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Resumo

Plasmodium vivax tem sido reconhecido por sua capacidade de causar malaria grave, o
que torna prioritario os estudos acerca dos mecanismos patogénicos associados a essa espécie.
Dado o carater inflamatdrio exibido pela maldria vivax, faz-se relevante estudar os fatores
genéticos do hospedeiro vertebrado que podem influenciar o curso da doenga. Nesse sentido,
o presente trabalho investigou a influéncia da variabilidade genética de componentes
plaquetarios ¢ do inflamossoma sobre a morbidade na infec¢do por P. vivax. Mais
especificamente, a primeira hipotese avaliada foi a de que alteragdes clinicas e hematologicas
na maléria vivax estdo envolvidas com polimorfismos em genes de receptores plaquetarios,
relacionados ao aumento da adesdo e/ou agregagdo das plaquetas: integrina a2 (C807T),
integrina B3 (T1565C) e glicoproteina GPIba (T-5C). A partir do estudo de aproximadamente
200 individuos sintomaticos infectados por P. vivax, foi possivel confirmar que os
polimorfismos do receptor para colageno (a2) e do receptor para fator de von Willebrand
(GPIba) estdo associados a duas das complicagdes mais frequentes na malaria:
trombocitopenia grave ¢ anemia. A segunda hipotese investigada foi a de que polimorfismos
em genes de componentes do inflamossoma — plataforma molecular capaz de desencadear a
producdo de citocinas inflamatérias — estdo associados a morbidade em pacientes infectados
por P. vivax. Nossos achados confirmaram essa hipdtese e sugeriram que polimorfismos nos
genes de NLRP1, NLRP3 e CARDS podem contribuir para as alteragcdes clinicas e
hematoldgicas observadas nos individuos estudados. Em conjunto, os dados aqui apresentados
constituem a primeira demonstracido de que a variabilidade genética de receptores
plaquetarios e componentes do inflamossoma pode influenciar na patogenia da malaria
causada por P. vivax. Estudos futuros visando esclarecer o papel da cascata de coagulagao-

inflamag¢ao na morbidade dessa doenga fazem-se necessarios.
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Abstract

Plasmodium vivax is increasingly recognized as an important cause of severe malaria,
making studies on the mechanisms involved on its pathogenesis of high priority. Given the
marked inflammatory status of P. vivax infection, it seems to be relevant to investigate host
genetic polymorphisms that might influence the course of disease. In this context, the present
study investigated whether genetic variability in platelets and inflammasome components
would contribute to vivax malaria morbidity. More specifically, the first hypothesis
investigated was that susceptibility to P. vivax disease could be associated with
polymorphisms in relevant platelet membrane glycoproteins that result in gain of function:
integrin a2 (C807T), integrin B3 (T1565C) and GPIba (T-5C). By studying about 200
symptomatic patients, we confirmed that polymorphisms associated with collagen (a2), and
von Willebrand factor (GPIba) receptors were associated with two of the most common P.
vivax complications: severe thrombocytopenia and anemia. The second hypothesis
investigated was that polymorphisms in inflammasome genes — molecular platforms capable
of promoting pro-inflammatory cytokines production — could be associated with P. vivax
disease. Our findings confirmed this hypothesis and suggested that genetic variability in
NLRPI1, NLRP3 and CARDS8 would partially explain the differences in hematological and
clinical profiles of P. vivax patients. All together, this study represents the first demonstration
that genetic variability in platelet receptors and inflammasome components might contribute
to P. vivax pathogenesis, and it opens new possibilities to investigate the crosstalk between

coagulation and inflammation on malaria morbidity.
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1 Introduciao
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1.1 Malaria humana: aspectos gerais

Doenga parasitaria tipica de paises tropicais e subtropicais, a malaria ¢ responsavel por
grandes encargos sociais, politicos e econdmicos em todo o globo. Apesar do crescente
investimento em politicas de controle, evidenciado pela reducdo da mortalidade nos tltimos
anos, cerca de trés bilhdes de pessoas em 97 paises e territorios encontram-se sob risco de
contrair essa doenca. A Africa Subsaariana concentra 90% dos 6bitos atribuidos a malaria,

representados, em sua maioria, por criangas com menos de cinco anos de idade (WHO, 2014).

No Brasil, em 2013, 99,5% da transmissdo da malaria concentrou-se na Regido
Amazonica, considerada area endémica no pais, onde foram notificados cerca de 200 mil
casos nesse mesmo ano (Pina-Costa et al., 2014). O principal vetor da doenga nessa regido é o
mosquito Anopheles darlingi, presente em cerca de 80% do territorio nacional (Oliveira-
Ferreira et al., 2010). Na Regido Amazonica ocorre a transmissdo de trés espécies de parasitos
causadores da malaria humana: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium
malariae. Todavia, as infec¢des por P. vivax representam aproximadamente 80% dos casos

registrados.

Os protozodrios parasitos causadores de malaria pertencem ao filo Apicomplexa, a
familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium. Quatro sdo as espécies do género Plasmodium
que parasitam mais frequentemente os humanos, a saber: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Recentemente, a transmissao
natural de Plasmodium knowlesi, parasito de simios, tem sido associada a um grande niimero
de casos clinicos de malaria humana no sudeste asidtico. Dessa forma, considera-se

Plasmodium knowlesi como a quinta espécie capaz de infectar humanos (Yusof et al., 2014).

As infecgdes causadas por P. falciparum e P. vivax representam um grande desafio
para a saude publica mundial. P. falciparum, a espécie mais letal, tem maior prevaléncia no
continente africano. Dentre as espécies causadoras de malaria humana, P. vivax é a que
apresenta maior distribuicdo geografica, podendo se desenvolver no mosquito vetor a baixas
temperaturas e altitudes mais elevadas. Em 2013, foram estimados cerca de 20 milhdes de
casos de infec¢do por P. vivax no mundo. Nas Américas, 62% dos casos registrados de

malaria foram atribuidos a essa espécie (WHO, 2014).
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1.2 Ciclo de vida de Plasmodium spp. no Homem

O ciclo de vida de plasmodios que infectam humanos inicia-se a partir da inoculacao,
por fémeas de anofelinos, dos esporozoitos na pele. Estas formas podem deixar o local da
picada via vasos linfaticos ou sanguineos, ou permanecer na pele do hospedeiro (Ménard et
al., 2013). Os esporozoitos que atingem a corrente sanguinea se dirigem ao figado, onde dardao
inicio ao ciclo pré-eritrocitico. E importante ressaltar, ainda, que antes da invasio de
determinado hepatdcito e formagdo do vacuolo parasitéforo, o esporozoito migra por varias
células do hospedeiro (Mota et al., 2001). Uma vez no figado, essas formas parasitarias
podem se diferenciar em esquizontes que, ao final de inimeras divisdes mitdticas, dardo
origem a merozoitos. Nas infec¢des por P. vivax e P. ovale ¢ possivel ocorrer também o
desenvolvimento de formas latentes denominadas hipnozoitos, as quais permanecem nas
células do figado por tempo variavel e sdo responsaveis pelas recaidas da doenga (Krotoski et

al., 1986).

Durante muito tempo, acreditou-se que a saida dos merozoitos dos hepatocitos ocorria
por meio da ruptura dessas células (Frevert, 2004). No entanto, trata-se de um processo em
que o parasito manipula a membrana celular do hospedeiro, de forma que centenas de
merozoitos sdo juntamente empacotados em vesiculas denominadas merossomos. Essas
estruturas se destacam dos hepatdcitos e atingem o limen dos sinusdides hepaticos, onde
ocorre a liberagdo dos merozoitos (Sturm et al., 2006). Estima-se que cada hepatdcito
parasitado libere até¢ 40.000 merozoitos que, a partir da invasdo de eritrocitos, dardo inicio ao
ciclo eritrocitico (Good et al., 2005). Esta fase resulta no rompimento das hemacias, liberagdo
de novos merozoitos e aparecimento dos sintomas clinicos da doenca. Finalmente, alguns
parasitos da fase eritrocitica se diferenciam em formas sexuadas, denominadas gametocitos,
que dardo continuidade ao ciclo de Plasmodium spp. no mosquito vetor. Os gametocitos dao
origem aos gametas, que se fundem no lumen intestinal do mosquito. O zigoto formado,
denominado oocineto, atravessa o epitélio intestinal e se transforma em oocisto, no qual
milhares de esporozoitos se desenvolvem. Essas formas sdo liberadas na cavidade corporea do

inseto e, posteriormente, atingem a glandula salivar (Smith et al., 2014).

Plasmodium vivax, além de sua capacidade em produzir formas latentes no figado
(Figura 1), apresenta outras peculiaridades em seu ciclo bioldgico, quando comparado a P.
falciparum. Durante a fase sanguinea, P. vivax invade preferencialmente, se nao
exclusivamente, células vermelhas imaturas conhecidas como reticulocitos (Sturm et al.,

2006). De maneira geral, seu processo de invasdo requer a interagdo entre uma proteina apical
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do parasito denominada Duffy Binding Protein (PvDBP) e seu receptor nos reticulécitos, o
antigeno de grupo sanguineo Duffy receptor para quimiocinas (DARC) (Miller et al., 1976).
Ademais, algumas formas eritrociticas de P. vivax podem se diferenciar em gametdcitos antes
mesmo do aparecimento dos sintomas e, por consequéncia, do inicio do tratamento; o que

viabiliza a continuidade do ciclo no inseto vetor (Mueller et al., 2009; White et al., 2013).
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Figura 1: Desenho esquematico ilustrando o ciclo de vida do parasito Plasmodium vivax nos

hospedeiros vertebrado (Homem) e invertebrado (fémeas de anofelinos)

1.3 Patogenia associada a malaria por P. vivax

A infec¢do malérica acomete varios 6rgaos e sistemas, o que favorece o surgimento de
complicagdes clinicas e o desenvolvimento da forma grave da doenga. Apesar de sua notavel
complexidade, a patogénese da malaria, particularmente a causada por P. falciparum, é
caracterizada por uma resposta pro-inflamatoria exacerbada, comprometimento do endotélio e

obstrugdo de capilares sanguineos, que podem culminar em desfechos fatais (Schofield &

Grau, 2005; Cunnington et al., 2013).
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Embora P. vivax seja a espécie causadora de malaria humana com maior distribui¢ao
global, a malaria vivax foi, durante muito tempo, uma doenga negligenciada.
Consequentemente, grande parte dos estudos na area de patogenia se encontra direcionada
para a espécie mais letal, P. falciparum. No entanto, a partir do emprego do diagndstico
molecular, tornou-se evidente que a monoinfec¢do por P. vivax pode ser responsavel por
graves complicagoes clinicas e hematologicas, assim como ocorre em pacientes infectados por
P. falciparum (Price et al., 2007). De fato, ao longo dos ultimos anos, casos de infecgdes por
P. vivax associados a internagdes ¢ Obitos tém sido reportados com maior frequéncia,
particularmente em paises asiaticos (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008) e na Regido
Amazonica brasileira (Lacerda et al., 2012). A ocorréncia de complica¢des tem sido atribuida
a uma variedade de fatores, tais como: intensidade de transmissdo, presenca de comorbidades,
caracteristicas do hospedeiro — sexo, idade e background genético — além de resisténcia ao

tratamento antimalarico (Costa et al., 2012).

Mecanismos especificos que determinam a patogenia ocasionada por P. vivax ainda
sdo pouco conhecidos. Por outro lado, a malaria por P. falciparum ¢é caracterizada pela
citoadesdo de hemacias parasitadas ao endotélio ativado, o que acarreta no sequestro do
parasito ¢ obstrugdo da microvasculatura (Turner et al., 1994; Dondorp et al., 2008). Como
resultado desse processo, trofozoitos maduros e esquizontes sdo raramente vistos na
circulagdo periférica (MacPherson et al., 1985) ¢ a carga total parasitaria subestimada. Um
estudo recente demonstrou, no entanto, que a carga de P. vivax também ¢ subestimada pela
contagem de parasitos circulantes no sangue periférico, sugerindo uma acumulagdo tecidual
de eritrocitos parasitados (Barber et al., 2015). De fato, a citoadesdo de P. vivax a tecidos do
hospedeiro foi demonstrada in vitro (Carvalho et al., 2010) e parece associada as formas
parasitarias mais maduras, especialmente esquizontes (Lopes et al., 2014); ademais, trabalhos
anteriores descreveram a presenga de eritrocitos intactos infectados por P. vivax na medula
6ssea (O’Donnel et al., 1998; Ru et al., 2009) e no bago (Machado-Siqueira et al., 2012). De
relevancia, foi demonstrado que marcadores utilizados para avaliar a carga parasitaria total —
circulante e acumulada nos tecidos — estavam fortemente associados a gravidade da malaria

por P. vivax e a produgdo de citocinas inflamatorias (Barber et al., 2015).

