,33
28 5 4 0,55
32 5 1 0,83
33 48 10 <0,01
35 3 3 0,5
42 96 20 0,82
47 4 2 0,66
Outros* 59 9 0,86

N: nimero de individuos do estudo; np: nimero de individuos positivos; *: incluem todos os genétipos cuja
frequéncia é igual a zero em quaisquer dos grupos (1, 3, 7, 8, 11, 13, 14, 16-19, 21-23, 25-27, 29-31, 34, 36-41,

43-46 e 48).
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Dentre os 377 individuos que participaram do nosso estudo alguns relataram infecgdes
prévias por apenas uma espécie plasmodial: 32 (8,5%) somente por P. falciparum, 83 (22%)
somente por P. vivax. Ao verificarmos possiveis particularidades na distribuicdo genotipica
desses individuos, observamos que ndo houve diferenca na frequéncia genotipica entre 0s
individuos que relataram infecc¢Ges prévias somente por P. falciparum ou P. vivax e dos que
relataram ambas. Entretanto, os gendtipos 7, 9 e 38 foram encontrados somente no grupo dos
individuos que relataram infeccdo por P. falciparum, os genotipos 22, 25 e 48 estavam
presentes apenas no grupo dos individuos que relataram malaria por P. vivax enquanto 0s
gendtipos 3, 8, 13, 15, 31, 35, 41, 44, e 47 foram encontrados no grupo dos individuos que
relataram maléria pelas duas espécies. Como observados anteriormente na populagdo os
genotipos 33 e 42 foram os mais frequentes nos trés grupos (P<0,004 ¢ P<0,0003,

respectivamente, para todos) (Tabela 5.7).
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Tabela 5.7: Distribuicdo dos genotipos na populacdo estudada em funcdo de infeccOes

prévias de maléria

KIR Inibidores KIR Ativadores Razdo

Genétipos  Infeccdes anteriores
Ne Ne INIB/ATIV

P. falciparum P.vivax  P. falciparum e P. vivax

np/% np/% np/%
1 0 4/5 1/0,5 8 6 1,33
2 0 171 412 8 5 1,6
3 0 0 2/1 8 4 2
4 4/12,5 2/2,4 12/6,4 8 5 1,6
5 1/3 11 1/0,5 8 4 2
7 1/3 0 0 8 5 16
8 0 0 1/0,5 8 4 2
9 1/3 0 0 8 4 2
10 216,25 0 2/1 8 3 2,67
12 2/6,25 3/3,7 13/7 8 3 2,67
13 0 0 1/0,5 8 4 2
14 0 6/7,2 5/2,7 8 3 2,67
15 0 0 1/0,5 8 2 4
16 0 2/2,4 3/1,6 7 6 1,17
17 0 11 1/0,5 7 5 1,4
18 216,25 0 4/2 7 5 14
19 1/3 7/8,4 21/11 7 4 1,75
20 1/3 11 0 7 2 35
22 0 11 0 7 4 1,75
23 1/3 11 0 7 6 1,17
25 0 11 0 7 5 14
26 0 22,4 1/0,5 7 4 1,75
27 1/3 11 52,7 7 4 1,75
31 0 0 1/0,5 7 4 1,75
32 0 3/3,7 2/1 7 4 1,75
33 6/19 10/12 29/15,5 7 4 1,75
35 0 0 412 7 2 35
37 0 11 21 7 2 35
38 1/3 0 0 6 4 15
39 0 171 1/0,5 6 3 2
40 0 11 1/0,5 6 3 2
41 0 0 1/0,5 6 2 3
42 10/31 27/32,5 54/29 6 1 6
44 0 0 1/0,5 6 5 12
45 1/3 11 1/0,5 6 5 1,2
46 0 3/3,7 211 6 4 15
47 0 0 1/0,5 5 4 1,25
48 0 171 0 5 2 25
N 32 83 187

np: namero de individuos positivos; N: nimero de individuos estudados; Razéo INIB/ATIV: nimero de genes

inibidores /n° de genes ativadores presentes no genétipo.
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5.1.6 Correlacdo entre a proporcdo de genes inibidores e ativadores (razéo

INIB/ATIV) dos gendtipos exclusivos do grupo nativo com os dados epidemioldgicos

Com o objetivo de avaliar se a proporcdo de genes inibidores e ativadores presentes
nos gendtipos encontrados na populacdo poderia estar atuando como um fator de
susceptibilidade a malaria, primeiramente definimos essa proporcdo através da razdo de
namero de genes inibidores sobre ativadores (INIB/ATIV) da populacdo e correlacionamos
esta razdo INIB/ATIV com as variaveis indicadoras de exposicao/susceptibilidade/protecéo a
maldria (idade, tempo de residéncia em area endémica, nimero de malarias anteriores e tempo
desde a ultima infecgcdo). N@o encontramos nenhuma correlacdo entre a razdo INIB/ATIV da
populacéo e suas varidveis indicadoras de exposi¢cdo/susceptibilidade/protecdo (P>0,05, para
todos). Curiosamente quando analisamos a razdo INIB/ATIV dos genétipos presentes apenas
no grupo dos nativos e os dados epidemioldgicos destes individuos, observamos correlacéo
negativa entre a razao INIB/ATIV e o nimero de malérias anteriores (r= -0,3043; P=0,02) e
tempo desde a Gltima maléria (r= - 0,3244; P=0,02). Ndo encontramos correla¢cdes quando
confrontamos a razdo INIB/ATIV do grupo dos nativos com idade e tempo de residéncia em
area endémica, (P>0,05, para todos). Esses dados sugerem que quanto mais genes inibidores
os individuos apresentam em seu gendtipo, menos malarias eles tem e menor é o tempo da

ultima infeccéo (Figuras 5.3 e 5.4).

