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RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Daiana de Souza Perce da Silva
A maléaria é a doenca parasitaria que mais causa mortes em todo o mundo, representando um
grave problema de saude publica. O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do
organismo contra infeccdes e as células NK sdo uma importante subpopulacdo de linfocitos
atuantes na fase aguda da resposta imunoldgica na malaria. O controle da acao das células NK
se da através de receptores de membrana, dentre os quais estdo os receptores KIR que
reconhecem moléculas HLA de classe | expressas pela maioria das células do organismo. Esses
receptores, altamente polimérficos, desempenham funcao significante no controle da resposta
imune inata e adaptativa de cada individuo. Dentro deste contexto, nosso trabalho caracterizou
geneticamente a frequéncia dos receptores KIR e seus ligantes HLA-I de individuos (n=377)
naturalmente expostos a malaria (Porto Velho - RO), verificando uma possivel associacéo entre
a presenca desses genes e a infecgdo. Apds a extracdo de DNA, a genotipagem da populagdo
estudada foi realizada através da técnica PCR-SSO e a leitura pelo equipamento Luminex. A
ancestralidade da populacdo foi estimada através da genotipagem de 32 marcadores
informativos. Observamos uma maior frequéncia dos genes KIR2DL1, 3DL1, 2DS4 e 2DL3 (>89%
em todos), HLA-C1, -Bw4 e -C2 (>66% em todos) e os pares KIR2DL2/3_C1, KIR3DL1 Bw4 e
KIR2DL1_C2 (>66% em todos) na populacdo de Porto Velho, que é semelhante as de outras
regides brasileiras. Caracterizamos 46 genétipos KIR, todos com distribuicdo cosmopolita. Os
dois gendtipos mais comuns em Porto Velho, os genétipos 1 e 2 estavam presentes em
frequéncias semelhantes nas Américas. A presenca do haplotipo Bx nos individuos parece
exercer um papel de protecdo a maléria. Analise de Componentes Principais com base nas
frequéncias dos genes KIR da populagéo de Porto Velho mostrou uma relagdo mais préxima dos
mesticos da Venezuela, dos hispanicos americanos e de uma populacdo do sul do Parana. A
andlise de ancestralidade revelou que houve maior contribuicdo dos amerindios na nossa
populacdo. Esta andlise destaca o perfil multiétnico da populacdo de Porto Velho. Foram
identificados pares de genes KIR-HLA que parecem exercer influéncia ou serem marcadores
tanto de susceptibilidade (KIR3DL2_A3/All, KIR2DS1 C1/C2 e KIR2DS2_C1/C2) quanto de
protecdo (KIR3DL1_Bw4, KIR2DS1_C2/C2 e KIR3DS1_Bw4) a malaria. Nesse estudo pudemos
observar uma associacao entre algumas citocinas e quimiocinas e a média ponderada de genes
KIR ativadores, pares KIR-HLA e os parametros epidemiolégicos. Individuos com maior média
ponderada de genes KIR ativadores possuiam elevados niveis plasmaticos de TNF- a, IL-4, IL-
10, MIP-18 e IL-6, os dois ultimos observados na maléria vivax. Dentre os pares ativadores
observamos as seguintes associacoes: i) KIR3DS1_Bw4com elevados niveis de IL-6; ii)
KIR2DS1_C1C2 com elevados niveis de MIP-1( e IL-10; iii) KIR2DS1_C2C2 com baixos niveis
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de IL-1B e TNF-a e com elevados niveis de MIP-1B e IL-6, esta ultima encontrada na malaria
vivax; iv) KIR2DS2 Cl1Clcom elevados niveis de IL-1B e IL-2, na malaria vivax;
V)KIR2DS2_C2C2com elevados niveis de TNF-a. Dentre os pares inibidores observamos as
seguintes associacdes: i) KIR3DL1 Bw4combaixos niveis de TNF-a, na malaria vivax; ii)
KIR2DL1_C1C2com elevados niveis de MIP-18 e IL-6, na maléria vivax e com baixos niveis
de IFN-y; iii) KIR2DL2/3_C1C2com baixos niveis de IFN-y e elevados niveis de IL-10; iv)
KIR2DL2/3_C1Clcombaixos niveis de IL-10 e elevados niveis de MIP-18, TNF-a e MCP-1.0s
dados obtidos nesse trabalho poderéo contribuir para futuros estudos sobre o impacto funcional
desses genes na regulacao da resposta imune, na relacdo com a incidéncia e na evolucao clinica
da doenca ndo s6 na malaria como de outras doencgas infecciosas.
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ABSTRACT

PhD THESIS
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Malaria remains one of the most important parasitic disease that causes more deaths in the world,
representing a serious public health problem. However, the mechanisms involved in the
pathogenesis and /or production of an effective immune response are still unclear. The innate
immune system is the first line of defense against infection and NK cells are an important
subpopulation of innate lymphoid cells in the acute phase of active immune response in malaria.
The control of the action of NK cells is via membrane receptors, among which are the KIR
receptors that recognize HLA class | molecules expressed by the majority of cells of the human
body. These receptors, highly polymorphic, play a significant role in controlling innate and adaptive
immune response of each individual. Within this context, our work characterized the genetic
frequency of KIR receptors and their ligands HLA-I in subjects (n = 377) naturally exposed to
malaria (Porto Velho - RO) and the association between the presence of these genes and
infection. After DNA extraction, genotyping of the population was performed by PCR-SSO utilizing
a Luminex equipment for reading. The ancestry of the population was estimated by the genotyping
of 32 informative markers. We observed a higher frequency of the genes KIR2DL1, 3DL1, 2DS4
and 2DL3 (> 89% in all), HLA-C1, -Bw4 and -C2 (> 66% in all) and pairs KIR2DL2/3_C1,
KIR3DL1 Bw4 and KIR2DL1_C2 (> 66% in all) in the population of Porto Velho, which is similar
to other Brazilian regions. We identified 46 KIR profiles, all with a cosmopolitan distribution. The
two most common genotypes in the Porto Velho communities, genotypes 1 and 2, were present
at similar frequencies as in the Americas. The Bx haplotype seems to play an important role in
malaria protection. Principal component analysis based on the frequencies of the KIR genes
placed the Porto Velho population closer to the Venezuela Mestizos, USA California Hispanic and
Brazil Parana Mixed in terms of KIR gene frequencies. The ancestry analysis revealed a greater
contribution of Amerindians in our population. This analysis highlights the multiethnic profile of the
Porto Velho population. Most of the individuals had at least one inhibitory KIR-HLA pair. The
KIR2DL2/3_C1, KIR3DL1_Bw4 and KIR2DL1_C2 pairs were the most common. KIR-HLA pairs
seems to play a role in malaria susceptibility (KIR3DL2_A3/All, KIR2DS1 C1/C2 and
KIR2DS2_C1/C2) and protection (KIR3DL1_Bw4, KIR2DS1_C2/C2 and KIR3DS1_Bw4). In this
study, we observed an association between some cytokines and chemokines and the weighted
average of activating KIR genes, KIR-HLA pairs and epidemiological parameters. Individuals with
higher weighted average of activating KIR genes had elevated plasma levels of TNF-q, IL-4, IL-
10, MIP-1B and IL-6, the last two only in vivax malaria. Among the pairs of activators, we observed
the following associations: i) KIR3DS1_Bw4 with high levels of IL-6; ii) KIR2DS1_C1C2 with high
levels of MIP-18 and IL-10; iii) KIR2DS1_C2C2 with low levels of IL-18 and TNF-a and high levels
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of MIP-1p3, and IL-6, the last two only in vivax malaria; iv) KIR2DS2_C1C1 with high plasma levels
of IL-1B and IL-2, in vivax malaria; v) KIR2DS2_C2C2 with high levels of TNF-a. Among the pairs
of inhibitors, we observed associations of: i) KIR3DL1_Bw4 with low levels of TNF-a; ii)
KIR2DL1 C1C2 with high levels of MIP-1f and IL-6, in vivax malaria and low levels of IFN-y; iii)
KIR2DL2/3_C1C2 with low levels of IFN-y and high levels of IL-10; iv) KIR2DL2/3_C1C1 with low
levels of IL-10 and high levels of MIP-183, TNF-a and MCP-1. Taken together, these results should
provide baseline information that will be relevant to population evolutionary history, malaria and
other diseases studies in populations of the Brazilian Amazon region.
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1. Introducéo