Assim como ocorre na malaria por P. falciparum, as manifesta¢cdes clinicas da
infecgdo malarica causada por P. vivax parecem estar profundamente associadas a uma
potente resposta pro-inflamatdria e a um desequilibrio na produgdo de citocinas (Andrade et
al., 2010). Niveis plasmaticos de TNF — citocina relacionada ao paroxismo da infecgdo por P.

vivax — aumentam de acordo com a gravidade da doenca. Niveis de IFN-y também se
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mostraram elevados em pacientes com manifestagdes graves. Em contraste, IL-10, que possui
papel anti-inflamatorio, apresentou niveis diminuidos nesses individuos (Andrade et al.,
2010). Um estudo recente, conduzido em Ronddnia, demonstrou que pacientes sintomaticos
na fase aguda da infecg@o por P. vivax apresentaram produgao das citocinas pré-inflamatorias
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-0, acompanhada de baixos niveis de plaquetas
(Rodrigues-da-Silva et al., 2014). Além desses mediadores inflamatorios, os acidos nucleicos
circulantes (CNAs) — porgdes de acidos nucleicos liberadas na corrente sanguinea de forma
ativa por células vivas ou por ocorréncia de morte celular — estdo aumentados na maldaria
vivax ¢ parecem associados a morbidade (Franklin et al., 2011). Nesse trabalho, nosso grupo
demonstrou, ainda, que baixos niveis plaquetarios estavam associados a elevadas

concentragdes dessas moléculas.

A maldria afeta quase todos os componentes do sangue e por isso pode ser considerada
uma doenga infecciosa hematologica (Lacerda et al., 2011). A anemia e a trombocitopenia sdo
as complicacdes hematologicas mais observadas nos pacientes (Wickramasinghe & Abdalla,
2000). Na infecg¢do por P. vivax, cerca de 30 eritrocitos nao parasitados sdo eliminados para
cada célula infectada (Collins et al., 2003); mas, apesar de se tratar de um importante
componente associado a anemia, 0os mecanismos por tras da remoc¢do de eritrdcitos nao
parasitados necessitam de maiores investigacdes (Douglas et al., 2012). A formacdo das
chamadas “rosetas” — fendmeno de adesdo entre um eritrocito infectado e células vermelhas
ndo infectadas — que ha décadas tem sido associada a patogenia da malaria por P. falciparum,
parece ser frequente em infecgdes por P. vivax (Lee et al., 2014). De relevancia, as rosetas
parecem contribuir para o desenvolvimento da anemia nesses pacientes (Marin-Menéndez et

al., 2013).

Apesar de ndo se tratar de um critério para maléria grave, a trombocitopenia tem se
mostrado um importante marcador clinico para o diagndstico de malaria em individuos febris
que retornaram de areas tropicais (D’Acremont et al., 2002). Em uma revisao sistematica da
literatura, niveis de plaquetas inferiores a 150.000/mm’ variaram de 24 a 94% em pacientes
com maldria aguda, sendo esta frequéncia similar para as duas principais espécies que afetam
humanos (Lacerda et al., 2011). Em contrapartida, dados provenientes da India mostraram
que a trombocitopenia apresentou-se mais frequente e com maior gravidade em pacientes
infectados por P. vivax (Kochar et al., 2010). Em um grupo de 17 pacientes de Manaus
infectados apenas por P. vivax, com pelo menos um dos critérios de gravidade estabelecidos
pela OMS, 14 apresentaram trombocitopenia (Alexandre et al., 2010). Esta complicacdo

hematoldgica apresenta-se logo no inicio da infecg¢do, sendo que os niveis plaquetérios
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tendem a retornar a normalidade apds tratamento eficaz com antimalaricos. Os mecanismos
determinantes da trombocitopenia associada a malaria vivax ainda ndo sao claros; no entanto,
podem estar relacionados a distarbios de coagulagcdo, sequestro de plaquetas no baco,
alteracdes na medula Ossea, destruicdo de plaquetas mediada por anticorpos, agregacao
plaquetaria e estresse oxidativo (Lacerda et al., 2011). Achados recentes demonstraram que a
fagocitose de plaquetas também pode estar associada ao desenvolvimento da trombocitopenia

na infecgdo por P. vivax (Coelho et al., 2013).
1.4 Plaquetas e malaria por P. vivax: contribuicdo para a patogenia

Além do seu papel central na hemostasia, as plaquetas desempenham fungdes
relacionadas a modulagdo da resposta imune e a inflamagdo (Morrel et al., 2014). Um extenso
numero de trabalhos tem demonstrado que esses fragmentos celulares influenciam o curso de
processos inflamatorios, € assim contribuem para a prote¢ao ou desenvolvimento de diversas
patologias (Srivastava et al., 2008; Smyth et al., 2009; Clemetson, 2011). Na malaria murina,
as plaquetas s@o ativadas precocemente durante o estagio eritrocitico do parasito e ddo inicio a

resposta de fase aguda do hospedeiro (Aggrey et al., 2013).

Quando ativadas, as plaquetas liberam componentes que auxiliam na adesdo, secretam
mediadores inflamatérios e expressam diversas moléculas de superficie, responsaveis por
recrutar e ativar cé€lulas do sistema imune. Portanto, esses pequenos fragmentos de
megacaridcitos sao capazes de interagir com outros diferentes tipos celulares de forma direta
— por mecanismos dependentes de contato — e indiretamente, por meio da secrecdo de

mediadores imunes (Morrel et al., 2014).

As plaquetas sdo uma fonte abundante de microparticulas (MPs) (Boilard et al., 2010).
Essas estruturas sdo vesiculas de membrana liberadas por células ativadas em resposta a
diversos estimulos, tais como, citocinas inflamatérias, indutores de estresse e apoptose. As
MPs podem armazenar um grande numero de moléculas bioativas, as quais podem ser
disseminadas e transferidas entre as células. Estas microvesiculas sdo consideradas potenciais
biomarcadores de inflamagdo, sendo detectadas em niveis elevados no plasma de pacientes
com doengas inflamatorias distintas (Doeuvre et al., 2009). Em 2010, Campos e
colaboradores mostraram pela primeira vez que MPs de leucocitos, eritrocitos e plaquetas se
encontravam em nimero elevado no plasma de pacientes infectados por P. vivax. Esta foi a
primeira evidéncia de que os niveis de microparticulas derivadas de plaquetas (PMPs)
estavam associados a manifestagdes clinicas da doenca (Campos et al., 2010). Na malaria

causada por P. falciparum, as PMPs facilitam a ades@o de eritrocitos infectados ao endotélio
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cerebral (Faille et al., 2009). Dessa forma, especula-se que essas vesiculas possam estar
envolvidas com a citoadesdo ao endotélio pulmonar na malaria por P. vivax, sugerida por

Anstey e colaboradores (2007).

As varias fungdes desempenhadas pelas plaquetas também incluem seu papel protetor
em infecgdes por diferentes patogenos (Morrel et al., 2014). No que diz respeito a malaria,
verificou-se que as plaquetas estdo associadas a morte das formas intraeritrociticas, sendo este
fendmeno, a principio, espécie independente (McMorran et al., 2009). Foi demonstrado,
posteriormente, que a morte de P. falciparum mediada por plaquetas requeria contato entre as
mesmas € os eritrocitos infectados, liberagcdo do fator plaquetdrio quatro (PF4) — quimiocina
liberada por plaquetas ativadas — e ligacdo desse fator ao receptor DARC dos eritrocitos
(McMorran et al., 2012). Além de seu papel classico como quimiocina, PF4 também
apresenta atividade antimicrobiana e pode desencadear diretamente a morte de bactérias
patogénicas e fungos (Tang et al., 2002; Yeaman et al., 2007). Esses achados endossam a
hipotese de que o proprio fator plaquetario seja a molécula efetora responsdvel pela morte
mediada por plaquetas, principalmente das formas intraeritrociticas mais maduras. Estudos
sugerem, ainda, que PF4 leva a morte do parasito nos eritrocitos, por meio da lise de seu
vacuolo digestivo (Love et al., 2012). Compreender os diversos componentes ¢ fungdes das
plaquetas, portanto, demonstra ser de grande importancia para o entendimento da protegdo e

susceptibilidade na malaria por P. vivax.
1.4.1 Variabilidade genética de receptores plaquetarios

As plaquetas possuem glicoproteinas de membrana, ha muito estudadas, as quais
consistem em receptores de superficie responsdveis por importantes fungdes, tais como
adesdo, ativagdo e agregacdo plaquetarias. Grande parte dos estudos acerca dessas
glicoproteinas esta restrita a doencas cardiovasculares. Entretanto, sabe-se que a variabilidade
genética do hospedeiro pode afetar os receptores de superficie das plaquetas, de forma a
modificar o desempenho das mesmas, bem como sua contribuicdo em diversas patologias

(Jiménez et al., 2008).

Entre os principais receptores de plaquetas estdo incluidas as glicoproteinas GPla/lla,
GPIIb/Illa e GPIba (Figura 2). A GPla/lla, também conhecida como integrina o2fB1, ¢ o
principal receptor plaquetario para colageno, responsavel pela ativacdo e adesdo das plaquetas
a parede vascular danificada. O polimorfismo C807T (rs1126643) do gene que codifica a

subunidade a2 esta relacionado a densidade de a2B1 e ao ganho de fung¢do na adesdo

24



plaquetéaria, sendo que individuos carreadores do alelo T possuem maiores niveis desse

receptor e elevado risco tromboético (Kunicki et al., 1997; Moshfegh et al., 1999).

De grande importancia para a formagdo do trombo e controle de hemorragias,
GPIIb/IlIa — ou allbPB3 — ¢ capaz de se ligar ao fibrinogénio, que atua como substrato no
recrutamento de novas plaquetas para o local da lesdo. Um polimorfismo no gene que codifica
a subunidade B3 (rs5918), localizado na posi¢do 1565, parece estar relacionado a uma maior
agregacdo plaquetaria (Feng et al., 1999). Presente em cerca de 10% da populagdo, o alelo
mutado tem sido associado a doencas cardiovasculares prematuras e trombose (Goldschmidt-
Clermont et al., 1999; Walter et al., 1997). No entanto, para muitos autores, essa associagdo

ndo esta totalmente esclarecida (Floyd et al., 2014).

A interagdo inicial entre plaquetas e a parede vascular lesionada ¢ mediada pelo
complexo GPIb-IX-V, sendo a glicoproteina GPIba o maior polipeptideo dentre os que
compdem esse complexo (Huizinga et al., 2002). GPIba apresenta uma regido capaz de se
ligar a uma proteina encontrada no plasma e na matriz subendotelial, denominada fator de von
Willebrand (vWF), sendo essa associagdo de extrema importancia para a ativagao plaquetaria
(Lopez, 1994). Niveis elevados de vWF foram observados durante a infec¢do por P. vivax e
associados a baixas contagens de plaquetas (Mast et al., 2009). Com relagdo aos niveis do
receptor para VWF, foi proposto que o polimorfismo T-5C (rs2243093) de GPIba determina a
expressdo dessa glicoproteina na superficie das plaquetas. Assim, portadores do alelo C —
menos frequente nas populacdes — apresentam maiores niveis de GPIba e maior risco no
desenvolvimento de doengas coronarianas (Afshar-Kharghan et al., 1999). Todavia, o estudo
de receptores plaquetirios ¢ pouco explorado na malaria e, entdo, ndo se conhece a

contribuicdo desse polimorfismo para a morbidade da doenca.
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Figura 2: Representacdo esquematica dos principais receptores de plaquetas e suas
respectivas interagdes. A adesdo plaquetaria ao endotélio, mediada por GPIa/Ila e GPIb-IX-V,
leva a ativagdo plaquetdria e secrecdo de adenosina difosfato (ADP). A glicoproteina

GPIIb/IlIa promove a agregacao das plaquetas, por meio da ligagdo ao fibrinogénio

1.5 Componentes do inflamossoma e variabilidade genética

Achados recentes demonstraram que as plaquetas sdo capazes de processar e secretar
IL-1B em sua forma ativa (Hottz et al., 2013). De grande importancia para a resposta imune
inata, essa citocina ¢ produzida em decorréncia da formag¢do de complexos moleculares
denominados inflamossomas (Figura 3). Estes complexos consistem em plataformas
moleculares que se tornam ativadas em resposta a uma variedade de estimulos provenientes

de infecgdes, dano tecidual ou desequilibrios metabolicos (Latz et al., 2013).

Inicialmente, a produgdo de IL-1f via inflamossoma requer a ativa¢ao de receptores
intracelulares do tipo NOD (NLRs). O inflamossoma mais bem caracterizado apresenta
NLRP3 como sensor de patdgeno ou dano e, uma vez sensibilizado, promove a ativagdo
indireta da caspase-1, a fim de produzir IL-1p e IL-18 (Schroder & Tschopp, 2010). Ao
contrario, o inflamossoma contendo NLRP1 ¢ capaz de ativar caspase-1 diretamente (Faustin

etal., 2007).