P=0,02; 1C95%= -0,5294 a - 0,04501
25 r=-0,3043

204
154
10+

0 i .
0 1 2 3

INIB/ATIV
Raz&o INIB/ATIV

N° de malarias anteriores

Razdo INIB/ATIV: nimero de genes inibidores presentes no gendtipo/nimero de genes ativadores.

Figura 5.3: Correlacdo entre a razdo INIB/ATIV dos gendtipos exclusivos do grupo dos

nativos e numero de malarias anteriores.
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Figura 5.4: Correlacdo entre a razdo INIB/ATIV dos gendtipos exclusivos do grupo dos

nativos e tempo desde a Ultima malaria (meses).

5.2 Grupo de individuos infectados

5.2.1 Perfil do grupo dos individuos com malaria

Como demonstrado na Tabela 5.7, dos 93 individuos com maléria, 64 (69%) estavam
infectados com P. vivax, 28 (30%) com P. falciparum e 1 (1%) com ambas as espécies. A
maioria dos individuos com malaria era do sexo masculino (68%) (P<0,0001) e a média de
idade dos individuos era de 30 anos. Segundo os relatos dos individuos, eles residiam em area
endémica de malaria em média ha 26 anos, ndo diferindo estatisticamente da média de
residéncia dos individuos sem malaria. Quanto a histéria pregressa de malaria, foi relatada
uma média de 5 episodios, diferindo estatisticamente da média relatada pelos individuos sem
maldria (10 episddios) (P = 0,035).

Como previamente descrito no Material e métodos, foram realizadas coletas de sangue
nos individuos com malaria em dois momentos distintos. A primeira coleta foi no dia do
diagndstico e antes do inicio do tratamento (DO) e outra 15 dias ap6s o diagnéstico (D15),
guando os individuos ja haviam terminado o tratamento. A média de parasitemia dos
individuos em DO foi de 2124,2 parasitas/uL de sangue e todos os individuos apresentavam
pelo menos um dos sintomas da triade malarica: febre (78%), cefaléia (93%) e calafrio (69%).
Em D15 nenhum dos individuos apresentava parasitas circulantes e sintomatologia (Tabela
5.7).
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Ao avaliarmos os niveis plasmaticos de IFN-y dos individuos do grupo com malaria
observamos que esses estavam mais elevados em D15 (N=56; 260+358) quando comparados
com DO (N=71; 142 + 159) (P=0,0003) (Figura 5.5 e Tabela 5.7). Considerando os niveis
plasmaticos de IFN-y acima de 55 pg/mL (cut-off =X + 2DP dos controles) como positivos,
observamos que ndo ha diferenca na frequéncia de individuos positivos entre DO 55% (N=40)
e D15 70% (N=50) (P>0,05) e nem nos niveis plasmaticos entre os individuos positivos de DO
(x = 229,3; DP=168,1) e D15 (X = 286,6; DP=370,6) (P>0,05). Ndo observamos correlacdo
entre niveis plasmaticos de IFN-y e de parasitemia dos individuos com maléria (r= 0,2609;
P>0,05).
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Tabela 5.8: Resumo do perfil clinico, epidemioldgico e parasitolégico dos individuos com

maléria.
Género
Feminino (N/%) 30/32
Masculino (N/%) 63/68
Total 93
Idade (X +DP) 3011
Espécie plasmodial infectante
P. vivax (N/%) 64/69
P. falciparum (N/%) 28/30
P.vivax/P. falciparum (N/%) 1/1
Inicio da sintomatologia (X + DP) 3+2
Histdria pregressa de malaria 5+4
(X + NP
Anos de residéncia em area endémica de 26 + 12
malaria (X + DP)
Parasitemia (Parasitas/pL de sangue) 21242
Média geométrica (IC 95%) (1.572 - 2.893)
IFN-y pg/mL
DO (X +DP) 142 + 159
D15 (X +DP) 260 * 358
Sintomas
Febre (N/%) 73/78
Cefaléia (N/%) 87/93
Calafrio (N/%) 64/69

X : média; DP: desvio padrédo; N: nimero de individuos e IC: Intervalo de confianca.

P <0.0001
P=0,0003 P<0.0001
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Figura 5.5: Niveis plasméticos de IFN-y em individuos com malaria.
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5.2.2 Distribuicao génica dos receptores KIR, dos ligantes HLA (-A; -B e -C) e dos pares

KIR-HLA (-A; -B e -C) em funcéo da infeccdo malérica

Ao analisarmos a distribuicéo das frequéncias dos genes KIR, HLA (-A; -B e -C) e dos

pares KIR-HLA em funcdo da infeccdo malarica ndo observamos nenhuma associagdo entre a

distribuicdo das frequéncias desses genes com a presenca ou auséncia de infec¢bes (P>0,05,
para todos) (Tabelas 5.8, 5.9 e 5.10).

Tabela 5.9: Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR em funcéo da infeccdo malarica.

Individuos
Receptores KIR -~ alaria (N=93)  Sem malaria (N=284) _ valoresdeP
% %
Inibidores
KIR2DL1 100 63,7 0,26
KIR2DL2 41,9 79,2 0,22
KIR2DL3 94,6 68,3 0,26
KIR2DL5 51,6 30,6 0,22
KIR3DL1 100 35,2 0,24
Ativadores
KIR2DS1 21,5 50,3 0,21
KIR2DS2 93,5 24,3 0,24
KIR2DS3 36,6 17,9 0,23
KIR2DS4 93,5 93,7 0,25
KIR2DS5 100 24,3 0,21
KIR3DS1 100 21,1 0,25
Estruturais
KIR2DL4* 100 22,5 0,25
KIR3DL2* 36,6 31,3 0,25
KIR3DL3* 39,8 29,6 0,25
KIR3DP1* 100 100 0,25
Pseudogene
KIR2DP1 100 94 0,26

N: nimero de individuos estudados; *: genes estruturais e inibidores; *: gene estrutural, ativador e inibidor; *:

gene estrutural e pseudogene.
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Tabela 5.10: Distribuicdo das frequéncias dos ligantes de KIR: HLA (-A; -B e -C) em fungéo
da infeccdo malarica.