A maléria € uma doenca parasitaria que acomete a populacdo humana desde a
mais remota antiguidade. Apesar da associacdo com a malaria ser incerta, ha relatos em
escrituras chinesas, hindus e gregas de febres sazonais e intermitentes que relacionavam
a doenca a punicao de deuses e presenca de maus espiritos (Franca 2008; Bruce-Chwatt
1988). No século V a.C., Hipdcrates, considerado o “pai da medicina” foi o primeiro a
descartar tais supersticdes, relacionando a ocorréncia de febres na populacao local a
proximidade de corpos d’agua estagnados (Neghina 2010). Embora escassos, os
estudos acerca da origem da malaria apontam que o seu surgimento esta vinculado a
primatas ndo humanos, na Etiopia, e desenvolvido com os hominideos ancestrais se
difundindo com sua migracao. Tal migracéo seguiu inicialmente para as regides tropicais,
subtropicais e temperadas do Velho Mundo e posteriormente para o Novo Mundo, com
missionarios, exploradores e escravos (Neghina 2010; Hayet al.2002a; Hay et al.2002b).
Nas Américas, ha evidéncias que a malaria por Plasmodium vivax tenha sido introduzida
por ondas migratorias de habitantes asiaticos através do Estreito de Bering, enquanto
que a malaria por Plasmodium falciparum tenha sido introduzida posteriormente por meio
de escravos trazidos da Africa, exploradores e colonizadores europeus (Taylor et al.
2013; Gersztenet al. 2012; Yalcindag et al. 2012).

Os vetores da maléria sdo as fémeas do mosquito do género Anopheles. Os
representantes deste género séo considerados cosmopolitas e ha cerca de 500 espécies
distribuidas nas regifes tropicais e temperadas do mundo. Contudo, somente algumas
espécies possuem capacidade vetorial necesséaria para transmitir a doenca sob
condi¢cBes naturais (Forattini 2002). O Anopheles gambiae, encontrado no continente
africano, é a espécie que mais apresenta 0 conjunto de caracteristicas fisioldgicas e
comportamentais que envolvem a capacidade vetorial. Dentre as quais, se destacam:
densidade e sobrevivéncia do vetor, frequéncia de hematofagia e competéncia de
transmitir o patdbgeno em combinacdo com as variaveis ambientais, sendo por isso
considerada a espécie vetora mais eficiente do mundo (Killeen 2014; Sinka et al.
2012).No Brasil, as espécies de maior capacidade vetorial sédo: An. darlingi, vetor primario

na maior parte do territorio brasileiro pela sua abundancia, elevada antropofilia e
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endofagia, além de ser capaz de carrear diferentes espécies de plasmodios; e An.
aguasalis, vetor secundario, por sua elevada exofagia e baixa antropofilia (Rios-

Velasquez et al. 2013).

A forma natural de transmissao da malaria se da através do repasto sanguineo da
fémea do anofelino infectada com protozoérios do genéro Plasmodium. A transmissao da
malaria também pode ocorrer a partir de transfusdo de sangue infectado, de
compartiihamento de agulhas, de transplante de 6rgdos e da gestante para o filho
(maléria congénita) (Reader et al. 2015; Jahja et al. 2014).Atualmente, sdo cinco as
espécies que parasitam naturalmente o homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale e P. knowlesi, sendo as trés primeiras, as espécies prevalentes em territorio
brasileiro (Rey 2013; White 2008).

Cada espécie de Plasmodium apresenta particularidades associadas a
distribuicdo geografica, patogenia e biologia. As espécies mais prevalentes no mundo
sdo o P. falciparum e o P. vivax (Snow 2015).0 P. falciparum € responsavel por
relevantes prejuizos a saude publica, em virtude de sua alta viruléncia, provocando altas
taxas de morbidade, mortalidade, além de apresentar multirresisténcia aos farmacos
antimalaricos (Snow 2015). O P. vivax é a espécie mais amplamente distribuida no
mundo, sendo a principal causa de malaria fora da Africa, afetando especialmente a Asia
e as Américas. Sua infec¢ao é altamente debilitante, causando importantes perdas sécio-
econbmicas e atualmente ha notificacbes de malaria grave em diferentes cenarios

epidemioldgicos mundiais (Dalrymple et al. 2015).

A infeccdo por Plasmodium spp. apresenta um estagio assintomatico, extra-
eritrocitico, que ocorre no figado, seguido de um estagio sintomatico, eritrocitico,
momento em que ocorrem as manifestacdes clinicas da doenca. Durante ambos os
estagios da infeccdo malarica, o sistema imune do hospedeiro desenvolve uma potente
resposta contra o parasito, causando alteragcdes em quase todos 0s seus componentes.
A ativacdo e a mobilizacédo de elementos celulares necessarios tanto na resposta imune
inata quanto na adquirida resultam de interagdes complexas e de diferentes mecanismos
efetores de imunidade. Embora sejam observados em soros de pacientes de area

endémica de malaria, altos niveis de anticorpos para diferentes proteinas candidatas a
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vacina, a imunidade protetora parece ser adquirida apos varias exposi¢cdes ao parasito

durante um longo periodo de tempo (Doolan et al. 2009).