A inibi¢do do processo inflamatdério pelo proprio hospedeiro ou patégeno ¢ uma
estratégia utilizada para limitar o dano ou facilitar o progresso da infec¢ao, respectivamente.
Com relacdo aos mecanismos do hospedeiro, a autoinibi¢do do inflamossoma ¢ um elemento

essencial para impedir que a resposta inflamatoria se torne exacerbada (Davis et al., 2011).
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Em um estudo pioneiro, foi mostrado que uma proteina contendo um dominio de
recrutamento de caspase, denominada CARDS, interage por contato com a caspase-1 e regula
negativamente sua ativacdo (Razmara et al., 2002). Por outro lado, Ito ¢ colaboradores
sugeriram que CARDS interage diretamente com NLRP3, promovendo a diminui¢ao de IL-1
(Tto et al., 2014). Outra molécula que parece estar associada ao controle da produgdo de IL-13

¢ a pirina, proteina codificada pelo gene da febre Mediterranea (MEFV) (Hesker et al., 2012).

Polimorfismos em genes codificadores de componentes dos inflamossomas, bem como
de suas moléculas reguladoras, parecem determinar a susceptibilidade ou protecao a diversas
infec¢des, como pelo HIV-1 (Pontillo et al., 2012b). Um polimorfismo localizado no gene de
NLRP1 (rs2670660), especialmente quando combinado a outro polimorfismo no mesmo gene
(rs12150220), parece conferir um risco mais elevado ao desenvolvimento de Ilupus
eritematoso sistémico (Pontillo et al., 2012a). Em um estudo prospectivo de pacientes com
meningite pneumocdcica, foi mostrado que um polimorfismo no gene de CARDS (rs2043211)

estava associado a um mau prognostico da doenga (Geldhoff et al., 2013).

No que diz respeito ao papel dos inflamossomas na maléria, foi demonstrado que
heme extracelular — indicador de hemolise e dano celular — promove a ativacdo de NLRP3 e
posterior producdo de IL-1B (Dutra et al., 2014). Estudos em modelos murinos reportaram
que os cristais de hemozoina produzidos durante a infeccdo ativam NLRP3 e agravam os
sintomas da malaria cerebral (Dostert et al., 2009). Além disso, a hemozoina sintética foi
capaz de ativar o inflamossoma in vivo, mesmo na auséncia de infecgdo por Plasmodium sp.
(Griffith et al., 2009). Nao existem, todavia, trabalhos associando a variabilidade genética dos
inflamossomas as manifestacoes clinicas observadas na malaria, ou mesmo a inflamagao

caracteristica dessa doenga.
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Figura 3: Ativa¢do de inflamossoma na presenca de patdégeno ou dano celular. Este evento
inicial leva a ativagdo de caspase-1 — com ou sem a participacdo de moléculas adaptadoras
(ASC) — e liberacao de IL-1B e IL-18. Em condi¢des normais, a ativagdo dos inflamossomas
culmina na resolucdo da infeccao ou inflamag¢do. Em contrapartida, a perpetuacio da ativacao
pode levar a um quadro de inflamagao cronica e agravamento da doenca. Inibidores derivados
de patogenos bloqueiam a agdo do inflamossoma e assim a resolucdo da infec¢do, ao passo

que inibidores proprios do hospedeiro previnem a exacerbagao do processo inflamatorio
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2 Justificativa
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Em tempos que se vislumbra a eliminagdo da malaria em algumas regides do globo,
faz-se necessario conhecer os mecanismos patogénicos da doenca, bem como seus
determinantes genéticos. Nas ultimas décadas, o foco dos estudos esteve voltado para a
espécie associada a uma maior letalidade, P. falciparum. Em contraste, a malaria causada por
P. vivax foi considerada “benigna” e, historicamente, recebeu menor importancia por parte
das pesquisas e politicas de controle (Price et al., 2007). E importante ressaltar, porém, que a
malaria vivax ¢ uma ameaga para cerca de 3 bilhdes de pessoas em todo o mundo (Guerra et
al., 2010), além de ser responsavel por internagdes e 6bitos na Asia e América latina (White et
al., 2013; Lacerda et al., 2012). Portanto, trata-se de um grande desafio para o controle da

malaria como um todo.

A infeccdo por P. vivax parece induzir uma resposta inflamatoria mais intensa, se
comparada a resposta frente a infec¢ao por P. falciparum (Yeo et al., 2010). De fato, estudos
de pesquisadores brasileiros demonstraram que a elevada produgdo de citocinas pro-
inflamatorias esta relacionada a gravidade da malaria vivax (Andrade et al., 2010). Esse
trabalho demonstrou, ainda, que, tanto os niveis de citocinas inflamatérias quanto os
parametros laboratoriais de disfuncdo sistémica apresentaram redu¢do durante o tratamento
com antimalaricos. Por outro lado, os mecanismos envolvidos com a malaria vivax
sintomatica parecem ser bem mais complexos, envolvendo uma rede de interagdes

moleculares (Mendonga et al., 2013).

Em um estudo recente que incluiu apenas individuos adultos infectados por P. vivax,
foram observados sintomas de gravidade, tais como dificuldade respiratoria, malaria cerebral
e insuficiéncia renal (Muley et al., 2014). Essas complicagdes foram significativamente mais
comuns entre os pacientes com baixos niveis de plaquetas. Apesar da trombocitopenia nao
estar associada a mortalidade por si s6, essa manifestagao clinica demonstrou ser um bom
marcador para o aumento da gravidade e alerta para a necessidade de manejo especial dos
pacientes (Muley et al., 2014). De interesse, um dos mecanismos que podem explicar a
trombocitopenia nos pacientes infectados por P. vivax ¢ a adesdo de plaquetas em orgaos

como o bago (Leal-Santos et al., 2013).

De grande importancia para a manutencdo da hemostasia, as plaquetas também
desempenham fungdes relacionadas a modulagdo da resposta imune e a inflamacao (Morrel et
al., 2014). Achados recentes sugerem que esses fragmentos de megacariocitos sdo essenciais
para o inicio da resposta de fase aguda em modelos murinos de maldria cerebral. Entretanto, a

ativacdo continua das plaquetas no decorrer da infeccdo parece contribuir para a inflamagao
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associada a esse quadro da doenca (Aggrey et al., 2013). Nesse contexto, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que microvesiculas liberadas em resposta a ativacao plaquetaria se
encontram em niimero elevado no plasma de pacientes infectados por P. vivax (Campos et al.,
2010). De fato, as microparticulas derivadas de plaquetas (PMPs) foram associadas a
manifestagdes clinicas da malaria vivax, e tém sido bastante estudadas em modelos de malaria

cerebral (El-Assaad et al., 2014).

Os inflamossomas — plataformas moleculares que sdo ativadas em resposta a
infeccdes, dano tecidual ou desequilibrios metabdlicos — promovem a liberagao de citocinas
inflamatorias, como IL-1p e IL-18 (Latz et al., 2013). Apesar de poucos trabalhos explorarem
o papel dessas plataformas na patogénese da malaria, sabe-se que o heme extracelular e a
hemozoina s3o capazes de ativar o inflamossoma in vivo (Dutra et al., 2014; Dostert et al.,

2009), o que contribui para o processo inflamatorio caracteristico da malaria.

Tendo em vista a importancia da inflamagao para a patogenia da maléria causada por
P. vivax e o envolvimento das plaquetas ¢ do inflamossoma com a infecgdo malarica (Ataide
et al., 2014; Dutra et al., 2014), acredita-se que a variabilidade genética em componentes
plaquetarios e do inflamossoma possa exercer influéncia sobre as manifestagdes clinicas
observadas na doenca. Para o presente trabalho, foram escolhidos polimorfismos nos genes de
a2B1, que ¢ o principal receptor para coldgeno em plaquetas; allbf3, que promove a
agregacao plaquetéria; e GPIba, receptor para o fator de von Willebrand (vWF). Além disso,
polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma foram selecionados para estudo,

tais como NLRP1, NLRP3, CARDS, IL-18 e MEFV.

31



3 Objetivos
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3.1 Objetivo geral

Estudar polimorfismos em genes do hospedeiro vertebrado, particularmente os
relacionados a fungdo plaquetaria e ao inflamossoma, e verificar a associacdo dos mesmos

com a morbidade causada por P. vivax.
3.2 Objetivos especificos

(1) Padronizar as reagdes de PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism)
para o estudo de polimorfismos de receptores plaquetdrios, tais como integrina a2f1,

integrina allbP3 e glicoproteina GPIba;

(11) Genotipar os polimorfismos de receptores plaquetarios selecionados e verificar associagao
entre esses polimorfismos e a presenca de alteragdes clinicas e hematoldgicas em pacientes

infectados por P. vivax;

(ii1) Genotipar polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma, tais como NLRP1,
NLRP3, CARDS, IL-1B ¢ MEFV, e verificar a associagdo dos mesmos com a presenca de

alteracdes clinicas e hematologicas em pacientes infectados por P. vivax.
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4 Metodologia
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4.1 Areas e individuos estudados

Este estudo foi conduzido utilizando amostras previamente congeladas de pacientes
infectados por P. vivax provenientes dos estados do Mato Grosso (MT), Amazonas (AM) e
Rondonia (RO). Nessas regides, a maldria ¢ considerada de transmissdo instavel e a infec¢ao
aguda atinge tanto criancas como adultos que, em geral, apresentam a sintomatologia clinica

de intensidade variada.

As amostras foram obtidas entre os anos de 2010 e 2014, totalizando 202 voluntarios.
Os critérios de inclusdo no estudo foram: (i) individuos de ambos os sexos com idade igual ou
superior a 2 anos; (ii) em caso de sexo feminino, indicativo de auséncia de gravidez; (iii)
diagnostico comprovado para P. vivax (gota espessa positiva) em Cuiaba (Hospital Julio
Muller), Manaus (Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado) ou Porto Velho
(Centro de Medicina Tropical de Porto Velho); (iv) auséncia de infecgdo por outra espécie de
plasmddio confirmada por PCR espécie-especifica (item 4.4). Os dados demograficos e
clinicos foram obtidos utilizando-se protocolos ja padronizados pelo grupo de pesquisa
(Ceravolo et al., 2008; Kano et al., 2012) e o perfil hematolégico avaliado por meio de
hemograma completo automatizado, realizado nos laboratdrios de referéncia sob a supervisao
do Dr. Cor Fontes (MT e RO) ou do Dr. Marcus Lacerda (AM). Todos os voluntarios
selecionados assinaram o termo de consentimento livre esclarecido, de acordo com as
diretrizes para pesquisa em seres humanos especificadas pelo Conselho Nacional de Saude.
Em adigdo ao termo de consentimento, termos de assentimento foram obtidos dos menores
envolvidos. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (Parecer n. 03/2008 e 29/2010).

A tabela 1 resume os dados demograficos, clinico-epidemiologicos e hematologicos
dos individuos infectados por P. vivax envolvidos no estudo. A idade dos individuos variou
entre 2 ¢ 80 anos, sendo 78% do sexo masculino. Tendo em vista que grande parte dos
voluntarios era emigrante de areas livres de transmissdo, a idade ndo refletiu o tempo de
exposicao a maldria. Dessa forma, a exposicdo cumulativa a maléria foi avaliada como o
nimero de episddios da doenca informado pelo paciente (Tabela 1). Individuos que
apresentaram contagem de plaquetas inferior a 150.000/mm’ foram categorizados como

3

trombocitopénicos. Ademais, niveis de plaquetas inferiores a 50.000/mm” configuraram

trombocitopenia grave (Lacerda et al., 2011).
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Tabela 1: Dados demograficos, clinico-epidemioldgicos e hematologicos dos 202 individuos

infectados por P. vivax envolvidos no estudo

Parametros Valores
Sexo masculino:feminino 3,511
Idade 36 (2-80) '
Episodios de malaria 2 (0-60) '
Parasitos/uL 2.792,5 (25-30.000)'
Hematbcrito, % 39 (15-68) '
Hemoglobina, g/dL 13 (5-21)
Leucécitos/mm’ (x10°) 52(1,8-14,6) '
Plaquetas/mm’ (x10°) 88 (13-260) '
Trombocitopenia, n. (%) " 168 (84)
Trombocitopenia grave, n. (%) ¥ 34 (17)
Dias com sintomas 5(1-50) !
Febre, n. (%) 156 (88)
Calafrio, n. (%) 160 (90)
Cefaleia, n. (%) 156 (88)
Mialgia, n. (%) 148 (86)

' Mediana (variacdo)
“ Contagem de plaquetas <1 50.000/mm’
¥ Contagem de plaquetas <50.000/mm’

4.2 Diagnostico de malaria por P. vivax

O diagnoéstico da infecgdo por P. vivax foi realizado por técnicos treinados das
unidades de saude locais, a partir do exame microscopico de gota espessa corada por Giemsa.
A infecgdo exclusiva por P. vivax foi posteriormente confirmada por PCR (item 4.4). A
condugdo clinica e o tratamento antimalarico foram realizados sob a supervisdo do Dr. Cor
Fontes ou do Dr. Marcus Lacerda, seguindo as recomendagdes preconizadas do Programa

Nacional de Controle da Malaria (SVS, 2010).
4.3 Escore para avaliacdo de malaria aguda por P. vivax

Diante da inexisténcia de critérios que definem a gravidade da malaria causada por P.
vivax, utilizou-se a classificacdo feita pela OMS para malaria grave por P. falciparum (WHO,
2009). Dessa forma, apenas um individuo infectado por P. vivax, proveniente do estado do

Amazonas, demonstrou sinais clinicos de malaria grave. Esse paciente apresentou
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hiperbilirrubinemia (bilirrubina total = 4,3 mg/dL) e insuficiéncia renal aguda (creatinina =
2,3 mg/dL); outras doencas infecciosas comuns foram descartadas durante a sua
hospitaliza¢dao. Consequentemente, visando categorizar os individuos estudados para fins de
analise estatistica, optou-se por construir um escore clinico que pudesse definir “diferentes
graus de morbidade” para os demais individuos sintomaticos. Neste contexto, foram
adaptados os critérios utilizados por Franklin et al., 2011. Resumidamente, o escore clinico
levou em conta a ocorréncia ou ndo de febre, além de pardmetros hematologicos —
hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos e plaquetas (Tabela 2). Pontuagdes de “zero” ou “um”
foram atribuidas aos pardmetros quando estes se mostravam ausentes — ou dentro dos valores
de referéncia — ou presentes — fora da faixa de referéncia, respectivamente. No caso das
plaquetas, porém, individuos com niveis acima de 150.000/mm’ receberam pontuacio igual a
“zero”; aqueles com niveis entre 150.000 e 100.000/mm”, pontuacio igual a “um’; niveis
entre 100.000 e 50.000/mm’, pontuacio igual a “dois”; e aqueles que apresentaram
trombocitopenia grave — contagem de plaquetas menor que 50.000/mm’ — receberam
pontuagdo igual a “trés”. Ao final, a soma dos pontos para todos os pardmetros analisados

consistiu no escore total, que variou de zero a sete.