Individuos
Receptores HLA - “com ™ malaria (N=93) Sem malaria (N=284)  valores deP
% %
HLA-C1 81,7 78,9 0,25
HLA-C2 66,7 66,9 0,25
HLA-Bw4 66,7 72,2 0,23
HLA-A3_All 25,8 22,5 0,27
HLA-Cw4 27,9 32,6 0,23

N= nlmero de individuos estudados

Tabela 5.11: Distribuicdo das frequéncias dos pares KIR-HLA (-A; -B e -C) em funcéo da

infeccdo malarica.

Individuos
KIR-HLA Com malaria (N=93)  Sem malaria (N=284)  Valores de P
% %
KIR ativadores
KIR2DL1 C2 66,7 63,7 0,25
KIR2DL2/3_C1* 80,6 79,2 0,25
KIR3DL1 Bw4 60,2 68,3 0,25
KIR3DL2_A3A11 25,8 22,5 0,27
KIR inibidores
KIR2DS1 C2 26,8 30,6 0,22
KIR2DS2 _C1 26,8 35,2 0,2
KIR3DS1 Bw4 26,8 31,3 0,22
KIR2DS4 Cw4 22,6 29,6 0,2

N: nimero de individuos estudados; *: soma das frequéncias de KIR2DL2_C1 e KIR2DL3_C1.
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5.2.3 Distribuicao dos genotipos KIR em funcéo da infeccdo malarica

Dentre os 93 individuos infectados observamos uma maior frequéncia do gendtipo 42

(P=0,001), enquanto que no grupo dos individuos sem maléaria o genétipo 33 foi 0 mais
frequente (P=0,025) (Tabela 5.12).

Tabela 5.12: Distribuicéo das frequéncias dos genotipos KIR em funcéo da infec¢do malarica.

Individuos
Genotipo  Com maldaria (N=93) Sem malaria (N=284) Valores de P

np /% np /%
1 1/1,1 7125 0,12
2 2122 8/2,8 0,2
4 9/9,7 17/6,0 0,34
7 1/11 1/04 0,5
9 1/1,1 3/1,1 0,25
12 5/5,4 15/5,3 0,25
13 1/11 1/04 0,5
15 1/11 6/2,1 0,14
17 1/1,1 3/1,1 0,25
19 3/3.2 1/04 0,75
20 8/8,6 24185 0,25
27 1/11 210,7 0,33
28 1/1,1 8/28 0,11
32 2122 47114 0,33
33 11/11.8 49 /17,3 0,025
34 1/1,1 1/0,4 0,5
35 1/1,1 210,7 0,33
37 1/1,1 3/11 25
42 37/39,8 791278 0,001
Outros 5/5,4 50/17,6 0,09

np: nimero de individuos positivos para o respectivo genotipo; *: Incluem todos os genotipos cuja frequéncia é
igual a zero em quaisquer dos grupos ( 3, 5, 6, 8, 10, 11, 14, 16, 18, 21, 22, 24- 26, 29- 31, 36, 38- 40, 43- 48).
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Quando analisamos os dados epidemiologicos dos individuos que apresentam 0s
gendtipos 33 e 42 observamos que nos individuos portadores do genotipo 42 ha: a)
predominio de infecgdo por P. vivax (11Pf/26Pv, gendtipo 42 versus 4Pf/7Pv, gendtipo 33;
P<0,0001); b) niveis plasmaticos de IFN-y mais elevados em DO; c) tendéncia de niveis de
parasitemia mais elevados (P>0,05) e d) maior tempo de residéncia em area endémica de
malaria (P=0,02) (Tabela 5.12).

Tabela 5.13: Perfil epidemioldgico e parasitologico dos individuos do grupo com malaria

portadores dos gendtipos 33 e 42.

Genotipos
33 42 Valores de P
(np=11) (np=37)

INIB 6 5 0,62
ATIV 4 2 0,63
Razdo INIB/ATIV 15 2,5
Parasitemia parasitas/ pL de sangues
(X £DP) 2374+3238  3838+4311 0,196
IFN- vy pg/mL

DO 142,3 + 159 229 + 168 0,001"
D15 260 * 359 287 £ 370 0,339
Espécie Plasmodial
P . falciparum (n/%) (4/37) (11/30) O’Of_
0,009
P .vivax (n/%) (7/63) (26/70) 0,0001*

Idade (X + DP) 30+10 29+11 0,96
Tempo de residéncia em &rea endémica (anos)

(X +DP) 21+11 28+95 0,02*
NUmero de malarias anteriores (X + DP) 4+4 7+8 0,21
Tempo desde a Gltima maléria (meses)

14+21 42 £ 81 0,31

(X £DP)