A resposta imune celular é considerada mais importante no controle do estagio
hepatico. Os hepatécitos expressam Antigenos Leucocitarios Humanos (da sigla em
inglés, HLA - Human Leukocyte Antigen) de classe | e essas células sdo alvos potenciais
das células T citotdxicas em resposta a fase exoeritrocitica da infec¢éao (Lyke et al.2011).
Além disso, diversos trabalhos sugerem que outros tipos celulares como as células
Natural Killer (NK) e um subtipo de células T (NKT) atuem nesse controle principalmente
através da producao de citocinas, como Interferon gama (IFN-y) (Wunderlichet al. 2014;
Tse et al. 2011; McCall e Sauerwein 2010). As células NK e NKT expressam ha sua
superficie, Receptores do tipo Imunoglobulina das Células Natural Killer (da sigla em
inglés KIR - Killer Immunoglobulin-like Receptor) que se ligam as moléculas HLA de
classe I. A atividade das células NK resulta, dentre outros fatores, de um balanco da
interacdo entre receptores KIR (ativadores e inibidores) e ligantes presentes nas
moléculas HLA de classe |. Evidéncias sugerem que, na malaria por P. falciparum, as
células NK sejam as primeiras a serem ativadas quando células mononucleares sao
expostas a hemacias parasitadas (Hermsen et al. 2003). Desse modo, 0 extenso
polimorfismo dos genes KIR e também dos genes HLA de classe | pode contribuir para a
heterogeneidade de resposta das células NK, além de influenciar na evolucao da doenca

e no desenvolvimento da resposta imune adaptativa.

O interesse pelo estudo da familia génica dos receptores KIR tem aumentado nos
altimos anos e muitos trabalhos vém demonstrando sua eficiéncia como bons
marcadores genéticos em estudos de associacao com doencas. Além disso, esses genes
sdo bastante utilizados em estudos populacionais para a compreensao da histéria
biolégica e evolutiva das populacées (Augusto et al. 2015a). Desse modo, a avaliagdo
das relacdes existentes entre os polimorfismos dos genes KIR sao fatores importantes a
serem considerados para uma melhor compreensao da relacao parasito-hospedeiro, e
0s resultados obtidos poderdo auxiliar no delineamento de novas estratégias para o
desenvolvimento de vacinas e tratamentos mais eficazes, visto que a eficacia desses

pode variar em diferentes cenarios epidemiolégicos.
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1.1Epidemiologia atual da malaria no mundo

Apesar do progresso obtido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS ou, em
inglés, WHO - World Health Organization) no combate a malaria até finais da década de
70, atualmente ela € um dos mais sérios problemas mundiais de saude publica. Em
virtude de sua ocorréncia estar localizada nas regides tropicais e temperadas do planeta
(Figura 1.1), a malaria permanece como uma doenca estritamente ligada a pobreza
(Battle et al. 2012).

A notificacdo dos casos de malaria, de modo geral, € subestimada tendo em vista
a baixa qualidade dos sistemas de registro de informacdes em saude. Estimativas da
OMS indicam que 3,2 bilh6es de pessoas em 97 paises estdo sob o risco de contrair
maléria. Em 2013, ocorreram aproximadamente cerca de 198 milhdes de casos com 584
mil mortes em todo o planeta, sendo que a maioria destes ocorreram na Africa, e a maioria
das mortes ocorre em criancas abaixo de 5 anos de idade (WHO, 2014). Mais de 90%
dos casos estimados ocorrem em 18 paises da Africa, como exemplo, Republica
Democratica do Congo e Nigéria, que juntos respondem por 40% do total global de casos
estimados. Os outros 10% estédo distribuidos nas Ameéricas Central e do Sul, Sudeste

Asiatico e llhas Oceanicas.

A espécie P. falciparum é responsavel por aproximadamente 80% do numero total
de casos no mundo, sendo a espécie de maior prevaléncia na Africa (WHO, 2014).
Entretanto, nos dltimos anos, a incidéncia de casos por essa espécie plasmodial vem
diminuindo e a causa provavel esta relacionada tanto ao diagndéstico precoce quanto a
caracteristicas biologicas do P. falciparum. A espécie em questdo gera gametocitos mais
lentamente e, em geral antes mesmo de produzir a forma infectante para o vetor, o
tratamento ja foi administrado, controlando a doenca e impedindo a continuidade do ciclo.
Em contrapartida, a incidéncia de P. vivax vem diminuindo em taxas mais lentas,
sugerindo que esta espécie reage mais devagar as medidas de controle empregadas,
logo, os programas de controle da malaria precisam dar um enfoque maior ao controle

de P. vivax em paises onde ambas as espécies sao simpatricas (Alegana et al. 2014).

Atualmente, nas Américas, a malaria € endémica em 21 paises e apesar da alta

endemicidade, a maioria das areas com taxa de transmisséao estavel coincide com baixas
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densidades populacionais, diminuindo a contribuicdo deste continente como populacfes
globais em risco. Os paises e territérios endémicos das Américas diferem em termos de:
tamanho populacional, exposicdo do hospedeiro vertebrado ao vetor infectado, carga
parasitaria, impacto da geografia na transmissao e sucesso dos programas de controle.
Além disso, dentro de um mesmo pais ou territério, algumas areas podem apresentar
transmissdo continua, outras podem estar em fase de controle ou eliminagdo e outras
podem estar livres da doencga, exigindo por isso abordagens direcionadas para cada

situacao epidemioldgica.

As estratégias de controle pautadas na pulverizacao residual intradomiciliar,
mosquiteiros impregnados com inseticida de longa duracédo, diagnéstico precoce e
tratamento com medicamentos antimalaricos adequados, de acordo com a espécie
plasmodial, vém contribuindo com a reduc¢do do numero de casos em todo o mundo,
sobretudo nas Américas. Mas apesar dos resultados promissores, o Brasil ainda é o pais
que contribui com o maior niumero de casos de malaria desse continente, sendo

responsavel por mais da metade do total de casos nas Ameéricas (WHO, 2014).

D Paises ou areas onde [:] Paises ou dreas [:I Paises ou areas

ocorre transmissao com risco limitado onde a ocorréncia
de malaria de transmissdo de de transmissao da
malaria malaria nao ¢

conhecida

Figura 1.1: Distribuicdo mundial da malaria em 2013. Fonte: Adaptado de CDC -

Malaria’s Impact in the Malaria-Endemic World.
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1.2 Epidemiologia da malaria no Brasil
1.2.1 Aspectos historicos

Nos escritos médicos brasileiros é possivel identificar relatos de malaria a partir do
século XVI, porém, somente no final do século XIX foram obtidos registros quantitativos
sobre sua prevaléncia. No final desse século era possivel observar que a malaria estava
distribuida em todo territério nacional, em especial na faixa litoranea, poupando apenas
algumas areas dos estados sulinos (Camargo 2003).

O final do século XIX foi marcado por um periodo de mudancas na histéria da
regido Amazobnica, tanto no aspecto construtivo, devido ao grande interesse no latex
brasileiro (momento histérico conhecido como Ciclo da Borracha) proporcionando
visibilidade a regido e consequente crescimento econdmico e social, quanto no aspecto
destrutivo, com a primeira grande epidemia de malaria em virtude da intensa migracao
de individuos ndo imunes atraidos pelas promissoras perspectivas da extracdo do latex
(Camargo 2003). Dessa migragao macica nasceu a cultura do extrativismo seringalista e
a miscigenacao de indigenas e migrantes, na sua maioria nordestinos, dando origem aos

amazoénidas do século XX (Camargo 2003).