Tabela 2: Parametros e sistema de pontuagdes utilizados para o calculo do escore clinico

Parimetros Pontuacio Atribuida
Febre 0 se ausente 1 se presente
0 se>12 (mulher) 1 se <12 (mulher)

Hemoglobina 0 se >13 (homem) 1 se <13 (homem)

Hematocrito 0se>37 1 se <37

Leucécitos 0 se >4.000 1 se <4.000

Plaquetas 0 se >150.000 1 se <150.000 2 se <100.000 3 se <50.000

4.4 Coleta de sangue, obtenciao de DNA e diagnostico molecular de malaria

De cada individuo foram coletados cerca de 5 mL de sangue por pungdo venosa na
presenga de EDTA, com a utilizagdo do sistema Vacuette® (Greiner Bio-One International
GmbH, Austria). O DNA foi obtido utilizando-se kit de extragdo de DNA gendmico (Gentra
systems, USA), conforme as recomendacdes do fabricante, ¢ armazenado a -20°C até o
momento do uso. O diagnodstico molecular de malaria foi baseado na sequéncia do gene 18S
rRNA, utilizando-se um protocolo de nested-PCR ja padronizado no laboratorio (Costa et al.,

2014).
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4.5 Genotipagem dos polimorfismos em genes de glicoproteinas plaquetarias por PCR-

RFLP

A técnica de PCR foi utilizada para a amplificacdo de regides de interesse dos genes
estudados, a partir de molde de DNA fita dupla. As rea¢des foram realizadas em volumes
finais de 20 pL, contendo 100 a 200 ng da amostra de DNA, 0,5 uM de cada iniciador e 10 pL
de PCR Master Mix (Promega, USA), que contém a enzima Taq DNA polimerase, dNTPs,
MgCl, e tampdes em concentragdes pré-estabelecidas. As amplificacdes foram conduzidas
nos termocicladores automaticos Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) e Veriti®
Thermal Cycler (Life Technologies, USA). Na tabela 3 estdo listadas as sequéncias dos
iniciadores e as condi¢des de reacdo para cada regido de interesse. Os produtos amplificados

foram visualizados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (10 mg/mL.).

Os fragmentos de DNA amplificados foram, em seguida, digeridos com enzimas de
restricao especificas (Tabela 3). A digestdo para o polimorfismo de o2B1 ocorreu a
temperatura de 65°C por 2 horas; para allbB3 foi feita a 37°C por 16 horas; e finalmente para
o polimorfismo de GPIba, a digestdo foi realizada a 37°C por 3 horas. Os produtos gerados
durante a digestao foram visualizados em gel de poliacrilamida corado com prata, a fim de
melhor distinguir os genotipos. Para os polimorfismos de a2B1 e allbp3, foi feito gel de
poliacrilamida a 15%, ao passo que para o polimorfismo de GPIba foi feito gel de

poliacrilamida a 8%.

Tabela 3: Sequéncia dos iniciadores, condi¢des de amplificacdo, enzimas de restri¢do

utilizadas e genotipos associados aos diferentes perfis de fragmentos obtidos

Protocolo da PCR (n. de ciclos;

Sequéncia do iniciador 5'-3' temperatura de anelamento dos Enznma ~de Alelo (tamanho
. restricao em pb)
primers
021 (rs1126643) Jiménez etal ., 2008 C:23.92
F- GTGTTTAACTTGAAGACATAT 40 ciclos; 50°C por 45 s Taql T: 115
R: ACCTTGCATATTGAATTGCTT
aITbB3 (rs5918) Jiménez etal ., 2008 )
40 ciclos; 53°C por 60 s Msp 1 C.]f‘-54’5502’21177
F: TICTGATTGCTGGACTTCTCTT P -
R: TCTCTCCCCATGGCAAAGAGT
GPIba (rs2243093) Ishida et al ., 2000 C:131.336
40 ciclos; 58°C por 60 s Avall T:131, 161, 175

F: AGAAGAGAGAAGGACGGAGTCGAG
R: AGGATGGTTGTGTCTTTCGGC
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4.6 Genotipagem dos polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma

utilizando o sistema TagMan®

As genotipagens dos polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma foram
realizadas por meio do Sistema TagMan® (Applied Biosystems, Life Technologies, USA).
TagMan® ¢ uma sonda que possui um componente fluorescente capaz de detectar sequéncias
especificas nos fragmentos de DNA amplificados durante a PCR. Neste estudo,
especificamente, foram utilizados os compostos fluorescentes VIC e FAM. As reagdes
utilizando esse sistema foram feitas de acordo com o protocolo do fabricante e as amostras
lidas através do equipamento de PCR em tempo real ABI 7300 (Applied Biosystems, USA). A
discriminacdo alélica também foi realizada conforme orientagdes do fabricante e analisada

utilizando-se o software SDS (v. 2.3) (Applied Biosystems, USA).

Esta parte do estudo foi feita em colaboragdo com a Dra. Alessandra Pontillo (Instituto
de Ciéncias Biomédicas — Universidade de Sao Paulo), especialista em estudos de associagdo
entre polimorfismos genéticos em componentes do inflamossoma e doengas infecciosas. As

sondas utilizadas para cada polimorfismo se encontram descritas na tabela 4.

Tabela 4: Sondas utilizadas para a genotipagem de polimorfismos em genes do inflamossoma

Gene - polimorfismo Sequéncia da Sonda [VIC/FAM |
rs12150220 GGAGCTTGGAAGAGCTTGGTAGAGG[A/T|GTGAGGCAGAGATTTCTGGGGGGAA
NLRP1 152670660 ACAAGTGATCTACCAGTCTTTTAAA[A/G]TTCTATTATTAAAACCCAAACATGC
1s34733791 CATCTCTCCCGTATCCAGGCCCTCA[A/G]ITAGGGGTCATCACACTTGGTTTCCT

1535829419 GGAAGGCCGACACCTTGATATGGTG[A/CJAGTGTGTCCTCCCAAGCTCCTCTCA

NLRP3
1510754558 GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[C/G]TCATCACAGCGCCTCAGTTAGAGGA

1s2043211 AGTTGACACTCAGGAACAGCACGGA[A/T]CAATAATGGCTCTGCCTCTGTCTCA

CARDS
156509365 TTCATTTTCTACAAATGAGACATAA[A/G]CCTGGTGCTGATGAGGAGCCACTGA

IL-1Bp  r1s1143634 CATAAGCCTCGTTATCCCATGTGTC[G/A]JAAGAAGATAGGTTCTGAAATGTGGA

MEFV 15224204 GGAGTCTGGAATCACAGACCCCGGG[A/G]TTGGGAACATCTCCCTCCCAGGTCC

4.7 Analise dos dados

Neste estudo, verificou-se o efeito dos diferentes alelos, genotipos e haplotipos sobre
parametros clinicos e hematoldgicos dos pacientes, tais como niveis de hemoglobina,
hematocrito, contagem de plaquetas, ocorréncia de trombocitopenia grave e valores de escore

clinico. A principio, foram feitas andlises univariadas para comparacdo de medianas,
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utilizando-se os testes nao-paramétricos de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney, uma vez que
0s grupos nao apresentaram distribui¢ao normal. A fim de comparar propor¢des, realizou-se o

teste Qui-Quadrado ou, quando necessario, o teste Exato de Fisher.

Posteriormente, para verificar a influéncia dos polimorfismos sobre os parametros
clinicos e hematolédgicos estudados — controlando pelos possiveis fatores de confusdo, como
sexo, idade e exposicdo prévia a malaria — foram feitas andlises de regressdao. O método
Stepwise foi utilizado para selecionar as variaveis a serem analisadas, sendo que para o
método Forward — critério de entrada das variaveis no modelo de regressido — foram utilizadas
as analises univariadas, adotando um nivel de significancia de 25%. As varidveis selecionadas
entraram na regressdo multipla, tendo sido aplicado a partir dessa etapa o método Backward.
Este procedimento consiste em retirar, por vez, a varidvel de maior valor-p, até que restem no
modelo somente variaveis significativas. Para o método Backward foi adotado um nivel de
5% de significancia. Denominamos a regressdo final, ap6s os procedimentos Backward e

Forward, como regressao Stepwise.

Com exceg¢do do critério de entrada das varidveis na analise de regressdo, todos os
outros testes consideraram nivel de significancia de 5%. Os softwares utilizados nas analises
estatisticas foram o R (3.0.3), GraphPad (InStat 4.0; Prism 6) ¢ Minitab® 17. A inferéncia
dos haplotipos formados por polimorfismos nos genes de allbp3 e GPIba; NLRP1; NLRP3;
CARDS, bem como as analises de desequilibrio de ligagdo, foram realizadas no programa

Arlequin (3.1).

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do consultor estatistico André

Gabriel da Costa e da Dra. Tais Nobrega de Sousa (CPqQRR/FIOCRUZ-MQG).
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5 Resultados
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Os resultados serdo apresentados em duas partes, sendo a primeira relacionada ao artigo

publicado e a segunda referente aos dados ainda nao publicados.

PARTE I: Variabilidade genética de a2Ppl — receptor para coligeno — e allbp3 -

receptor para fibrinogénio

5.1 Artigo publicado intitulado “Genetic variability in platelet integrin a2p1 density:

possible contributor to Plasmodium vivax-induced severe thrombocytopenia”

Fernanda M. F. Campos’, Marina L. S. Santos', Flora S. Kano, Cor J. F. Fontes, Marcus V.

G. Lacerda, Cristiana F. A. Brito e Luzia H. Carvalho
"Essas autoras contribuiram igualmente para o artigo

Resumo. O entendimento da patogénese associada a malaria por Plasmodium vivax tem sido
um desafio nos ultimos anos. Neste trabalho, procurou-se investigar se a susceptibilidade a
trombocitopenia induzida por P. vivax poderia estar associada a polimorfismos de integrinas
de membrana plaquetaria: integrina a2 (C807T) e integrina B3 (T1565C). Apesar de ndo ter
sido observada associacao entre o polimorfismo de B3 e complicagdes na maléria vivax,
carreadores de a2 807T, os quais possuem maiores niveis da integrina a2f1, apresentaram
uma maior chance de desenvolver trombocitopenia grave quando comparados aos individuos
ndo mutados. Essa primeira evidéncia da associacdo entre o polimorfismo de a2 e a
morbidade ocasionada por P. vivax foi posteriormente demonstrada por meio de uma

correlacdo significativa entre a doenga clinica e niveis da integrina a2f1.
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Short Report: Genetic Variability in Platelet Integrin a2 1 Density: Possible Contributor
to Plasmodium vivax—induced Severe Thrombocytopenia

Fernanda M. F. Campos,t Marina L. S. Santos.T Flora S. Kano, Cor J. F. Fontes, Marcus V. G. Lacerda.
Cristiana F. A. Brito. and Luzia H. Carvalho*
Centro de Pesquisas René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil;

Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, Mato Grosso, Brazil; Fundacdo de Medicina Tropical
Dr. Heitor Vieira Dourado, Manaus, Amazonas, Brazil

Abstract.