INIB: nimero de genes inibidores presentes; ATIV: nimero de genes ativadores presentes; Razdo INIB/ATIV:
n° de genes inibidores / n° de genes ativadores; np= nimero de individuos positivos; X : média; DP: desvio
padrdo;*: Tempo de residéncia em area endémica gen6tipo 33 versus 42; * : frequéncia de P. falciparum do
gendtipo 33 versus 42; * : frequéncia de P. vivax do gendtipo 33 versus 42; = : frequéncia de P. vivax versus P.
falciparum no gendtipo 42; °: niveis plasmaticos de IFN-y em DO de individuos com genétipo 33 versus

gendtipo 42.
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5.2.4 Relagdo entre os genotipos KIR, niveis plasmaticos de IFN-y, niveis de

parasitemia e dados epidemioldgicos

Ao avaliarmos a correlagdo entre a proporcdo de genes inibidores e ativadores
encontrados nos individuos com malaria (razdo INIB/ATIV) e os dados parasitologicos,
epidemioldgicos e os niveis plasmaticos de IFN-y desses individuos, ndo observamos
nenhuma correlacdo entre a razdo INIB/ATIV e as variaveis indicadoras de
exposicao/susceptibilidade/protecdo a doenca (idade, tempo de residéncia em area endémica,
numero de malarias anteriores e tempo desde a ultima malaria) (P>0,05, para todos) (Tabela
5.13). Entretanto uma correlacdo positiva foi observada com os niveis de parasitemia (DO;
P=0,001; r= 0,3262; 1C95%= 0,1252 - 0,5015) e os niveis plasmaticos de IFN-y (D15;
P=0,013; r=0,3328; 1C95%= 0,066 - 0,555) (Figura 5.6 e 5.7).
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Tabela 5.14: Niveis de parasitemia e niveis plasmaticos de IFN-y em fung¢do do genétipo dos individuos com malaria.

Geno6tipos
Parametros
2 4 7 9 12 13 17 19 20 23 26 27 28 30 32 33 41 42
(np=2) (np=9) (np=1) ___(np=1) __(np=5) (np=1) ___(np=1) (np=3) (np=7) (np=1) (np=1) _(np=1) _ (np=1) (np=1) _(np=2) (np=11) (np=1) (np=37)
INIB 7 7 7 7 7 7 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6 5 5
ATIV 5 5 5 5 3 5 5 4 2 5 4 4 3 4 4 4 2 2
Razéo INIB/ATIV 14 14 14 14 2,33 1,4 1,2 15 3 1,2 15 15 2 1,25 15 15 25 25
Parasitemia parasita/ pL
— 3269+4594 2127+2897 1758 3338 43165060 199 2120 2322+1835 468916384 11546 3013 736 1540 1108 85727171 2374 +3238 944 3838 + 4311
de sangue ( X + DP)
Espécie
P . falciparum (n/%) 4/44 1/100 1/100 5/100 1/100 1/100 3/100 1/12 1/100 1/100 1/100 1/100 1/100 4/37 1/100 11/30
P . vivax (n/%) 217100 5/56 7188 2/100 7163 26/70
Idade (M+ DP) 37424 25+8 54 35 3249 16+0 22 21+7 39+12 26 38 29 38 27 34+15 30+10 16 29+11
Tempo de residéncia em
area endémica (anos) ( X 79 32+14 44 22 27+12 240 22 2117 25+11 16 37 29 23 23 22+1 21+11 16 28+95
+DP)
NOmero de  malérias
— 3/0 5+3 5 1 1+1 0 2 344 76 10 4 4 1 120 8+3 19+12 6 7+8
anteriores ( X % DP)
Tempo desde a Ultima
= 10/14 6+8 7 198 19420 0 1 345 47112 1 1 60 5 18 76 14+21 8 42 +81
malaria (meses) (X =+
np=1 np=7 np=1 np=1 np=4 np=1 np=1 np=3 np=5 np=1 np=1 np=1 np=1 np=1 np=2 np=7 np=1 np=32
IFN-y DO pg/ mL (X
34 142+130 143 483 55+15 231,87 44,19 182+88 189+217 302,54 51 95 47,06 2 56,9+ 21,8 57422 34,38 202+160
DP)
IFN-y D15 pg/ mL (X #
85 213+180 429 84463 52,67 286+179 572+1032 32 100,31 68,8+13,9 69+14 241+230

DP)

np: nimero de individuos positivos; INIB: nimero de genes inibidores presentes; ATIV: nimero de genes ativadores presentes; INIB/ATIV: n® de genes inibidores / n° de genes ativadores;

X : média; DP: desvio paddo
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Figura 5.6: Correlacédo entre a razdo INIB/ATIV dos gen6tipos em relacéo a parasitemia.
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Figura 5.7: Correlacdo entre a razdo INIB/ATIV dos genétipos em relacdo aos niveis
plasmaticos de IFN-y D15.

70



Ao avaliarmos os niveis plasmaticos de IFN-y, niveis de parasitemia ¢ os dados
epidemiologicos em funcdo da razdo INIB/ATIV dos individuos do grupo com maléria,
observamos que as parasitemias dos individuos que apresentavam a razdo INIB/ATIV acima
da mediana (> 2,5 - valor que corresponde ao percentil 75 da razdo INIB/ATIV) eram
maiores quando comparadas com as dos individuos que tinham razdo INIB/ATIV abaixo
deste valor (P=0,009). O mesmo foi observado com IFN-y em D15 ¢ com o nimero de
malérias anteriores, onde os individuos com a razdo INIB/ATIV acima da mediana
apresentavam maiores niveis de IFN-y e um maior niimero de malarias anteriores, quando
comparadas com os dos individuos que tinham razdo INIB/ATIV abaixo desse valor
(P=0,003 e P=0,021, respectivamente) (Tabela 5.14). Estes dados sugerem que quanto mais
genes inibidores presentes no genotipo menor o controle no desenvolvimento da doenca, e