No inicio do século XX ocorreram duas grandes epidemias de malaria que
assolaram o pais. A primeira,durante a construcado da estrada de ferro Madeira-Mamoreé,
motivo pelo qual batizaram essa estrada como “Ferrovia do Diabo” testemunhada por
Oswaldo Cruz e Carlos Chagas (Schweickardt 2007; Chagas 1913; Cruz 1910). A
segunda, nos anos 30, no nordeste brasileiro, quando navios franceses que faziam a rota
postal Franca-Natal introduziram o An. gambiae, até entdo ausente no pais, mas que foi
erradicado apés grandes esfor¢cos e investimentos realizados pelo Governo Federal e

pela Fundacao Rockfeller (Parmakelis 2008).

Com o uso intensivo do DDT (sigla de Diclorodifeniltricloroetano) e o tratamento
em massa da populacdo, a década de 50 foi marcada por uma reducédo significativa no
namero de casos, restringindo a doenca a regido Amazonica. Contudo, a partir da década
de 70 constatou-se, em varios paises, incluindo o Brasil, 0 aumento do nimero de casos de

malaria (Figura 1.2). Esse fenbmeno foi consequéncia do aparecimento da resisténcia -

27



tanto dos anofelinos aos inseticidas quanto dos plasmdédios aos antimalaricos - assim

como da dificuldade em manter as estratégias de controle da doenca em areas endémicas.
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Figura 1.2: Série historica da incidéncia de casos de malaria por espécie plasmodial,
1960 a 2012. Fonte: Adaptado de Pina-Costa et al. 2014.

Na década de 70, investimentos governamentais, como o do Instituto Nacional de
Colonizacao e Reforma Agréria (INCRA), favoreceram o crescimento agricola na Regido
Norte Brasileira, acelerando o processo migratério e atraindo individuos de diferentes
regides do pais (Figura 1.3). O Estado de Rondénia, desde sua coloniza¢ao, foi cenario
de diversas ondas migratérias, sendo este o fendbmeno que mais exerceu influéncia na
sua estrutura populacional (de Farias et al. 2012). Como consequéncia dos incentivos
fiscais, entre as décadas de 70 e 80, a regido Amazodnica recebeu, aproximadamente,
um milhdo de migrantes, na maioria individuos ndo imunes, que se concentraram
principalmente no Estado de Rondobnia, proporcionando a rapida expansdo da doenca
(Cruz Marques 1987).
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Historico populacional de Rondonia - 1950 a 2014
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Figura 1.3: Histérico populacional de Ronddénia de 1950 a 2014. Fonte: adaptado dos
Censos demograficos do IBGE &Almeida Silva A et al., 2009.

Na década de 70, Porto Velho, capital de Rondbnia, e regibes proximas a ela
receberam varios trabalhadores oriundos do Sul e Sudeste do Brasil com ascendéncia
europeia, como italianos e alemaes, contribuindo assim, para a miscigenacdo da
populacdo de Ronddnia. As caracteristicas genéticas, advindas do intenso fluxo génico
de varios processos migratorios, desde o século XVII até os dias atuais, tornam a
populacao desse estado favoravel a investigacdo de marcadores de susceptibilidade e/ou
resisténcia a patdgenos, devido a diversidade de combinacdes de variantes em diferentes
locus génicos, possibilitando o estudo de interacBes genéticas, que em populacdes

homogéneas nao seria possivel (Zembrzuski VM et al.,2006).

1.2.2 Aspectos recentes

No periodo de 2000 a 2003 o Ministério da Saude elaborou dois planos de controle
da malaria. O primeiro deles se chamou Plano de Intensificacdo das Acbes de Controle
da Malaria (PIACM), que foi um sucesso no alcance do seu principal objetivo que era de
reduzir a incidéncia dos casos em 50%. O segundo foi criado em 2003, com o0 nhome de
Plano Nacional de Controle da Malaria (PNCM) que visava no minimo manter os bons
resultados obtidos com o plano anterior. Entretanto, apesar dos esfor¢os, os resultados

nao foram animadores e 0 numero de casos tornou a aumentar perdurando por trés anos
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consecutivos. Esse aumento tem sido relacionado com a ocupacao marginal de cidades
como Manaus (Amazonas), Porto Velho (Rondb6nia) e Cruzeiro do Sul (Acre), além de
atividades extrativistas, agricolas e surgimento de assentamentos ilegais (Barbosa et
al.2014; de Pina-Costa et al.2014).

A partir de 2006, o numero de casos de maléaria no Brasil comecgou a decair como
resultado de acdes integradas de controle, realizadas no ambito federal, estadual e
municipal. Tal decréscimo esta relacionado a diversos fatores, dentre os quais se
destacam: vigilancia epidemioldgica, implementacéo de diagndstico e tratamento rapido,
0s quais também foram responsaveis pela diminuicdo acentuada no numero de infeccbes

causadas por P. falciparum (Oliveira-Ferreira et al. 2010).

Atualmente no Brasil, mais de 60% do territério brasileiro é favoravel a transmissao
da malaria. A area endémica do pais concentra-se na regido da Amazonia Legal
composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima, Tocantins e parte do Maranhdo (Figura 1.4). O maior nUmero de casos se
concentra em cinco municipios: Cruzeiro do Sul (Acre), Porto Velho (Ronddnia), Itaituba
(Pard), Eirunepé (Amazonas) e Manaus (Amazonas) (de Pina-Costa A et al., 2014),

mostrando que a distribuicdo da doenca nessa regido ndo € homogénea.

A ocorréncia anual de casos de maléaria na regido amazbnica € estimada pela
Incidéncia Parasitaria Anual (IPA), que é expressa pelo numero de casos positivos de
malaria por mil habitantes em determinado espaco geogréfico (Saraiva et al., 2009). De
acordo com esse indice, € possivel estratificar as areas malaricas como de transmissao
alta (IPA: > 50,0), média (IPA: 10,0 a 49,9) e baixa (IPA: 0,1 a 9,9) (DATASUS, 2014). No
Brasil, esse padrédo de endemicidade é heterogéneo, predominando areas de baixo e alto
risco (WHO, 2014).
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Figura 1.4: Areas de transmiss&o de malaria no Brasil. Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-
Malaria/SVS/MS

O controle da maléria ainda € um desafio, pois as condi¢des sécio-ambientais das
areas endémicas (como auséncia de sustentabilidade nos programas de controle da
malaria) e geo-climéticas (como a grande hidrografia das areas endémicas, bem como o
calor e a umidade) contribuem com a proliferacdo dos anofelinos em cole¢des de agua
e, consequentemente, do Plasmodium spp. mediante a presenca dos seus dois
hospedeiros. Além disso, as formas de ocupacdo humana através do desmatamento
desordenado para construcdo de habitacbes sem paredes ou com paredes incompletas
propiciam o intimo contato entre o homem e o transmissor, impossibilitando a longa
duracdo do efeito dos inseticidas aplicados. Adicionalmente, o dificil acesso a varias
residéncias dificulta a busca de individuos infectados e o posterior tratamento dos casos
(Figura 1.5).
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Figura 1.5: A e B - HabitacBes de individuos residentes em area endémica de Malaria
(Porto Velho — RO); C - Habita¢des proximas ao Rio Madeira em Porto Velho - RO. Fonte:
Fotos da autora
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Em 2014 foram registrados 143.280 casos de maléaria no Brasil, sendo 119.332
causados por P. vivax, 22.238 por P. falciparum, 27 por P. malariae e 01 por P. ovale,
além de 1.063 infec¢des mistas (P. vivax + P. falciparum) (Sivep-Malaria, 2015). Dados
relatados de 2014 mostram que Rondbnia, nossa area de estudo, ocupa o 5° lugar do

pais em namero de casos (Figura 1.6).