Understanding the pathogenesis of Plasmodium vivax malaria is challenging. We hypothesized that suscep-

tibility to P. vivax-induced thrombocytopenia could be associated with polymorphisms on relevant platelet membrane
integrins: integrin a2 (C807T), and integrin B3 (T1565C). Although 3 polymorphism was not related with P. vivax malaria.
a2 807T carriers, which show high levels of integrin @21, had a higher probability for severe thrombocytopenia than wild-
type carriers. This evidence of the association of integrin polymorphism and P. vivax morbidity was further demonstrated
by a moderate but significant correlation between clinical disease and surface levels of the integrin a2f 1.

Plasmodium vivax infection is no longer considered a benign
disease because it might cause severe or fatal episodes.!?
Although the mechanisms underlying P. vivax-induced patho-
genesis remain poorly studied, thrombocytopenia is frequently
observed in P. vivax infection.” Recent studies suggest an asso-
ciation between deep thrombocytopenia and severity of the
illness.* However, the mechanisms leading to thrombocytope-
nia, as well as its contribution to malaria pathogenesis, are not
well understood.

Besides their central role in homeostasis, platelets contain a
wide range of inflammatory, immune-modulating, and angio-
genic factors. Consequently, it is not surprising that the role of
platelets in the development of an array of disorders continues
to emerge.® Although P. vivax-induced thrombocytopenia has
not been investigated in detail® several lines of evidence sug-
gest that platelets participate actively in the pathogenesis of
malaria.® In P. vivax malaria, platelets release microparticles
into the circulation, and these platelet-derived microparticles
seem to be associated with acute inflammatory svmptoms of
disease.” In addition, we have shown that levels of plasma cell-
free circulating nucleic acids were closely correlated with plate-
let counts, increasing in a linear fashion with the spectrum of
P. vivax malaria.® On the basis of these observations, we hypo-
thesized that platelet receptor polymorphisms that result in a
gain of function in platelet adhesion and/or aggregation in vivo
might place carriers at increased risk for P. vivax-induced
thrombocytopenia.

We studied the association between P. vivax and polymor-
phisms of platelet integrins (cell-surface heterodimeric pro-
teins that mediate cell-matrix and cell-cell interactions”). The
tocus of this study was two gain-of-function platelet receptor
single-nucleotide polymorphisms: the C807T polymorphism
of integrin .2 (also known as platelet glycoprotein la. GPla)
and the T1565C of integrin B3 (platelet glycoprotein Illa,
GPllla). Both polymorphisms have been implicated in differ-
ent clinical events, including those related to the coronary
syndromes, probable because of their gain-of-function mech-
anisms.'™"" Integrin a2, a platelet receptor for collagen, forms

*Address correspondence to Luzia H. Carvalho, Malaria Laboratory,
Centro de Pesquisas René Rachou, Fundagio Oswaldo Cruz, Av.
Augusto de Lima 1715, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, 30190-00.
E-mail: lhcarvalho@cpqrr fiocruz.br

fThese authors contributed equally to this article.

a functional receptor with the integrin §, subunit, which is
essential for platelet function.” The C807T single nucleotide
polymorphism (single-nucleotide polymorphism no. rs1126643;
National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
MD) is considered a genetic marker of the integrin a2B1 den-
sity.!%!3 [ntegrin B3, a common B subunit for p3-integrins, such
as alIbB 3, has a key role in platelet function by binding fibrin-
ogen and von Willebrand factor (VWF).* and the T1565C
polymorphism (1s5918) seems to increase platelet aggrega-
tion."® To the best of our knowledge, there has been no study
that assessed the association between integrin polymorphisms
and P. vivax malaria.

A total of 150 P. vivax patients 2-78 vears of age were
enrolled in the study after written informed consent, as spec-
ified by the Brazilian National Council of Health (Protocol
CEPSH/CPgRR/03/2008). Antimalarial and supportive thera-
pies were given according to standard protocols. The study
included patients with symptomatic but uncomplicated P. vivax
malaria, and all volunteers were negative for P. falciparum
and/or P. malariae by microscopy and polymerase chain
reaction. Demographic, clinico-epidemiologic, and hemato-
logic data of P. vivax-infected volunteers are shown in
Table 1.

Because there are no clear criteria to define P. vivax-induced
morbidity, we used a previously validated semi-quantitative
clinical assessment to enable numerical comparisons.” In brief,
scores of 0 or 1 were assigned to clinical and hematologic
parameters reported as absent (or within reference ranges) or
present (or outside reference ranges), respectively; the sum of
scores provides the patient’s final clinical score (scores range
from 0 to 5). Determination of a2 C807T and B3 T1565C
integrin genotypes was performed by using polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism assays with
restriction enzymes Tagl (integrin a.2) and Mspl (integrin 3),
as described.'®

The prevalence of integrin a2 C807T genotypes in P. vivax
patients were 35% CC, 55% CT and 10% TT, and overall
allele frequencies were C = 63% and T = 37%. The frequency
of P. vivax patients who showed the highest receptor density
(807T allele) was similar to that reported for healthy persons in
a meta-analysis of seven independent studies (approximately
1,000 healthy persons); 37% were 8071 allele carricrs.”

To determine the impact of a2 C807T polymorphic variation
on susceptibility to morbidity, we stratified patients according
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TasLE 1

Characteristics of 150 Plasmodium vivax patients enrolled in the
study

Characteristic Value

Sex, M:F 31

Age, median (range) 36 (2-78)
Malaria episodes, median (range)* 2 (0-60)
Parasites/uL, median (range) 1,219 (25-8,238)
Hematocrit %, median (range) 39 (14-51)
Hemoglobin, g/dL, median (range) 13 (5-17)
Leukocyte count/mm® (x 10°), median (range) 5.5(2.0-14.6)
Platelet count/mm™ (x 103). median (range) 98 (13-260)
Thrombocytopenia, no. (%)t 124 (83)
Severe thrombocytopenia, no. (% )% 2541.7)
Length of symptoms, days, median (range) 4(1-50)
Fever at the time of blood sampling, no. (%) 113 (77)

*Self-reported number of lifetime malaria episodes.

fPlatelet count < 150,000/mm’.

#Platelet count < 50,0000mm’; this criterion_has been used in several malaria studies,
including those carried-out in the Amazon area’

to clinical and hematologic data. Results showed that median
platelet counts for P. vivax patients carrying the 807T allele
(90,500/mm?, interquartile range = 53,000-128,500/mm’) was
significantly lower than for patients carrying the wild-type
allele (101,000/mm?, interquartile range = 70,000-139,250/
mm?) (P =0.0228, by non-parametric Wilcoxon Mann-Whitney
test). There was a weak trend toward decreased platelet counts
according to the number of mutated alleles (median platelet
count = 85 000/mm? for two mutated alleles and 91,500 for one
mutated allele). The general trend of low platelet counts
among patients carryving one or two mutated alleles (y* for
trend = 5.18, P = (.022) is shown in Figure 1A. The 807T allele
was predominantly associated with severe thrombocytopenia
(platelets counts < Sl),{)l)()fmm3) but not with moderate throm-
bocytopenia (platelet counts = 50,000-100,000/mm?).

Using the wild-type genotype CC as a reference, we found
that the TT genotype was associated with an increased proba-
bility for severe thrombocytopenia (adjusted odds ratio [OR] =
1031, 95% contidence interval [CI] = 2.13-49.79, P = 0.004)
(Figure 2). Also, P. vivax patients with the variant genotypes
(CT and TT) had a signiticantly higher risk for severe throm-
bocytopenia than patients with the CC genotype (adjusted
OR = 4.44, 95% CI = 1.23-15.99, P = 0.023).

To make numerical comparisons between integrin a2f1
levels and clinical spectrum of P. vivax malaria, we scored
persons according to integrin a2f31 levels as follows: score = 2
(homozygous for the 807T allele), score = 1 (heterozvgous for
the 807T allele), and score = 0 (no 807T allele). This criterion
was used because 807 C/T dimorphism is a genetic marker of
integrin a2p 1 levels, and platelets carrying the TT genotype
express the highest levels, TC platelets express intermediate
levels, and CC platelets express the lowest levels.!»1#

Using this semi-quantitative assessment, we demonstrated a
moderate but significant correlation between intensity of clinical
malaria and surface levels of the integrin «2B1 (Spearman r =
0.2, P = 0.011). Nevertheless, the present study precludes any
definite conclusion about clinical disease and integrin «2f1
because it deals only with uncomplicated P. vivax malaria. To
properly address this question, a follow-up study would be desir-
able, which included patients with different degrees of malaria.

The B3 integrin genotype distribution among P. vivax patients
showed that the frequencies of the heterozygous (TC) and
homozygous (CC) mutations of T1565C were 18.7% and 0.8%.

respectively, with a predominance of the TT genotype (n = 99,
80.5%). The allele frequencies (90% T and 10% C) we report
confirm those of previous studies, which showed that usually
more than 80% of the human population harbors the T1565
allele.” In P vivax patients stratified according to platelet
counts, we did not find evidence supporting an association
between P. vivax thrombocytopenia and the T1565C polymor-
phism of integrin B3 (Figure 1B); the T versus C allele compar-
ison showed an adjusted OR of 1.55 (95% CL = 044-547, P =
0.419). No evidence of any gene-disease association was
obtained comparing the T1565C polymorphism of the integrin
B3 among P. vivax patients. However, because of the low tre-
quency of CC homozygotes in our sample and the high fre-
quency of polymorphisms in integrin [33,30 it is not appropriate
to exclude a role for B3 integrin in P. vivax-induced thrombocy-
topenia. In this context. it would be of interest to investigate
polymorphisms in the major vWF receptor, glycoprotein-1b
(GP1b), because studies have implicated endothelial cell activa-
tion with release of active vWF as one pathogenic mechanism
contributing to malaria-induced thrombocytopenia.*'
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Figure 1. Influence of integrin «2 C807T polymorphism, but not
integrin 3 T1565C polymorphism, on Plasmodium vivax-induced
thrombocytopenia. Genotype distributions of A, integrin a2 C807T
and B, integrin f3 T1565C according to platelet levels among
150 P. vivax malaria patients. Results are frequency of persons carrying
two (homozygous), one (heterozygous), or no mutated allele.
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INTEGRIN POLYMORPHISMS AND P. VIVAX THROMBOCYTOPENIA
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Ficure 2.  Odds ratio (ORs) analysis for the association of integrin a2 C807T polymorphism among P. vivax malaria patients with severe
thrombocytopenia (platelet counts < SO,OOOImmE). Crude OR was obtained by using 2 x 2 contingency tables with a 95% confidence interval (CT),
and the adjusted OR was calculated by using the unconditional logistic regression method with adjustment for age, sex, and previous malaria.

P < 0.05 was considered significant (bold).

The pathogenic mechanism involved in the association
between hereditary variation in platelet integrin a2p1 density
and P. vivax-induced thrombocytopenia is unknown. Neverthe-
less, our evidence showed that the integrin a2 C8071 polymor-
phism is associated with an increased risk for P. vivax-induced
severe thrombocytopenia is according to the fact that the coag-
ulation-inflammation cycle acts as a cofactor for malaria mor-
bidity. ™ In this context, if one considers recent findings that
suggest that P. vivax malaria is associated with excessive endo-
thelial activation and inflammation,”?* one could speculate that
perturbed endothelia induced by malaria infection would poten-
tiate an exacerbate platelet-collagen interaction in a2 807T car-
riers, whose propensity for collagen-induced platelet aggregation/
activation is increased.

Previous finding suggest that thrombocytopenia in persons
with malaria might be related to endothelial damage.®® Fur-
thermore, because platelet activation by agonists such as col-
lagen or thrombin also leads to vesiculation of the platelet
membrane and formation of microparticles, this mechanism
might amplify P. vivax-induced inflammation and contribute
to reduced platelet lifespan in malaria patients. We have dem-
onstrated that platelet-derived microparticles might play a
role in acute inflammatory symptoms of P. vivax malaria.”
However, a relationship between a2 polymorphism and
P. vivax thrombocytopenia remains unclear because the con-
tribution of endothelial activation in the pathophysiology of
P. vivax malaria, as well as mechanisms involved in thrombo-
cytopenia, are unknown.? Thus, a useful field of investigation
would be the role of platelets and surface integrin receptors in
P. vivax cytoadhesion, which is a not well-defined phenome-
non traditionally associated with P. falciparum infection.®®

Because ancestry might play a role in the prevalence of
integrin genotypes,?’ it is important to explore whether regional
differences in the hematologic status of P. vivax malaria® are
linked to differences in ancestral origins of the study population.
Unfortunately, there is little information on integrin polymor-
phisms in malaria-endemic areas. Consequently, a more com-

prehensive search for polymorphisms/haplotypes ot different
integrins may provide additional insight into the role of integrin
genetics in malaria.