maior a susceptibilidade a infec¢do malarica.
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Tabela 5.15: Parasitemia, niveis plasmaticos de IFN-y e dados epidemiolégicos em fungdo da razdo INIB/ATIV dos genotipos dos individuos

com maléria.
Razao INIB/ATIV
>2,5" (N=47) < 2,57 (N=45) Valores de P
Espécie
P . falciparum (n/%) 14730 147/ 31 0,8831
P . vivax (n/%) 33/70 31/69 0,8903
_ 31+12 29+11 0,3834
Idade ( Xt DP)
o ) o 26+11 26+13 0,5655
Tempo de residéncia em area endémica (anos) ( £DP) X
] ] 77 415 0,0213
NUmero de malérias anteriores ( + DPYX
) ) . 39+82 19437 0,0085*
Tempo desde a Gltima malaria (meses) (£ DP)X
211+183 104 +131 0,0511
IFN-y DO pg/ mL ( + RP)
460 + 206 228 + 377 0,0031°
IFN-y D15 pg/ mL ( = ®P)
Parasitemia parasita/ UL de sangue ( * DP)X 4271 + 4736 2327 £ 3279 0,0094"

N: nimero de individuos estudados; X : média; DP: desvio padrdo; : 2,5 - valor corresponde ao percentil 75 da razdo INIB/ATIV; *:tempo desde a Gltima malaria

>2,5) versus tempo desde a Gltima maléria (< 2,5), P<0,05; € IFN-y D15 (> 2,5) versus IFN-y D15 (< 2,5), P<0,005 e *: parasitemia (> 2,5) versus parasitemia (< 2,5).



5.2.5 Perfil epidemioldgico, niveis plasmaticos de IFN-y e parasitemia dos individuos

de acordo com a espécie plasmodial infectante

Ao avaliarmos os individuos por espécie plasmodial infectante (Tabela 5.15), observa-
se que dos 93 individuos com maléria, 64 (69%) estavam infectados com P. vivax, 28 (30%)
com P. falciparum e 1 (1%) com ambas as espécies. Ndo observamos diferencas
estatisticamente  significantes em  relagdo as  varidveis  indicadoras  de
exposicao/susceptibilidade/protecdo (idade, tempo de residéncia em &rea endémica, nimero
de malérias anteriores e tempo desde a Gltima malaria), os niveis plasmaticos de IFN-y e

parasitemia (P>0,05, para todos).

Tabela 5.16: Perfil epidemioldgico dos individuos de acordo com a espécie plasmodial

infectante.
Grupos
Pv Pf Valores de P
(N=64) (N=28)
IFN-y pg/mL
DO 128+152 174£173 0,3747
D15 242+403 321+208 0,277
Parasitemia (parasitas/pL de sangue) 1174,57 1017,11 06723
Média geométrica (IC 95%) (1041-2381)  (916-2611)
Tempo de Residéncia em area endémica (anos) 25+116 274125 0,7372
(X £DP)
Idade (X +DP) 266+114 30,2+ 11,7 0,7309

NuUmero de infeccdes maléricas anteriores
(X £DP)
Tempo desde a Gltima malaria (meses) (X + DP) 19,67+ 48,1 53 +92 0,0698

6,23 +6,85 4,86 + 4,20 0,6591

IC95%: Intervalo de confianca; Pv: individuos infectados com P. vivax; Pf: individuos infectados com P.

falciparum; X : média; DP: desvio padrdo
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5.2.5.1 Correlacgdo entre razdo INIB/ATIV dos genotipos dos individuos dos grupos

Pv e Pf com os dados epidemioldgicos, niveis plasméticos de IFN-y e parasitemia

Ao avaliarmos a relagéo entre a proporcdo de genes inibidores e ativadores (razdo
INIB/ATIV) encontrados nos individuos dos grupos Pv e Pf e os dados parasitolégicos,
epidemioldgicos e os niveis plasmaticos de IFN-y, nenhuma correlagio foi observada
(P>0,05, para todos).

5.2.7 Distribuicéo das frequéncias dos genes KIR em funcéo dos seus ligantes nos

individuos com malaria

Ao avaliarmos a associacdo entre a presenca dos pares KIR-HLA (-A;-B e -C) e os
niveis plasméaticos de IFN-y e parasitemia, nenhuma associagdo foi encontrada entre a
presenca desses pares e 0s niveis plasmaticos de IFN-y (P>0,05). Em relacdo a parasitemia,
observamos que ela apresentava-se aumentada apenas nos individuos portadores dos genes
KIR2DS2 e HLA-C1 (KIR2DS2 _C1) (3954 * 4620) quando comparados com os individuos
portadores do gene KIR2DS2, porém sem seu ligante (HLA-C1) (3334 + 4336) (P=0,01;
1C95%: 0,08161-0,8712) (Tabela 5.17).
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Tabela 5.17: Niveis plasmaticos de IFN-y e parasitemia em fungdo da presenca dos pares
KIR-HLA e/ou HLA-CL1.