Resumo epidemiolégico de maléria - 2014
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Figura 1.6: Resumo epidemioldgico nacional dos casos de malaria em 2014. Fonte:
adapatado de Sivep-Malaria/SVS/MS.

1.3Area endémica brasileira de malaria

1.3.1 Estado de Rondd6nia

Rondbnia se localiza na Regido Norte do territorio brasileiro e tem como limites os
estados do Mato Grosso a leste, Amazonas ao norte, Acre a oeste e a Republica da

Bolivia a oeste e sul, portanto este incluido na area da Amazénia Legal (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Mapa do Brasil e em destaque a localizagdo geografica do estado de
Rondbnia (em verde a capital Porto Velho). Fonte: IBGE, 2014.

Seus 52 municipios estdo compreendidos em uma area total de 237.590 km? e,
conforme a contagem populacional estimada pelo IBGE em 2014, o numero de habitantes
foi de 1.748.531, sendo considerado o 3° estado mais populoso da regido Norte,

perdendo somente para o Amazonas e Para (IBGE, 2014).

No estado de Rondénia, a transmissdo da malaria é encontrada ao longo do ano
com flutuagdes sazonais e um aumento do numero de casos entre abril e setembro
(Oliveira-Ferreira et al. 2010). Sua populagao € composta por nativos da floresta tropical
e também de migrantes de areas ndao-endémicas do Brasil. Os nativos da floresta tropical
sao descendentes principalmente de amerindios da Amazdnia, que sdo os habitantes
originais da regido, misturados com os colonizadores europeus e africanos subsaarianos
que chegaram a partir do século XIX até o inicio do século XX (Ferreira et al. 2002). Os
imigrantes brasileiros sdo descendentes principalmente de pessoas que vieram das

regides Sul e Sudeste na década de 1970 e 1980 e tiveram predominantemente
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antepassados europeus (principalmente italianos, aleméaes e poloneses) (Ferreira et al.
2002), devido a programas de colonizagdo implementados pelo governo (Fearnside
2005).

A malaria em Ronddnia, assim como nos outros estados da regido Amazonica, nao
esta distribuida de forma homogénea (de Pina-Costa et al. 2014). Regides com maior
crescimento econdbmico e pequenos centros mais urbanizados apresentam um menor
indice de casos quando comparados as regides rurais que ainda representam a grande
maioria dos casos do estado. Foram registrados 10.210 casos de malaria em Ronddnia
em 2014, contudo, do total de casos neste estado, aproximadamente 65% deles foram

notificados no municipio de Porto Velho (Sivep-Malaria/SVS/MS).

1.3.2Municipio de Porto Velho

Porto Velho é a capital e o municipio mais populoso do estado de Rondénia, o quarto
mais populoso da Regido Norte (estimativa de 494.013 habitantes em 2014), ficando
atras de Manaus, Belém e Ananindeua (IBGE, 2015). Destaca-se também por sua
extensao territorial, abrangendo uma area de 34.068 km? e por sua localizagéo ao norte
do estado de Rondbnia e a margem direita do rio Madeira, fazendo desse municipio um
dos principais pontos de chegada de imigrantes e visitantes provenientes de diversas
regides brasileiras (Katsuragawa TH et al. 2010). Apesar de ser o principal centro
econbmico do Estado de Rondoénia, Porto Velho apresenta ainda algumas areas de
profundo atraso social. A menos de 30 km do centro da cidade, podem ser observadas
familias sem saneamento basico vivendo praticamente de pesca e agricultura de
subsisténcia as margens do rio Madeira e seus afluentes, ou at¢é mesmo em

assentamentos de terra promovidos pelo governo.

Possui um relevo pouco acidentado, ndo apresentando grandes elevagdes ou
depressdes, formado por planicies com serras de baixa altitude e por area de floresta
tropical apresentando o clima tropical superumido como predominante. Dessa maneira,
a transmiss&o e a manutengao de alta incidéncia de casos de malaria na regido podem

ser explicadas pelas condi¢cdes locais que permitem a manutengao do ciclo biolégico do
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parasito, no qual fatores determinantes como o clima e a presenca de criadouros de
mosquitos do género Anopheles sp. (em especial o An. darlingi) fazem da maioria das
localidades dentro do municipio de Porto Velho e adjacéncias regides de alto risco de
transmissao. Como agravante, a maioria das casas apresenta estrutura aberta, além de
ficarem muito proximas da floresta e de colegbes de agua, proporcionando um intimo

contato dos moradores com os anofelinos presentes no local.

1.4 Ciclo biologico do Plasmodium sp.

O ciclo biologico do plasmadio envolve dois hospedeiros: um vertebrado onde
ocorre reproducdo assexuada que se divide em uma fase pré-eritrocitica e uma fase
eritrocitica; e outro invertebrado onde ocorre a reproducdo sexuada. O ciclo pode variar
entre as espécies de parasitos e hospedeiros, porém mantém pontos semelhantes entre
eles (Figura 1.8).

Durante o repasto sanguineo, a fémea do anofelino infectada libera junto com seu
fluido salivar os esporozoitos na derme do hospedeiro vertebrado. Nesse local, os
esporozoitos sdo moveis e capazes de penetrar em pequenos vasos sanguineos,
enguanto outros permanecem na pele, provavelmente sendo fagocitados e eliminados
(Guttery et al. 2014; Vanderberg 2014; Ménard et al. 2013; Ejigiri e Sinnis 2009; Amino
et al. 2007). Os esporozoitos podem também cair na circulagao linfatica, atingindo os
linfonodos, onde desenvolvem-se em formas exoeritrociticas (observadas em modelo
experimental murino) gerando merozoitos infectantes, sendo liberados através de
merossomos, como tipicamente observado no figado (Gueirard P et al. 2010). No entanto,
apenas 0s parasitos que atingem a circulagdo sanguinea sao capazes de dar

continuidade ao ciclo biolégico, migrando para o figado e infectando os hepatécitos.