In conclusion, the present study provides evidence that an
integrin o2 C807T polymorphism is associated with an
increased risk of P. vivax-induced severe thrombocytopenia.
It remains to be clarified whether this polymorphism is linked
to other relevant mutations. Because the number of cases was
relatively small and hematologic variables were obtained at
the time of diagnosis, our findings should be interpreted with
caution before being confirmed in larger studies. This prelim-
inary study provides a valuable guidance for the future studies
in this area.
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PARTE II: Resultados niao publicados

5.2 Variabilidade genética da glicoproteina GPIba, receptor plaquetario para fator de

von Willebrand (vWF)

5.2.1 Padronizacio da reacio de PCR-RFLP para a genotipagem do
polimorfismo na glicoproteina GPIba (rs2243093)

A reagao de PCR-RFLP foi padronizada com sucesso de acordo com o protocolo
descrito por Ishida et al., 2000, apresentando pequenas modifica¢des, conforme especificado
na Metodologia. A figura 4 ilustra o perfil eletroforético do polimorfismo T/C de GPIba para

amostras de 3 pacientes.

Figura 4: Perfil eletroforético do polimorfismo T/C (rs2243093) de GPIba, para amostras de
3 individuos infectados por P. vivax. O individuo 1 possui gendtipo TT; individuo 2, gendtipo
CT e o individuo 3 apresenta o genotipo mutado CC. Gel de poliacrilamida 8% corado com

prata. PM= padrao de peso molecular

5.2.2 Distribuicio dos alelos e genétipos do polimorfismo de GPIba na populagao

estudada e associagdo com a morbidade na malaria por P. vivax

Ao todo, 182 individuos foram genotipados para o polimorfismo de GPIba. A tabela 5
exibe as frequéncias alélicas e genotipicas encontradas na populacdo de estudo. O alelo
selvagem T foi o mais frequente (85%), bem como o gendtipo selvagem TT, presente em 73%
dos individuos. O alelo C mutado apresentou frequéncia relativa igual a 15% e os gendtipos

CT e CC tiveram frequéncias iguais a 25% e 2%, respectivamente.
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Tabela 5: Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo de GPIba estudado

Gene  Polimorfismo Alelo Frequéncia, n. (%)
T 310 (85)
C 54 (15)
Genotipo
GPIba rs2243093 T 132 (73)
CT 46 (25)
CcC 4(2)

A fim de verificar uma associagdo entre o polimorfismo de GPIba e a morbidade
ocasionada por P. vivax, analisou-se o efeito dos alelos e gendtipos sobre os niveis de

hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, ocorréncia de trombocitopenia grave e escore clinico.

A partir da andlise univariada, verificou-se uma associagdo entre niveis de
hemoglobina (Hb) e os alelos de GPIba (Figura 5a). Portadores do alelo T selvagem
apresentaram mediana de Hb igual a 13,2 g/dL, enquanto a mediana para portadores do alelo
mutado C foi de 12,3 g/dL, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (Teste de
Mann-Whitney; p= 0,0016). Na analise de regressdao, quando foram controladas as possiveis
variaveis de confusdo, tais como sexo, idade e exposicao prévia a malaria, observou-se que,
em carreadores do alelo C, o valor médio de Hb foi 0,81 g/dL menor que em portadores do

alelo T (IC 95%: 0,232 — 1,38; p= 0,0006).

De forma semelhante, verificou-se uma associagdo entre niveis de Hb e os genotipos
de GPIba (Figura 5b). Portadores do gendtipo TT apresentaram o maior valor mediano (13,2
g/dL), ao passo que carreadores do genotipo CC apresentaram a menor mediana (10,05 g/dL),
sendo essa diferenca estatisticamente significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,004).
Considerando as variaveis de confusdo, o valor médio de Hb na presenca do genétipo CC foi
3,071 g/dL menor que em portadores do gendtipo TT (IC 95%: 0,52 — 5,62; p= 0,019). No

entanto, nao houve diferenca significativa entre TT e CT (p=0,191).
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Figura 5: Associacdo entre niveis de hemoglobina e o polimorfismo T/C de GPIba. a) Efeito
dos alelos de GPIba sobre niveis de hemoglobina, sendo T o alelo selvagem e C o alelo
mutado. b) Efeito dos gendtipos de GPIba sobre niveis de hemoglobina, sendo TT o genotipo

homozigoto selvagem, CT o heterozigoto ¢ CC o gendtipo homozigoto mutado

O polimorfismo do gene de GPIba também influenciou as taxas de hematocrito (HTC)
dos pacientes (Figura 6). Portadores do alelo T apresentaram mediana de HTC igual a 39,4%,
enquanto a mediana para portadores do alelo C foi de 37,5%, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (Teste de Mann-Whitney; p= 0,0068). Os resultados da analise
de regressao confirmaram a associacao entre HTC e os alelos de GPIba. Em carreadores do
alelo C, a taxa média de HTC foi 2,79% menor que em portadores do alelo T (IC 95%: 0,92 —
4,67; p=0,004).

Além da associagdo entre os alelos e valores de HTC, observou-se que portadores do
gendtipo TT apresentaram o maior valor mediano (39,6%) de HTC, ao passo que carreadores
do genotipo CC apresentaram a menor mediana (31,4%), sendo essa diferenga
estatisticamente significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,01). Considerando as variaveis
de confusdo, a taxa média de HTC em carreadores do genotipo CC foi 8,86% menor que em
carreadores de TT (IC 95%: 1,85 — 15,87; p= 0,015). Todavia, ndo houve diferenca
significativa entre TT e CT (p=0,514).
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Em resumo, os resultados sugerem uma forte associacio entre o polimorfismo T/C no
gene de GPIba e alteragdes nos niveis de Hb e HTC. Logo, pacientes carreadores do alelo C
podem apresentar uma predisposi¢ao ao desenvolvimento de anemia na malaria por P. vivax.
No entanto, ndo foi observada influéncia do polimorfismo nos niveis plaquetarios, ocorréncia

de trombocitopenia grave, ou valores do escore clinico (dados ndo mostrados).
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Figura 6: Associacdo entre hematdcrito e o polimorfismo T/C de GPIbo. a) Efeito dos alelos
de GPIba sobre as taxas de hematdcrito, sendo T o alelo selvagem e C o alelo mutado. b)
Efeito dos genotipos de GPIba sobre as taxas de hematocrito, sendo TT o genotipo

homozigoto selvagem, CT o heterozigoto e CC o gendtipo homozigoto mutado

5.2.3 Haplétipos formados por polimorfismos em genes de receptores

plaquetarios

Os genes que codificam GPIba e a subunidade B3 da integrina allbB3 (Parte I dos
Resultados) estdo ambos localizados no cromossomo 17, com os polimorfismos estudados
nesses genes, 1$2243093 e rs5918, em desequilibrio de ligacdo (DL) (p= 0,00149). Sendo
assim, a partir da inferéncia dos haplotipos formados pelos polimorfismos nesses dois genes,
foi possivel analisar a influéncia dos mesmos na morbidade causada por P. vivax. O haplétipo
T,T — que corresponde a combinagdo das variantes selvagens T em GPIba e B3 — foi o mais
frequente entre os demais (79%). Em contrapartida, o haplétipo C,C foi o de menor
frequéncia (2%). A tabela 6 mostra os possiveis haplotipos e suas respectivas frequéncias na

populacdo estudada.
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A partir das andlises estatisticas realizadas, porém, ndo foi verificada associacio
significativa entre os haplotipos formados por polimorfismos em genes de receptores

plaquetarios e os parametros clinicos ou hematoldgicos avaliados (dados ndo mostrados).

Tabela 6: Haplotipos para os polimorfismos de GPIba e 3

Genes Polimorfismos Haplotipos Frequéncia, n. (%)

T,T 207 (79)

GPIbo,  1s2243093, C,T 32 (12)
B3 rs5918 T.C 19 (7)
C,C 6(2)

5.3 Variabilidade genética de componentes do inflamossoma

As genotipagens de 9 polimorfismos em 5 genes de componentes do inflamossoma
(NLRP1, NLRP3, CARDS, IL-1B ¢ MEFV) foram feitas utilizando-se o Sistema TagMan®,
em colaboragdo com a Dra. Alessandra Pontillo (ICB-USP) — conforme especificado na

Metodologia.

A fim de verificar uma associagdo entre os polimorfismos de componentes do
inflamossoma e a morbidade ocasionada por P. vivax, analisou-se o ecfeito dos alelos,
genotipos e haplotipos sobre os niveis de hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, ocorréncia de

trombocitopenia grave e escore clinico.

5.3.1 Distribuicio dos alelos e gendtipos para os polimorfismos de NLRP1 e

associacio com a morbidade na malaria por P. vivax

Ao todo, foram genotipadas aproximadamente 154 amostras para os polimorfismos de
NLRP1 (rs12150220, rs2670660, rs34733791). A tabela 7 apresenta as frequéncias alélicas e

genotipicas obtidas para os polimorfismos estudados no gene de NLRP1.
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Tabela 7: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de NLRP1

Gene  Polimorfismo Alelo Frequéncia, n. (%)

A 183 (59)
T 125 (41)

Genétipo
1512150220 AA 58 (38)
AT 67 (43)
TT 29 (19)

Alelo

A 164 (54)
G 140 (46)

NLRP1 152670660  Genétipo
AA 43 (28)
AG 78 (51)
GG 31 21

Alelo
G 288 (94)
A 20 (6)

134733791  Genotipo
GG 134 (87)
AG 20 (13)

AA 0

Com relagdo ao polimorfismo de NLRP1 A/T (rs12150220), o alelo A e o genotipo
AT foram os mais frequentes (59% e 43%, respectivamente). Quando avaliado o efeito desse
polimorfismo sobre os niveis de plaquetas, verificou-se que carreadores do alelo A
apresentaram mediana equivalente a 98.000 plaquetas/mm’, ao passo que portadores do alelo
T apresentaram mediana igual a 90.000/mm’ (Figura 7a). Essa diferenca entre os alelos foi
estatisticamente significativa (Teste de Mann-Whitney; p= 0,045). Observou-se, também, que
portadores do gendtipo AA apresentaram o maior valor mediano de plaquetas (106.000/mm”),
enquanto carreadores do gendtipo AT apresentaram a menor mediana (81.000/mm’), sendo
essa diferenca significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,024) (Figura 7b). A analise de
regressao confirmou a associacdo entre o polimorfismo A/T e menores niveis de plaquetas.
Verificou-se, entdo, que o valor médio das plaquetas na presenga do gendtipo AT foi 22,7%
menor que na presenca de AA (IC 95%: 8 — 35; p= 0,005). No entanto, ndo houve diferenga
significativa entre AA ¢ TT (p= 0,075).
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Ainda para o polimorfismo NLRP1 A/T, foi observada também uma influéncia sobre
os valores do escore clinico. Controlando pelas varidaveis de confusao, portadores do alelo T
tiveram aumento de 16% no escore clinico (IC 95%: 3,3 — 28,8; p= 0,014). Além disso, a
presenca dos gendtipos AT e TT aumenta o valor médio dessa variavel em, respectivamente,
21,9% (IC 95%: 1 — 46; p=0,036) e 37,6% (IC 95% 9 — 73; p=0,007), quando comparados ao
genodtipo AA. Em conjunto, os resultados demonstraram que o polimorfismo em questao esta
associado a baixa de plaquetas e a um aumento da morbidade, representado pelo aumento do
escore clinico. Contudo, esse polimorfismo ndo apresentou influéncia significativa sobre os

niveis de Hb, HTC ou sobre a ocorréncia de trombocitopenia grave (dados ndo mostrados).

a) b)
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Figura 7: Associacdo entre niveis de plaquetas e o polimorfismo A/T de NLRPI
(rs12150220). a) Efeito dos alelos sobre niveis plaquetéarios, sendo T o alelo associado a
menores niveis. b) Efeito dos genétipos sobre niveis de plaquetas, sendo AT o gendtipo

associado a menores niveis

Com relag@o ao segundo polimorfismo estudado de NLRP1 (rs2670660), o alelo A e o
genotipo AG foram os mais frequentes na populacao (54% e 51%, respectivamente) (Tabela
7). Entre os parametros clinicos e hematologicos avaliados, observou-se que esse
polimorfismo exerce influéncia sobre os niveis de Hb, sendo que em portadores do alelo G o
valor médio foi 0,5 g/dL menor que em portadores do alelo A (IC 95%: 0,06 — 0,86; p=
0,026).
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O polimorfismo de NLRP1 A/G (rs2670660) também apresentou associagdo com a
trombocitopenia grave, sendo o genotipo AG um fator de risco para a ocorréncia dessa
manifestacdo (Figura 8). Controlando pelas varidveis de confusdo, a chance de ocorrer
trombocitopenia grave em carreadores do gendtipo AG foi 6 vezes maior que em portadores
do genotipo AA (IC 95%: 1,27 — 28,44; p= 0,024). Entretanto, ndo foi verificada diferenga
entre os gendtipos AA ¢ GG (p= 0,448). Em resumo, o polimorfismo de NLRP1 A/G
demonstra estar associado a menores niveis de Hb e a ocorréncia de trombocitopenia grave
nos pacientes incluidos nesse estudo. Todavia, ndo foi observada influéncia desse
polimorfismo sobre a taxa de HTC, niveis quantitativos de plaquetas e valores de escore

clinico (dados nao mostrados).