HLA-Ligante

Parasitemia IFN-y DO IFN-y D15
KIR HLA  parasitas/pL (X + DP) pg/mL (X *DP) pg/mL (X +DP)

Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente

(np) (np) (np) (np) (np) (np)

3622 + 4345 3543 + 4435 158,6+171,2 108,5+99,91 2885+ 383 193,7 + 158
KIR2DL2/3 C1

(96) (59) (56) (11) 47) (36)

3954 + 4620* 3334 + 4336 144,3 + 738,7 1425+ 146,0 3255 +564,8 103,1+113,1
KIR2DS2 c1

(61) (41) (21) (8) 17 (13)

3102 + 4031 3560 *+ 4249 83,49 + 89,3 9545 + 106 114,8 +138,2 1828 + 157,7
KIR2DL1 Bw4

(56) (35) (38) (23) (29) (20)

3248 + 4200 3157 +4859 128 + 147,7 224,44+ 1936 175,1 +1786 261,1 + 357,7
KIR3DL1  A3All

(44) (58) (34) (32) (44) (24)

3445 + 4730 3243 £3876 161,13 + 146 186,4 +176,6 101,6 + 91,2 249+417
KIR2DL2 C2

(25) (19) (25) (20) 17 (15)

2273 + 2772 3061+3523 1359 + 140,8 46,35 +* 6,9 1419 + 176 97,99 + 32,1
KIR2DS1 C2

(24) 17) (24) (16) (20) (16)

1835 + 2280 346 +4761 109,06 + 103,1 + 113 83,77 = 29 1425+146
KIR3DS1 Bw4

(26) (19) 130,3 (23) (15) (19) (9)

208242627 2739 + 4532 213,7+£187,6 83,61 + 80,9 335,7+487,6 133,7 + 167,1
KIR2DS4 Cw4

27) (55) a7) (35) (19) (26)

X : média; DP: desvio padrdo; np:nimero de individuos positivos; *: KIR2DS2
1C95%: 0,08161-0,8712).

_C1 versus KIR2DS2 (P<0,01
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6. Discussao

No presente estudo nds procuramos caracterizar o perfil das frequéncias génicas dos
receptores KIR e seus ligantes presentes em uma populacdo naturalmente exposta a malaria e
identificar uma possivel associacdo entre esses genes e a ocorréncia e a evolucdo da infeccao
malarica.

Na andlise do perfil das frequéncias génicas dos receptores KIR e de seus ligantes na
nossa populacdo de estudo observamos, em relacdo as frequéncias dos genes KIR, que os
genes KIR2DL1, KIR3DL1, KIR2DS4, KIR2DL3 foram os mais prevalentes (acima de 89%).
Essas altas frequéncias sdo similares as encontradas em outras regifes brasileiras (Mato
Grosso, Para, Parana, Belo Horizonte e Rio de Janeiro) (104, 105, 106, 107). Quanto as
frequéncias dos genes HLA-I, ligantes do KIR, observamos uma alta prevaléncia dos genes
HLA-C1, HLA-Bw4 e HLA-C2 (acima de 65%). Essas freqiiéncias também foram similares
as encontradas em estudos realizados em diferentes regides brasileiras (Bahia e Porto
Alegre) (106 108). Em relacdo a distribuicdo das frequéncias dos pares KIR-HLA, os pares
KIR2DL2_3/C1 (80%), KIR3DL1/Bw4 (66%) e KIR2DL1/C2 (64%) foram os mais
prevalentes. Em um unico trabalho sobre prevaléncia de pares KIR-HLA, que foi realizado na
populacdo do Parana (106), a alta frequéncia do par KIR2DL2_3/C1 também foi relatada.
Entretanto, contrariamente ao observado na nossa populacdo de estudo, as frequéncias dos
pares de KIR3DL1/Bw4 (2,4%) e KIR2DL1/C2 (27%) na populagdo do Parana eram baixas.

As altas frequéncias dos pares KIR2DL2_3/C1, KIR3DL1/Bw4 e KIR2DL1/C2 na nossa
populacdo de estudo pode ser justificada pela elevada ocorréncia dos respectivos genes
(receptores e ligantes) isoladamente (104, 106, 107). Esses dados corroboram a idéia da
coevolugédo entre os genes KIR e HLA sustentadas por diversos trabalhos (109 110). Em
resumo, nossos dados sugerem que a distribuicdo das frequéncias dos genes KIR e HLA (-
A, -B e -C) da populacdo de Porto Velho ndo difere da observada em outras regides
brasileiras.

Diversos estudos relatam a relacdo de receptores de células NK, particularmente 0s
receptores KIR e seus ligantes, com a susceptibilidade e o curso clinico de diversas
patologias (87-91 96). Entretanto, em nosso estudo ao avaliarmos as frequéncias dos genes
KIR, HLA
(-A, -B e —C) e dos pares KIR-HLA (-A, -B e -C) entre os grupos de individuos com e sem

malaria nenhuma associagdo foi observada. Esses resultados sdo divergentes daqueles
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publicado por Taniguchi e col.(96), no qual uma maior freqiiéncia dos genes KIR3DL1/S1 e
KIR2DS4 foi associada a infeccdo por P. falciparum (llhas Salomé&o). Sugerindo, portanto,
que esses genes possam ser marcadores de susceptibilidade & malaria nessa populagéo.

Inimeros trabalhos demonstram que as frequéncias genotipicas podem variar
enormemente entre as populagdes, como resultados de diferentes pressdes seletivas, além da
deriva genética, do fluxo génico e do efeito fundador (104, 105, 111, 112, 113). Em nosso
estudo foram caracterizados 48 gendtipos KIR, dentre os mais de 300 geno6tipos ja descritos
na literatura (83). Dentre 0s gendtipos caracterizados, observamos uma maior frequéncia dos
gendtipos 42/BAF-1 (30,8%) e 33/BAF-2 (15,2%) (Tabela 5.5). Todos os gendtipos por nos
encontrados apresentam distribuicdo cosmopolita, porém com frequéncias que variam inter e
intrapopulagdes (104, 106). Essas variagBes podem estar associadas & agdo de fatores
evolutivos e/ou efeitos demograficos.