A partir dai o processo se torna bastante complexo e dependente de varias
interacdes do tipo ligante-receptor e da migracdo dos parasitos por varias células
hospedeiras. Os esporozoitos se locomovem para 0s vasos sinusoides do figado onde
penetram através das células de Kupffer, no hepatdcito e iniciam o ciclo pré-eritrocitico

(Frevert et al.2008; Baer et al. 2007). Sendo assim, no parénquima hepatico, esses
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esporozoitos atravessam ativamente numerosos hepatocitos, até invadirem um
determinado hepatécito no qual ocorre a formacdo do vacuolo parasitoforo bem
delimitado. Dentro do vacuolo parasitéforo, os esporozoitos iniciam um processo de
maturacao e se diferenciam em um pequeno trofozoito crescendo em tamanho ao longo
de alguns dias. Apos 6 ou 7 dias de crescimento e de desenvolvimento primario, um
esquizonte totalmente maduro é formado com milhares de merozoitas envolvidos por
uma membrana do vacuolo parasitoforo. Nessa fase pré-eritrocitica a infeccdo é
assintomatica. Essa etapa ocorre em aproximadamente 1 a 2 semanas, variando de
espécie para espécie: 6 dias para o P. falciparum, 8 dias para P. vivax, 9 dias para o P.
ovale, 9 a 12 dias para o P. knowlesi e para o P. malariae pode durar mais tempo — 12 a
16 dias (Servonnet et al. 2012; Rey 2013). Nas infeccdes por P. vivax e P. ovale, alguns
dos merozoitos ndo entram para a corrente sanguinea e permanecem quiescentes nos
hepatocitos, sendo denominados de hipnozoitos. Portanto, passado algum tempo, o

individuo infectado pode voltar a ter crises de maléria, isto €, recidivar (Markus 2015).

Apos a fase pré-eritrocitica, os merozoitas sédo, entdo, liberados na corrente
sanguinea para infectar sua célula alvo, os eritrocitos. A penetracdo dos merozoitos em
eritrocitos € um processo que envolve interagcdes moleculares especificas de proteinas
ligantes no complexo apical e na superficie do merozoita com receptores nas membranas
das hemacias. O mecanismo de penetracdo € complexo e envolve muitas etapas
incluindo: 1) reconhecimento e adeséao reversivel do merozoito a membrana do eritrocito;
2) reorientacdo apical irreversivel do merozoito em direcdo a membrana da célula
hospedeira; 3) formacdo de uma juncdo no ponto de contato entre o cone apical do
parasito e a membrana celular do eritrécito, e 4) movimento da jungdo ao redor do
merozoito com simultanea invaginacdo da membrana do eritrdcito, até que o parasito se
encontre dentro da célula e seja circundado pelo vacuolo parasitéforo, culminando na
invasdo propriamente dita (Wright e Rayner 2014). No vacuolo parasitoforo, os
merozoitos se diferenciam em trofozoitas (jovem e maduro), que por sua vez, se
multiplicam (esquizogonia eritrocitica) e dao origem a esquizontes sanguineos, também
repletos de merozoitos. Essas formas parasitarias recém formadas séo liberadas e
invadem outros eritrocitos. Esse momento coincide com manifestacdes clinicas da

doenca, notadamente o paroxismo febril, caracterizado por calafrio, febre e sudorese.
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O ciclo eritrocitico se repete sucessivas vezes, a cada 24h (P. knowlesi), 48h (P.
falciparum, P. vivax e P. ovale) ou a cada 72h (P. malariae) (Muller e Schlagenhauf 2014)
Dependendo da espécie de Plasmodium, os sintomas podem se manifestar na forma nao
complicada, evoluindo ou néo para a forma complicada. Nas infec¢cbes por P. vivax, P.
malariae e P. ovale predomina a forma n&o complicada, caracterizada por febre
intermitente e intensa debilidade fisica, dentre outros sintomas. Nas infec¢cdes por P.
falciparum, manifestacbes mais graves podem ocorrer, podendo levar o paciente ao
Obito. Dentre essas, destacam-se: anemia grave, malaria cerebral e acidose metabdlica
(Miller et al. 2002). Relatos recentes vém demonstrando que o P. knowlesi, também pode
causar doenca grave. Pacientes com as formas graves ou fatais preenchem os critérios
preconizados pela OMS para malaria grave por P. falciparum. Entretanto, até o momento

nao houve relatos de coma ou anemia grave em adultos (Millar et al. 2015).

ApoOs algumas geracdes, alguns merozoitos sanguineos se diferenciam em formas
sexuadas, gametocitos masculinos e femininos. Esses, ao serem ingeridos por
mosquitos do género Anopheles, dardo continuidade ao ciclo do parasito com a formacao
de gametas. A fusdo dos gametas masculino e feminino no interior do estdmago do inseto
origina um zigoto mével denominado oocineto, que, ap0s atravessar a parede intestinal
do mosquito, por um mecanismo transcelular, aloja-se na membrana basal onde se
desenvolve em oocisto (Zhang et al.2015). No interior do oocisto ocorrem diferenciacao
e divisdo nuclear que resulta na formacédo de milhares de esporozoitos (esporogonia).
Parte dos esporozoitos liberados na hemocele migra para as glandulas salivares do
mosquito. A fémea do anofelino, ao realizar repasto sanguineo, inoculara essas formas
no hospedeiro vertebrado, reiniciando um novo ciclo no hospedeiro vertebrado (Figura
1.8).
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Figura 1.8: Ciclo biologico do Plasmodium sp. no hospedeiro vertebrado (homem) e no
hospedeiro invertebrado (mosquito Anopheles sp.) Fonte: adaptado de Sturm e Heussler
2007. Fase pré-eritrocitica: Esporozoitos injetados na derme do hospedeiro vertebrado
atingem a circulacdo sanguinea e migram para o figado infectando os hepatécitos [1]. No
parénquima hepatico, 0s esporozoitos atravessam numerosos hepatécitos a procura de
um hepatdcito adequado para o desenvolvimento do esporozoita [2]. Formacdo de um
vacuolo parasitéforo onde os esporozoitos se desenvolvem assexuadamente [3] dando
origem a milhares de merozoitos [4]. Merozoitos liberados do figado para a circulacao
sanguinea [5]. Fase eritrocitica: Merozoitos penetram nos eritrécitos e se diferenciam em
trofozoitas [6]. Estes se multiplicam originando esquizontes repletos de merozoitos que
infectardo novos eritrécitos dando continuidade ao ciclo eritrocitico [7]. Num dado
momento, alguns merozoitos se diferenciam em formas sexuadas (gametécitos
masculinos e femininos) que, ao serem ingeridos por mosquitos do género Anopheles,

dao continuidade ao ciclo biolégico do parasito [8].

1.5 Fatores genéticos do homem relacionados a susceptibilidade e/ou resisténcia

a malaria

As primeiras discussfes sugerindo que as mutacdes de alguns genes se mantém
em uma elevada frequéncia numa populacdo como consequéncia de uma vantagem
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seletiva proporcionada por alguma doenca foi feita por Haldane (Haldane 1949). Mais
tarde esta hipdtese, que ficou conhecida como “Hipotese da malaria”, foi comprovada por
Anthony Allison (Allison 1954). Esse pesquisador evidenciou que individuos
heterozigotos para o gene da Hemoglobina S (gene HbS) teriam uma vantagem seletiva
em regides hiperendémicas de malaria, concluindo que a endemicidade da area € um
importante fator na sele¢éo de individuos com tragos falciformes. Entretanto, a busca do
entendimento acerca da predisposi¢ao ou resisténcia dos individuos a diferentes doencas
se intensificou, principalmente ap6s o advento da Biologia molecular. Somente a partir
de ferramentas moleculares foi possivel identificar polimorfismos genéticos nos

individuos que estao associados ao fendtipo de susceptibilidade e/ou resisténcia.