Genotipos NLRP1 Odds Ratio (IC 95%)

rs2670660
AA X
16 (1,27 - 28,44) p=0,024
AG o, - i

0.1 1 10 100

Trombocitopenia grave
—

Figura 8: Efeito do polimorfismo de NLRP1 A/G sobre a ocorréncia de trombocitopenia
grave. O genotipo AG demonstra ser um fator de risco para a ocorréncia de plaquetas menores

ou iguais a 50.000/mm’ (trombocitopenia grave)

No que diz respeito ao terceiro polimorfismo de NLRP1 estudado (G/A, rs34733791),
o alelo G e o gendtipo GG foram os mais frequentes na populagio (94% e 87%,
respectivamente) (Tabela 7). No entanto, ndo foi verificada associagdo entre esse
polimorfismo e os parametros clinicos ou hematologicos analisados; a baixa frequéncia do

alelo A na populagao estudada (6%) pode ter contribuido para esses achados.
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5.3.2 Distribuicio dos alelos e genétipos para os polimorfismos de NLRP3 e

associacio com a morbidade na malaria por P. vivax

Ao todo, foram genotipadas aproximadamente 154 amostras para os polimorfismos de
NLRP3 (rs10754558 e rs35829419). A tabela 8§ apresenta as frequéncias alélicas e genotipicas

obtidas para os polimorfismos estudados no gene de NLRP3.

Tabela 8: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de NLRP3

Gene  Polimorfismo Alelo Frequéncia, n. (%)
C 187 (62)
G 115 (38)
Genétipo
rs10754558 cc 59 (39)
CG 69 (46)
GG 23 (15)
NLRP3 Alelo
C 299 (98)
A 51)
1535829419  Gendétipo
CC 147 (97)
AC 503)
AA 0

No que diz respeito ao polimorfismo de NLRP3 C/G (rs10754558), o alelo C e o
gendtipo CG foram os mais frequentes na populacdo estudada (62% e 46%, respectivamente).
Quando analisados os niveis de Hb, HTC, plaquetas e escore clinico em fungdo desse
polimorfismo, nao foram vistos resultados significativos (dados nao mostrados). Entretanto, o
efeito dos alelos sobre a ocorréncia de trombocitopenia grave, apesar de ndo ter sido
estatisticamente significativo na andlise univariada (p= 0,2422 — dados nao mostrados), pdde
ser observado na analise de regressdo (Figura 9). Portanto, a chance de ocorrer
trombocitopenia grave em carreadores do alelo G — alelo menos frequente — foi cerca de 2
vezes menor que em carreadores do alelo C (p= 0,032). Esses achados sugerem, portanto, que
o alelo G esta relacionado a protecdo no desenvolvimento de trombocitopenia grave associada

4 maléria vivax.

Em se tratando do outro polimorfismo de NLRP3 estudado (rs35829419), o alelo C e o
genotipo CC apresentaram as maiores frequéncias (98% e 97%, respectivamente) (Tabela 8).
Devido a baixa frequéncia observada para o alelo A nessa populacdo, ndo foi possivel
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verificar associagdo entre o polimorfismo C/A de NLRP3 e os pardmetros clinicos ou

hematoldgicos analisados.

Alelos NLRP3 Odds Ratio (IC 95%)
rs10754558
c 1

0,45 (0,21 - 0,96) p=0,032:
 —— e [

0.1 1 10

Trombocitopenia grave
>

Figura 9: Efeito do polimorfismo de NLRP3 C/G (rs10754558) sobre a ocorréncia de
trombocitopenia grave. O alelo G demonstra ter papel protetor sobre a ocorréncia de plaquetas

menores ou iguais a 50.000/mm’ (trombocitopenia grave)

5.3.3 Distribuicio dos alelos e gendétipos para os polimorfismos de CARDS e

associacio com a morbidade na malaria por P. vivax

Ao todo, foram genotipadas aproximadamente 154 amostras para os polimorfismos de
CARDS (152043211 e rs6509365). A tabela 9 apresenta as frequéncias alélicas e genotipicas
obtidas para os polimorfismos estudados no gene de CARDS.
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Tabela 9: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de CARD8

Gene  Polimorfismo Alelo Frequéncia, n. (%)

A 180 (69)
T 82 (31)

Genotipo
rs2043211 AA 64 (49)
AT 52 (40)
TT 15(11)

CARDBS Alelo

A 194 (63)
G 114 (37)

1s6509365 Genétipo
AA 58 (38)
AG 78 (51)
GG 18 (11)

Com relagdo ao polimorfismo A/T de CARDS (rs2043211), o alelo A e o gen6tipo AA
apresentaram as maiores frequéncias na populacdo de estudo (69% e 49%, respectivamente).
Quando foi analisada a influéncia desse polimorfismo sobre as variaveis hemoglobina (Hb),
plaquetas, ocorréncia de trombocitopenia grave e escore clinico, ndo foi observada associacao
significativa (dados ndo mostrados). No entanto, o efeito dos alelos sobre o hematdcrito
(HTC), apesar de nao ter sido estatisticamente significativo na analise univariada (p= 0,1952
— dados ndo mostrados), pdde ser observado na andlise de regressdo. Verificou-se entdo que,
em portadores do alelo T, a taxa média de HTC foi cerca de 2% menor que em portadores do
alelo A (IC 95%: 0,44 — 3,26; p= 0,01), demonstrando uma associagdo entre o alelo menos
frequente (T) e baixo valor de HTC. Além disso, quando analisado o efeito dos genotipos
sobre HTC, controlando pelas varidveis de confusdo, observou-se que a taxa média desse
parametro para carreadores do gendtipo AT foi 2,15% menor que para portadores de AA (IC
95%: 0,4 — 3,92; p= 0,018). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre TT ¢ AA (p=
0,343).

No que diz respeito ao segundo polimorfismo de CARDS estudado (A/G, rs6509365),
o alelo mais frequente na populagdo foi o A (63%), assim como o genotipo AG, cuja
frequéncia foi igual a 51%. Todavia, ndo foi observada associacdo entre esse polimorfismo e

os parametros avaliados.
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Com base nos dados apresentados, apenas o polimorfismo A/T de CARDS

(rs2043211) parece estar associado a menores taxas de HTC na malaria por P. vivax.

5.3.4 Distribuicdo dos alelos e gendtipos para os polimorfismos de IL-1p ¢ MEFV

e associacdo com a morbidade na malaria por P. vivax

Ao todo, foram genotipadas 123 amostras para o polimorfismo de IL-1B (rs1143634) e
129 para o polimorfismo de MEFV (rs224204). A tabela 10 apresenta as frequéncias alélicas e

genotipicas obtidas para esses polimorfismos.

Tabela 10: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de IL-13 e MEFV

Gene  Polimorfismo Alelo Frequéncia, n. (%)

G 208 (85)
A 38 (15)
Genétipo
IL-1B rs1143634 GG 88 (72)
AG 32 (26)
AA 32
Alelo
G 229 (89)
A 29 (11)
MEFV 15224204 Genotipo
GG 100 (78)
AG 29 (22)
AA 0

Com relagdao ao polimorfismo G/A de IL-1PB (rs1143634), o alelo G foi o de maior
frequéncia (85%), assim como o genotipo GG, que esteve presente em 72% dos individuos
estudados. Quanto ao polimorfismo G/A de MEFV (rs224204), o alelo G foi o mais frequente

(89%) e o genotipo GG esteve presente em cerca de 80% da populagdo de estudo.

Assim como para todos os outros polimorfismos estudados, foi verificado o efeito dos
alelos e genotipos sobre os niveis de hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, ocorréncia de
trombocitopenia grave e escore clinico. Entretanto, ndo foi observada associagdo entre os

polimorfismos de IL-1B ou MEFV e os parametros considerados nesse estudo.
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5.3.5 Haplétipos formados por polimorfismos em genes de componentes do

inflamossoma

Também para os polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma foi
possivel inferir os haplotipos e determinar suas frequéncias na populagdo estudada. Foram
definidos haplétipos para os genes de NLRP1, NLRP3 e CARDS. Com relagdo a NLRP1, os
loci rs12150220 e rs2670660 estao em desequilibrio de ligagdao (DL) (p= 0,000). No que diz
respeito a CARDS, ambos os loci (rs2043211 e rs6509365) estdo em DL (p= 0,000).
Entretanto, ndo foi observado DL para os loci de NLRP3 estudados (p= 0,675). A tabela 11
mostra os principais haplotipos para componentes do inflamossoma e suas respectivas

frequéncias.

Tabela 11: Haplotipos para os polimorfismos de NLRP1 (rs12150220, rs2670660 e
rs34733791); NLRP3 (rs35829419 e rs10754558) e CARDS (rs2043211 e rs6509365)

Gene Polimorfismos Prm?q-) s Frequéncia, n. (%)
haplotipos
AAG 123 (41)
rs12150220, T.G,G 98 (33)
1s2670660, A,G,G 38 (13)
NLRPI rs34733791 T,AG 22 (7)
AAA 16 (5)
T,G,A 3(1)
1s35829419, C,C 178 (60)
NLRP3  rs10754558 C,G 113 (38)
AC 5Q2)
AA 151 (59)
CARDS rs2043211, T.G 79 (30)
rs6509365 AG 25 (10)
T,A 3(1)

Os haplotipo de NLRP1 mais frequente foi A,A,G (41%), seguido por T,G,G (33%). O
haplotipo C,C de NLRP3 apresentou maior frequéncia (60%), assim como o haplotipo A,A de
CARDS (59%).

Quando se avaliou o efeito dos haplotipos de NLRP1 sobre niveis de plaquetas, pela
analise univariada, foi observada uma possivel associacdo entre essas duas variaveis (p= 0,05
— dados ndo mostrados). Com a analise de regressao realizada em seguida, verificou-se que o

valor médio das plaquetas na presenca do haplotipo A,A,G foi cerca de 20% maior do que na
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presenga do haplotipo T,G,G (IC 95%: 4 — 38; p= 0,012). O mesmo percentual foi observado
quando comparados os demais haplotipos a variante T,G,G (IC 95%: 2 — 39; p= 0,031),

sugerindo uma associa¢do entre o haplotipo T,G,G e menores niveis plaquetarios.

Além desse achado, os haplotipos para o gene de NLRP1 apresentaram um efeito
significativo sobre o escore clinico, sendo que o maior valor da mediana foi observado para o
haplotipo T,G,G (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,017), conforme ilustrado na figura 10.
Controlando pelas varidveis de confusdo, a presenca do haplétipo A,A,G e dos demais
diminui o valor médio do escore em, respectivamente 20,4% (IC 95%: 9 — 30; p= 0,001) e

18% (IC 95%: 5 — 29; p=0,007), quando comparados ao haplétipo T,G,G.

Com base nos resultados expostos, o haplotipo T,G,G de NLRP1 parece estar
relacionado a menores niveis plaquetdrios e a um aumento da morbidade na maldria por P.
vivax, representado pelo aumento do escore clinico. Todavia, ndo foi verificada associagdo
entre os haplétipos de NLRP3, haplotipos de CARD8 e os parametros clinicos ou

hematologicos avaliados (dados ndo mostrados).

p=0,017
8-
8 %
R
]
o 4
1
[=]
%]
(7]
w 24
0
T.G,G AA,G Outros
n=98 n=123 n=79

Haplotipos

Figura 10: Efeito dos haplotipos para o gene de NLRP1 sobre o escore clinico
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6 Discussao
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Casos de malaria grave por P. vivax em varias regides do globo (Genton et al., 2008;
Tjitra et al., 2008; Lacerda et al., 2012) t€ém chamado a aten¢do da comunidade cientifica para
0s mecanismos patogénicos dessa doenga, até o momento pouco conhecidos. Assim como as
particularidades apresentadas pelo parasito, fatores proprios do hospedeiro podem influenciar
o curso da infec¢do maldrica e, portanto, as manifestagdes clinicas decorrentes da mesma
(Andrade & Barral-Netto, 2011; De Mendonga et al., 2012). Neste contexto, o presente
trabalho investigou a associagdo entre a variabilidade genética do hospedeiro vertebrado e a
morbidade na malaria por P. vivax; com énfase nos polimorfismos em genes de receptores de
plaquetas e de componentes do inflamossoma, visto que a cascata de coagulagdo-inflamagao

parece contribuir para a patogenia da malaria (Francischetti et al., 2012).

A primeira hipdtese avaliada foi a de que polimorfismos em genes de receptores
plaquetarios — que resultam em um ganho de funcdo na adesao e/ou agregagao das plaquetas —
estdo envolvidos com as alteragdes clinicas e hematologicas na malaria por P. vivax, como a
trombocitopenia. Dessa forma, o receptor plaquetario para coldgeno — integrina a2f1 — foi o
primeiro a ser investigado, estando o polimorfismo C807T da subunidade a2 relacionado ao
aumento da densidade da integrina na superficie das plaquetas. De fato, esse polimorfismo
mostrou-se fortemente associado a baixos niveis plaquetdrios, visto que carreadores do
genotipo TT apresentaram dez vezes mais chance de desenvolverem trombocitopenia grave
(niveis de plaquetas iguais ou inferiores a 50.000/mm’). Apesar de ndo se conhecer o
mecanismo que explique essa associagdo, diferentes achados sugerem que a malaria vivax
leva a intensa ativagdo do endotélio ¢ inflamagdo (Yeo et al., 2010; Andrade et al., 2010).
Sendo assim, especula-se que o endotélio vascular lesionado, caracteristico da infeccdo,
potencializa as interagdes entre plaquetas e colageno, principalmente em carreadores do alelo
807T, que apresentam maiores niveis do receptor a21 na superficie de suas plaquetas.
Consequentemente, ¢ possivel que nesses individuos ocorra uma ativagdo plaquetaria mais
intensa, induzida pela interagdo com o colageno, que pode contribuir para o processo

inflamatorio nesses pacientes e o aparecimento de alteracdes clinicas.