Visto que nossa area de estudo é caracterizada por intensas migracdes internas, intra e
inter-regionais (99), comparamos a distribuicdo das frequéncias genotipicas dos receptores
KIR dos individuos oriundos de &rea ndo endémica (grupo dos migrantes) com a dos
individuos nativos de area endémica (grupo dos nativos) que apresentam uma forte
descendéncia amerindia. Foi interessante observar que o grupo dos nativos apresentava uma
maior variabilidade de gendtipos (43/48) e que um grande nimero desses genotipos (27/43)
sO ocorriam neste grupo, 0s quais denominamos gendtipos exclusivos do grupo dos nativos.
No grupo dos migrantes, além da menor variabilidade genotipica (21/48), apenas 5 genotipos
foram caracteristicos desse grupo (exclusivos do grupo dos migrantes) (Figura5. 1). Uma
das explicacbes para essa diferenca pode envolver mecanismos evolutivos dentre eles a
deriva génica que, ao contrario do que poderia ocorrer na populacdo de migrantes,
desempenharia um importante papel na determinacdo da diversidade genética da populacéo
nativa (114). Cabe ressaltar que os geno6tipos exclusivos do grupo dos nativos sao frequentes
nas populacbes da Asia, das Américas do Norte, Central e do Sul. Além disso, dentre os
genotipos comuns aos dois grupos, o 33/BAF-2 é mais prevalente no grupo dos nativos e
apesar de ser cosmopolita, como citado anteriormente, estd fortemente associado a
populagdes amerindias da Asia e Américas Central e Sul. Esse fato corrobora a idéia da
origem da populacdo das Américas estarem intrinsecamente relacionadas a migracdo de
asiaticos para o continente americano ha 11-12 mil anos atras (115).

Vérios trabalhos descrevem a relagdo entre determinados genotipos e a incidéncia e a
evolucéo clinica de diversas patologias (89-91). Para avaliarmos se 0s genétipos encontrados

em nossa populacdo estavam associados a uma maior susceptibilidade ou protecdo a malaria
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utilizamos os seguintes parametros: infeccdo atual, relatos do nimero de malarias anteriores,
do tempo desde a ultima infeccdo e das espécies plasmodiais contraidas em episodios
prévios. Observamos uma maior prevaléncia do gendtipo 42 (BAF-1) no grupo dos
individuos com malaria e do gendtipo 33 (BAF-2) no grupo dos individuos nédo infectados
(Tabela 5.12). Esses dados sugerem que genotipo 42 possa ser considerado marcador de uma
maior susceptibilidade a maléria enquanto o 33 de uma maior protecdo, em nossa populacdo
de estudo. Em estudo semelhante, realizado nas Ilhas Saloméo, o genotipo 42 também foi
associado a susceptibilidade a malaria (96). Um fato curioso em relacdo as espécies
plasmodiais infectantes, & que apesar de ndo observarmos diferenca na distribuicdo das
frequéncias genotipicas em funcdo das espécies plasmodiais contraidas em episddios
anteriores, determinados genétipos sO ocorreram em grupos que relataram malérias
unicamente por P. falciparum (genétipos 7, 9, 38, n=4/32) ou por P. vivax (genotipos 22, 25,
48, n=6/83). Entretanto, o tamanho amostral € muito pequeno para inferir hipoteses a partir
desses dados. Também observamos, no grupo dos nativos, que os individuos portadores dos
genotipos exclusivos relataram um menor nimero de infecgdes malaricas (4 versus 13) e um
maior periodo de tempo em relagdo a ultima infeccdo (59 versus 26, meses) quando
comparados aos individuos do mesmo grupo, porém ndo portadores desses genoétipos
(P=0.0001 e P=0.01, respectivamente). Esses dados sugerem que 0s genotipos exclusivos,
herdados pela populacdo nativa de Porto Velho, possam ter representado um importante
papel na sobrevivéncia e manutencdo das populacbes amerindias, estando sob acdo de
diferentes fatores evolutivos, dentre eles a selecdo positiva associada a malaria.

Sabe-se que os genes KIR sdo expressos de modo aleatério, cada célula NK de um
individuo possui seu repertério KIR, o qual é altamente varidvel em termos de nimero e
combinacdo de receptores. Uma célula NK pode entdo expressar em sua superficie de um a
todos os genes KIR presentes em seu genétipo. Contudo, o repertério KIR de um individuo
depende diretamente dos genes KIR herdados. A variacdo do conteddo génico e a
diversidade alélica dos genes KIR podem afetar a funcdo e o nivel de especificidade e
sensibilidade das células NK (106, 116). Dentro desse contexto, avaliamos se a variacdo da
proporcdo entre genes KIR inibidores e ativadores, presentes nos gendtipos de nossa
populacdo, poderiam ser indicadores de maior susceptibilidade ou protecdo a infeccdo
malérica. Para tal, calculamos a razdo entre o numero de genes inibidores e 0 nimero de
genes ativadores de cada gendtipo, a qual denominamos de razdo INIB/ATIV e
correlacionamos com os indicadores de susceptibilidade/protecdo (numero de malérias