Os fatores genéticos do hospedeiro humano contribuem significativamente para a
diversidade relacionada aos fenotipos de susceptibilidade ou resisténcia a malaria.
Embora saibamos que a transmissdo da malaria se da através da picada do anofelino
fémea infectado, relatos da literatura com criancas que vivem em area de elevada
endemicidade na Africa sugerem que a maioria dos repastos sanguineos de mosquitos
fémeas infectadas ndo causa doenca e sO raramente causa as manifestacées graves,
como o coma e malaria cerebral (Machado et al. 2010; Greenwood et al. 1991).Outro
estudo também envolvendo criancas, mas provenientes do Gambia, sugeriu que a
susceptibilidade a forma grave da doenca pode estar associada a fatores genéticos ao
refutar a hipotese de que a exposicdo prévia a malaria € a principal razdo para o
desenvolvimento de maléaria grave por P. falciparum. Esse estudo mostrou que criancas
com maléaria grave tinham sido expostas a infec¢bes anteriores tdo frequentemente
guanto as criancas com doenca moderada (Erunkulu et al. 1992). Dessa maneira,
estudos relacionados com a variabilidade da enzima G6PD, com as talassemias, assim
como trabalhos associados ao antigeno eritrocitario Duffy, todos em consonancia com a
resisténcia a malaria, mostraram que pelo menos no que concerne a essa doenca
parasitaria, importantes mecanismos genéticos podem estar associados a infecgcéao e a

gravidade da sua manifestacéo (Lelliott et al. 2015; Amoako et al. 2014).

Véarios mecanismos de resisténcia do hospedeiro tém sido descritos em ambas as
fases de desenvolvimento e multiplicacdo do plasmédio (fase hepatica e eritrocitica).

Resisténcias de base genética estdo envolvidas na alteracdo da invasao de eritrocitos
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por merozoitas, na reducdo de crescimento do parasito ou na viabilidade do merozoita
apos ser liberado dos esquizontes (Lopez et al. 2010; Smith et al. 2002). Entre as
principais alteracbes que conferem resisténcia a malaria algumas delas sé&o
hemoglobinopatias e polimorfismos eritrocitarios (Michon et al. 2001). Dentre as
hemoglobinopatias, as talassemias referem-se a alteracbes na sintese de uma das
cadeias de globina (Ventoet al. 2006). A alfa talassemia € uma das desordens genéticas
humanas mais comuns do globo. Esta exibe uma sintese de alfa-globina anormal,
enguanto a quantidade de beta-globina é diminuida na condicdo dos betas talassémicos
(Machado et al. 2010; Richer e Chudley 2005; Smith et al. 2002). Estudos anteriores
reportaram uma protecdo do hospedeiro contra maléria por P. falciparum em regides
africanas onde essas doencas sao simpatricas, no entanto o mecanismo de acdo da
talassemia sobre a maléria ainda € incerto (Kuesap et al.2015; Opi et al.2014). Estudos
tém mostrado que tanto o polimorfismo no gene receptor de complemento 1 (CR1) quanto
a alfa talassemia estdo associados com a deficiéncia de CR1 nos eritrécitos (Lan et al.
2015; Cockburn et al. 2004). Tal fato reduz a capacidade dos eritrocitos em formar rosetas
e consequentemente confere protecdo contra a forma grave da malaria. Entretanto, o
mecanismo responsavel pela reducdo de CR1 em eritrocitos com a-talassemia ainda
permanece obscuro (Cockburn e Rowe 2006). O perfil de beta talassemia heterozigota é
associado com anemia extremamente leve e alterac6es morfoldgicas em eritrdcitos, de
forma diferente ao perfil homozigoto, que é associado com anemia grave (Weatherall

2000).

A anemia falciforme refere-se a um grupo de doencas com mutac¢des no gene HbB
que produzem a hemoglobina na forma anormal conhecida como hemoglobina S (HbS)
(Richer e Chudley 2005). Estudos tém sugerido que individuos portadores do traco
falcémico (HbAS, que apresentam o alelo normal A e o alelo mutado S) ndo apresentam
problemas clinicos e tém protecéo contra as formas letais da malaria por P. falciparum
(Lopera-Mesa 2015; Albiti e Nsiah K 2014). Tal protecdo é considerada uma vantagem
seletiva conferida pela HbAS. Os mecanismos envolvidos nessa protecdo ainda nao
foram completamente esclarecidos, mas ha evidéncias que eritrocitos com HbAS inibem
o crescimento dos plasmaédios devido as condigBes de desoxigenacgdo (Taylor et al. 2012;
Ackerman et al. 2005; Aidoo et al. 2002; Friedman 1978). Outro exemplo classico da

diferenca de susceptibilidade a maléria em popula¢cées humanas é a associagdo entre o
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grupo sanguineo Duffy, receptor eritrocitico para o P. vivax e a susceptibilidade & infeccao
por essa espécie de plasmaodio. Apesar disso, ja foram observados casos de malaria
causada pelo P.vivax em individuos Duffy negativos em regifes com diferentes perfis de
endemicidade, do Brasil e da Africa, que sofrem pressdes seletivas diversificadas
(Woldearegai et al. 2013; Carvalho et al. 2012; Dhorda et al. 2011; Cavasini et al. 2007).

Sendo assim, as diferentes localizagbes geograficas onde estdo presentes as
alteragbes genéticas que conferem protecdo contra a malaria tem levantado a hipdtese
de que as varias populacfes humanas foram evoluindo junto com os parasitos da malaria,
em vez de evoluir de maneira e em tempos diferentes. Este processo de coevolugéo pode
ter resultado em beneficios matuos para os organismos: por um lado, conferindo protecao
relativa contra a infeccdo do parasito no hospedeiro e, por outro lado, limitando a
viruléncia do parasito, permitindo assim permanecer dentro do hospedeiro por mais

tempo (Lopez et al., 2010).

1.6 Aspectos gerais da resposta imune frente ao Plasmodium spp.

A aquisicdo de uma imunidade protetora natural anti-Plasmodium spp. pode ser
adquirida, ap6s sucessivas infeccbes, e essa imunidade, denominada de premunicao,
torna os sintomas clinicos da doenca geralmente ausentes (imunidade clinica ou
antidoenca) e 0s niveis de parasitos sanguineos extremamente baixos (imunidade
antiparasito), atingindo niveis subpatentes (Langhorne et al. 2008;Schofield e Grau2005;
Miller et al. 2002).

O processo de aquisicdo de imunidade na malaria é, ainda hoje, pouco
compreendido, sendo que inumeros fatores o influenciam, como: a complexidade do ciclo
biolégico do Plasmodium spp., sua extensa diversidade antigénica, o perfil de
transmissdo da area endémica, estado nutricional do individuo, maturidade do sistema
imunoldgico relacionado a idade e os mecanismos de resisténcia natural que diferem
entre regides e até mesmo entre populacdes de etnias distintas (Doolan et al. 2009;
Langhorne et al. 2008).