Achados anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que microparticulas
derivadas de plaquetas (PMPs) estdo correlacionadas a manifestagdes clinicas em pacientes
infectados por P. vivax (Campos et al., 2010). Tendo em vista que a ativagdo plaquetaria leva
a liberagdo de microparticulas no sangue e que essas microvesiculas sdo mediadores
inflamatorios em varias doengas (Boilard et al., 2010; Balvers et al., 2015), componentes
relacionados a essa ativacdo, como a integrina de membrana a2p1, também poderiam modular

indiretamente os niveis de plaquetas e microparticulas. Entretanto, os mecanismos envolvidos
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com a trombocitopenia na malaria por P. vivax sdo pouco conhecidos e, dessa forma, nossos
resultados iniciais sugerem que o estudo de receptores plaquetarios pode auxiliar a esclarecer
aspectos importantes dessa complicagdo clinica. Outro aspecto a ser investigado ¢ o possivel
envolvimento dos receptores plaquetarios na citoadesao de P. vivax, fenomeno recém-descrito
e ainda pouco estudado (revisto por Costa et al., 2011). De grande importancia, trabalhos
recentes sugerem que o acimulo de P. vivax nos tecidos ¢ um fendmeno mais expressivo em

casos de malaria vivax grave e esta relacionado a inflamacgéo sistémica (Barber et al., 2015).

Em paralelo ao estudo do polimorfismo na integrina a2, realizou-se a genotipagem do
polimorfismo T1565C na integrina 3 que, quando complexada a subunidade allb, ¢ capaz de
se ligar ao fibrinogénio e promover a agregagdo plaquetaria (Bennett et al., 2005). Todavia,
nao foi observada associagdo entre a variabilidade genética de B3 e os parametros clinicos ou
hematoldgicos avaliados. A auséncia de associacdo, porém, nao exclui um possivel papel
dessa integrina na patogenia da maléria vivax, visto que outros polimorfismos no gene de B3
podem estar relacionados as complicagdes da doenca. Nesse sentido, seria interessante
investigar outros polimorfismos relevantes para as fungdes da integrina B3, em um grupo

maior de pacientes.

A terceira glicoproteina incluida no estudo ¢ denominada GPIba, sendo sua ligagcdo ao
fator de von Willebrand (VWF) essencial para a adesdo e ativagdo das plaquetas (Lopez,
1994). O polimorfismo na sequéncia de Kozak do gene de GPIba (T-5C) esta relacionado a
expressdo desse receptor na membrana plaquetdria e, consequentemente, a um ganho de
fun¢do no fendmeno adesivo. Assim, tem sido sugerido que portadores do alelo C apresentam
maiores niveis de GPIba e sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (Afshar-Kharghan et al., 1999). No presente trabalho, verificou-se que o
polimorfismo em questdo esta associado a baixos niveis de hemoglobina (Hb) e hematdcrito
(HTC) em pacientes infectados por P. vivax. De grande relevancia, nosso estudo ¢ o primeiro
a sugerir associacdo entre a variabilidade de um receptor plaquetario e a anemia na maléria

vivax.

Neste momento, pode-se apenas especular os mecanismos pelos quais a maior
expressdo de GPIba poderia influenciar na anemia causada por P. vivax. Trabalhos
investigando mecanismos moleculares envolvidos na patogenia dessa doenga demonstraram
que os niveis de vVWF em sua forma ativa (ligado a GPIba) estdo elevados em pacientes com
malaria vivax (Mast et al., 2009). Visto que niveis de vVWF sdo conhecidos marcadores de

perturbagdo endotelial, esses achados sugeriram mais uma vez que a perturbac¢ao do endotélio
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ndo ¢ um fenomeno restrito a P. falciparum (Mast et al., 2009). De interesse, formas ultra-
alongadas de vWF sdo altamente reativas com as plaquetas e, portanto, promovem intensa
ativacdo e adesdo plaquetaria, principalmente em regides de dano tecidual (Dong et al., 2003).
Por outro lado, apesar dos mecanismos relacionados & anemia na maldria vivax apresentarem
questdes em aberto, um trabalho recente em malaria por P. falciparum demonstrou que a
ativacdo do complemento estd associada a hemofagocitose, podendo levar a anemia nos
pacientes infectados (Dasari et al., 2014). Portanto, nossa hipotese ¢ a de que a maior
atividade de vWF nos portadores do alelo C para o polimorfismo de GPIba (T-5C) poderia
levar & anemia, em um mecanismo dependente do complemento. Isto porque achados recentes
demonstraram que VWF ¢ capaz de modular a ativagdo/desativagdo da cascata do
complemento (Feng et al., 2015). No entanto, estudos futuros, inclusive com pacientes

apresentando maldria grave, sdo necessarios para testar essa hipdtese.

Em conjunto, nossos dados sugerem que a variabilidade genética de receptores
plaquetéarios esta envolvida com as complicacdes clinicas mais frequentes em pacientes
infectados por P. vivax, particularmente trombocitopenia grave e anemia. Devido a
importancia desses achados, sdo necessarios estudos prospectivos incluindo um maior niimero

de amostras.

Tendo em vista o cardter inflamatério da infec¢do malérica, a segunda hipotese
investigada foi a de que polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma, tais como
NLRP1, NLRP3, CARDS, IL-1B ¢ MEFV, estdo associados a morbidade em pacientes
infectados por P. vivax. Em resumo, os sensores moleculares que compdem os inflamossomas
sdo capazes de detectar uma série de padrdes relacionados a patdgenos e dano tecidual. Esses
sensores sdo reconhecidos pela capacidade de promover uma resposta inflamatoria robusta,

por meio da ativagdo de caspase (Latz et al., 2013).

No presente trabalho, verificou-se uma associagdo entre o polimorfismo de NLRPI
(A/T, rs12150220) e os niveis plaquetarios dos pacientes estudados, estando o alelo T
relacionado a menores niveis de plaquetas e também ao aumento do escore clinico, indicador
de morbidade. De fato, o alelo T foi recentemente associado ao desenvolvimento da pré-
eclampsia — doenga multifatorial caracterizada, entre outros fatores, pela inflamagao sistémica
— em gestantes (Pontillo et al., 2014). A partir de nossas analises, foi verificado, portanto, que
o valor médio das plaquetas em carreadores do gendtipo AT ¢ significativamente menor que
em portadores do gendtipo AA. Todavia, nao houve diferenga significativa entre AA e TT.

Como as analises estatisticas iniciais seguiram o modelo de heranca codominante, se forem
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combinados os gen6tipos AT e TT e comparados a AA, ¢ possivel que se observe diferenga
nos niveis plaquetarios dos grupos. Tendo em vista que o polimorfismo A/T de NLRP1 esta
relacionado a um aumento na secre¢do de IL-1B (Levandowski et al., 2013), é possivel
especular que essa variagdo esteja de fato associada a fun¢ao alterada de NLRP1, predispondo

os carreadores do alelo T a um processo inflamatério mais intenso e a baixa de plaquetas.

No que diz respeito ao segundo polimorfismo estudado de NLRP1 (A/G, rs2670660),
0 mesmo mostrou-se associado a menores niveis de Hb e a ocorréncia de trombocitopenia
grave, confirmando a importancia da variabilidade genética de NLRP1 nas manifestacdes
clinicas de pacientes com malaria vivax. De forma semelhante, um estudo acerca de doencas
autoimunes da tireoide verificou que portadores do alelo G apresentam susceptibilidade ao
desenvolvimento dessas patologias (Alkhateeb et al., 2013). O terceiro polimorfismo
analisado para NLRP1 (G/A, rs34733791) ndo foi associado aos parametros clinicos e
hematologicos avaliados. No entanto, quando analisados os hapldtipos para os trés
polimorfismos de NLRP1, observou-se que o haplétipo T,G,G esta relacionado a uma
significativa reducdo do numero de plaquetas e a um aumento do escore clinico. Esse achado
ndo necessariamente inclui uma associacdo entre o polimorfismo rs34733791 e esses
parametros, mas ressalta o efeito dos polimorfismos A/T e A/G sobre as manifestacdes

clinicas decorrentes da infec¢@o por P. vivax nos individuos estudados.

Com relagdo ao gene de NLRP3, verificou-se que a chance de ocorrer trombocitopenia
grave em carreadores do alelo G para o polimorfismo C/G (rs10754558) foi cerca de duas
vezes menor que em portadores do alelo C. De fato, um estudo bastante recente acerca da
infec¢do por HTLV-1 mostrou que o gendtipo GG para esse polimorfismo de NLRP3 estava
associado a um perfil protetor (Kamada et al., 2014). Curiosamente, na infec¢do pelo virus da
dengue, foi observada a ativagdo de NLRP3 em plaquetas e posterior liberagdo de IL-1J por
meio das microparticulas (Hottz et al., 2013). Tendo em vista a estreita relagdo entre
plaquetas, microparticulas e a infec¢do por P. vivax, esses achados abrem novos caminhos
para a investigacdo do papel do inflamossoma NLRP3 na morbidade associada a maldria

vivax (trabalho em andamento).

A proteina CARDS, que contem um dominio de recrutamento de caspase, apresenta
uma fun¢do regulatoria na liberacdo de IL-1B (Ito et al., 2014). Consequentemente, o
polimorfismo A/T (rs2043211) no gene dessa proteina tem sido associado ao aumento do
risco e da gravidade de inflamagdes cronicas (Kastbom et al., 2008). Nossos dados sugeriram

uma relag@o entre esse polimorfismo e menores taxas de HTC em pacientes infectados por P.
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vivax. De relevancia, o polimorfismo A/T resulta em uma proteina truncada e, por
conseguinte, na perda da inibi¢do de caspase-1 mediada por CARD8 (Asfaw-Idosa et al.,
2014). O prejuizo na inibigdo, por sua vez, pode acarretar em maiores niveis de IL-1f e
exacerbagdo do processo inflamatdrio, possibilitando o surgimento de alteragdes clinicas e

hematologicas, como a baixa de HTC.

Finalmente, nas nossas condigdes, os polimorfismos estudados de IL-13 ¢ MEFV nao
tiveram efeito significativo sobre os parametros avaliados. A baixa frequéncia de individuos
homozigotos mutados na populacao de estudo pode ter contribuido para esses achados, o que
ndo exclui a possibilidade de outros polimorfismos em ambos os genes estarem envolvidos

com a susceptibilidade as manifestagdes clinicas da maléria vivax.

Os resultados a respeito da variabilidade genética em componentes do inflamossoma
aqui apresentados, apesar de iniciais, sdo bastante promissores e, dessa forma, seria
interessante realizar um estudo mais aprofundado incluindo um maior niimero de amostras.
Todavia, nossos achados sugerem a importancia do estudo dessas plataformas moleculares na
maldaria vivax, a fim de melhor compreender os mecanismos inflamatérios e patogénicos

associados a essa doenca.
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7 Conclusoes
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Os resultados obtidos ao final deste trabalho permitiram concluir que:

Individuos carreadores do gendtipo TT para o polimorfismo C807T da integrina o2

apresentam maior susceptibilidade a trombocitopenia grave induzida por P. vivax;

O polimorfismo da glicoproteina GPIba (T-5C) mostrou-se fortemente associado a
alteracdes nos niveis de hemoglobina e hematdcrito. Logo, pacientes carreadores do
alelo C podem apresentar uma predisposicdo ao desenvolvimento de anemia na

malaria por P. vivax;

Os polimorfismos A/T (rs12150220) e A/G (rs2670660) de NLRP1 estio relacionados
a alteracdes clinicas e hematologicas observadas em pacientes com malaria vivax,

especialmente a baixos niveis de plaquetas e hemoglobina;

O haplotipo T,G,G de NLRP1 esta relacionado a menores niveis plaquetarios ¢ a um
aumento da morbidade na malaria por P. vivax (representado pelo aumento do escore
clinico), sugerindo a importancia de NLRP1 para as complicagdes decorrentes dessa

doenca;

Individuos carreadores do alelo G para o polimorfismo C/G (rs10754558) de NLRP3
sd0 menos susceptiveis ao desenvolvimento de trombocitopenia grave associada a

malaria vivax;

O polimorfismo A/T (rs2043211) de CARDS8 estd associado a menores taxas de
hematdcerito em pacientes com malaria vivax, sendo a presenca do alelo T um fator de

risco para a ocorréncia dessa alteragao hematologica.
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