anteriores e tempo decorrido desde a ultima infecgdo). Cabe ressaltar que todo genotipo tem
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mais genes inibidores que ativadores, visto que os receptores inibidores séo fundamentais
para o controle da atividade das células NK e para manutencao da tolerancia periférica (117).
Nenhuma associacdo foi observada entre a razdo INIB/ATIV dos gendtipos KIR, de toda a
populacdo do estudo, e os indicadores de susceptibilidade/protecdo a infeccdo malarica.
Curiosamente, um maior gradiente de genes KIR ativadores, nos genotipos exclusivos do
grupo dos nativos, parece influenciar na protecdo, visto que uma correlagdo negativa foi
verificada entre a razdo INIB/ATIV e os indicadores de prote¢do. Nos individuos com
maléria, uma correlacdo positiva foi observada entre a razdo INIB/ATIV e a parasitemia,
sugerindo que um maior gradiente de genes inibidores interfira no controle/eliminacdo dos
parasitas. Entretanto, também observamos que um maior gradiente de genes inibidores
estava associado a niveis mais elevados de IFN-y. Associacdo semelhante foi relatada por
Artavanis e col. (118). Esses autores, em experimentos in vitro observaram que células NK
de individuos que continham mais genes inibidores (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1 e
KIR3DL2) em seus gendtipos produziam niveis mais elevados de IFN-y. Varias hipGteses
podem ser evocadas para explicar esse fendmeno, dentre elas: a) a presenca dos genes nédo
implica na sua expressdo, b) a variabilidade alélica dos genes poderia interferir na ligacdo
entre os receptores inibidores e seus ligantes acarretando na ativacao das células NK (96) e,
c) a presenca de outros receptores de ativacdo na superficie das células NK (NKp46,
CD94/NKG2A, dentre outros) (66-68).

Vaérios trabalhos mostram que o IFN-y é o indutor chave dos mecanismos imunes
efetores essenciais para o controle inicial da infeccdo tanto das formas pré-eritrociticas
quanto eritrociticas (119), mas ha evidéncias de que niveis altos de IFN-y podem contribuir
para o desenvolvimento da patologia (120). Em nosso trabalho, 0s niveis elevados de IFN-y
sugerem um papel protetor dessa citocina visto que nenhum individuo apresentou malaria
grave. (82,83).

Varios trabalhos vem demonstrando a importancia da presenca dos pares KIR-HLA(-A, -
B, -C) na susceptibilidade ou protecdo a diversas doencas (87-89,91) devido ao papel desses
pares na modulacdo das respostas imunes. Em nosso estudo verificamos o gene ativador
KIR2DS2 estava associado a niveis parasitemia mais elevados nos individuos que
apresentavam seu par HLA-C1. Em vérias doencas a presenca desse par KIR2DS2_C1 esta
associada a maior susceptibilidade, recorréncia e gravidade (121-123). Estudos que avaliem
0 repertorio de receptores KIR expressos nos individuos portadores do KIR2DS2_C1 sao

necessarios para esclarecer o papel desses nas diferentes patologias.
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Acreditamos que os dados obtidos sobre a distribuicdo das frequéncias génicas dos
receptores KIR e de seus ligantes HLA-I, em populacbes de area endémica de maléria,
possam contribuir para futuros estudos sobre o impacto funcional desses genes, o seu papel
na regulacdo da resposta imune, na relacdo com a incidéncia e na evolucéo clinica ndo s6 da

malaria como de outras doencas infecciosas.
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7. Conclusoes

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

A distribuicdo das freqiiéncias dos genes KIR e HLA (-A, -B e -C) na populagéo de
Porto Velho néo difere das observadas em outras regides brasileiras.

O perfil da distribuicdo génica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B e -
C) ndo apresentou influéncia sobre a susceptibilidade a malaria na populacdo de
Porto velho.

Foram caracterizados 48 genotipos KIR na populacdo de Porto Velho, todos com
distribuicdo cosmopolita. Sendo o 42/BAF-1 e 0 33/BAF-2 0s mais frequentes.

Os individuos nativos de area endémica apresentavam: uma maior variabilidade
genotipica; uma maior frequéncia do genétipo 33/BAF-2; um grande numero de
genotipos exclusivos.

Os genotipos exclusivos do grupo dos nativos estdo associados aos genotipos das
populacdes amerindias da Asia e Américas do Norte e Central. Esses gendtipos
apresentam um maior gradiente de genes ativadores.

Os individuos nativos portadores de genoétipos exclusivos relataram um menor
nimero de infeccbes maléricas e um maior periodo de tempo desde a ultima
infeccdo, sugerindo que esses genotipos confiram uma maior protecgéo.

Os individuos com malaria portadores de geno6tipos com maior gradiente de genes
inibidores apresentam maior parasitemia, sugerindo que a presenca desses gendétipos
esteja associada a um menor controle/eliminacdo dos parasitas.

Os individuos com maléria portadores de genotipos com maior gradiente de genes
inibidores apresentavam niveis plamaticos de IFN-y elevados, sugerindo que a
presenca desses genotipos esteja associada a producdo de IFN-y.

Nos individuos com maléria, a presenca do gene ativador KIR2DS2 e seu ligante
HLA-C1 estd associada a niveis de parasitemia mais elevados, indicando que a
presenca do par KIR2DS2_C1 esteja associado a um menor controle/eliminacdo dos
parasitas.
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8. Perspectivas

Sendo este trabalho o primeiro a caracterizar os 16 genes KIR e seus ligantes
presentes em individuos de area endémica brasileira de maléria, faz-se necessario um maior
aprofundamento do conhecimento da presenca desses genes em nossa populacdo
naturalmente exposta a maléria, e sua interagdo com a infeccdo malarica. Portanto, nossas

perspectivas para a continuidade desse estudo séo:

» Avaliar a frequéncia da combinacdo dos pares KIR-HLA (-A, -B e -C) dos individuos

com maléaria e sua possivel influéncia no desenvolvimento da infeccéo;

» Correlacionar as frequéncias alélicas e haplotipicas dos genes KIR e seus ligantes
presentes na populacdo com o padréo de resposta das células NK, os dados clinicos,
epidemioldgicos e parasitoldgicos destes individuos, visando elucidar as influéncias

desses genes no curso da infeccdo e desenvolvimento de imunidade;

» Verificar a expressdo dos genes KIR nas células NK, assim como a sua ativacdo na

populacdo naturalmente exposta a malaria;
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