As respostas imunes na malaria podem ser dicotomizadas em respostas pré-

eritrociticas (contra esporozoitos e parasitos do estagio hepatico) e respostas eritrociticas
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(contra merozoitas e parasitos intraeritrociticos). A resposta pré-eritrocitica contra os
hepatécitos infectados € mediada principalmente por células T CD8* que exerce um
importante papel na eliminacdo destes hepatocitos. Niveis altos de células T
CD8*especificas para as proteinas deste estagio parecem estar correlacionadas com
protecdo (Wunderlich et al. 2014; Bejon et al. 2007).

Numerosos estudos corroboram o papel crucial das células T CD8* na imunidade
pré-eritrocitica sugerem que estas ceélulas lisam diretamente hepatdcitos infectados
destruindo parasitos intracelulares com o auxilio de perforinas e granzimas estimuladas
pelo IFN-y produzidos por linfécitos T e células NK (Wunderlich et al. 2014; Tseet al.
2011; McCall e Sauerwein2010). As células NK e NKT sao as populacdes de linfécitos
mais abundantes que residentes no figado, sendo mais frequentes neste 6rgdo do que
em quaisquer outros tecidos (Wunderlich et al. 2014; Crispe 2009; Nemeth et al. 2009).

A resposta protetora de células T CD8* em modelos murinos e em humanos
parece ser dependente de células T CD4* e da persisténcia da apresentacdo de
antigenos do esporozoita (Overstreet et al. 2011; Cockburn et al. 2010). Porém, uma
elevada quantidade de células T CD8+ de memdria é necesséaria para mediar uma
imunidade completa contra as formas do parasito neste estagio (Schmidt et al. 2008).
Nesse sentido, individuos que vivem em &reas endémicas e sdo continuamente
reinfectados pelo esporozoita do Plasmodium desenvolvem certo grau de imunidade pré-

eritrocitica, porém essa imunidade em geral é incompleta (Stanisic et al. 2013).

Ainda na fase pré-eritrocitica, os anticorpos podem contribuir neutralizando os
esporozoitas e consequentemente inibindo a invasédo de hepatdcitos (Dupset al. 2014).
No entanto, sdo necessarios niveis elevados de anticorpos para evitar a invasao de todos
0S esporozoitas. Embora os anticorpos especificos de esporozoitas estejam presentes
em individuos que vivem em areas endémicas, o seu papel na imunidade natural ndo é
claro (Dups et al. 2014; Offeddu V et al. 2012). Uma evidéncia inicial do papel de
anticorpos na protecdo contra a doenca veio a partir da identificacdo de anticorpos
monoclonais anti-CSP capazes de induzir o bloqueio da infec¢&o in vitro e in vivo (Dups
et al. 2014). Outro estudo demonstrou que a imunizacdo com peptideos da regido N-
terminal da proteina CSP pode induzir anticorpos bloqueadores de invasdo em modelos

murinos (Rathoreet al. 2005). Além disso, também tem sido observada uma correlacéo
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entre a presenca de anticorpos para esta regido com uma reducdo na morbidade da

malaria (Bongfen et al. 2009).

Na fase eritrocitica a imunidade adquirida pode ocorrer naturalmente, apos
sucessivas infecgcdes. Em regides de alta transmisséo no continente Africano, onde o P.
falciparum é a espécie predominante, os recém-nascidos séo relativamente resistentes a
infeccao durante os primeiros meses de vida devido a transferéncia passiva de anticorpos
IgG da mée para o feto durante a gestacao (Chizzolini et al. 1991; Sehgal VM et al. 1989).
A importancia dos anticorpos na imunidade protetora foi claramente demonstrada em
estudos cuja administracdo de anticorpos de adultos com elevado grau de imunidade
contra a malaria proporcionou a reducdo da parasitemia em criancas infectadas
(Sabchareon et al. 1991; McGregor 1964; Cohen et al. 1961).

Experimentos em modelos simianos evidenciaram que os anticorpos também
atuam em mecanismos efetores na fase eritrocitica inibindo a invasdo dos eritrocitos
pelos merozoitos, prevenindo a adesé@o de hemacias parasitadas em receptores teciduais
e opsonizando 0s merozoitas ou 0s eritrocitos parasitados por meio de anticorpos
citofilicos IgG1 e IgG3 para posterior fagocitose ou mediando o processo de citotoxidade
celular dependente de anticorpo em cooperacdo com mondécitos e macrofagos (Inibicao
Celular Dependente de Anticorpo, da sigla em inglés, ADCI - Antibody-Dependent
Cellular Inhibition), levando a remocao e eliminacdo desses merozoitas (Druilhe e
Perignon1994; Garraud et al. 1993; Lunel e Druilne 1989; Druilne e Khusmith 1987).
Corroborando estes dados, alguns trabalhos verificaram que as subclasses de IgG
citofilicos tém um papel central na mediacdo do fenbmeno de premunicdo na malaria,
visto que tais subclasses sao preponderantes em individuos naturalmente protegidos
(Soe et al. 2004; Soe et al. 2002; Bouharoun-Tayoun et al. 1995; Bouharoun-Tayoun et
al. 1990).

Além dos anticorpos, a resposta imune mediada por células também apresenta um
papel essencial na aquisicdo da imunidade contra as formas eritrociticas. Em modelo
murino envolvendo uma cepa virulenta de P. yoelii foi demonstrado que as células T
CD8+ podem desempenhar um papel protetor no estagio eritrocitario da doenca, no qual
foi proposto que eritrocitos ativem células TCD8+ por apresentacao cruzada entre células

apresentadoras de antigenos que tenham fagocitado as hemacias parasitadas (Imai et
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al. 2010). Estudos realizados em seres humanos sadios e sem historia prévia de malaria
demonstram que, apoOs repetidos in6culos com doses ultra-baixas de eritrocitos
infectados com P. falciparum, eles desenvolvem uma imunidade protetora contra a
doenca, com auséncia de parasitemia e sintomas clinicos. Esses individuos
apresentaram um perfil de resposta imune caracterizada por proliferacdo de células
TCD4* e TCD8* e secrecao de IFN-y, mas ndo apresentaram secrecgao de IL-4 e IL-10,
consistindo em uma resposta imunolégica do tipo Th1l. Aléem disso, foi observada nestes
individuos uma alta concentracao da atividade da enzima 6xido nitrico sintase em células

mononucleares do sangue periférico (Pombo et al. 2002).

Trabalhos tém sugerido que as interacdes iniciais entre os parasitos e as células
do sistema imune inato sdo importantes no controle, além de moldar a resposta imune
adaptativa e consequente resolucdo da infeccdo (Liehlet al.2015). Além disso,
recentemente Liehl P e colaboradores demonstraram, utilizando modelo murino, um
fendtipo de resisténcia a reinfeccao ao P. berghei dependente da ativacao do IFN tipo | e
da expressao do IFN-y. Os camundongos foram submetidos a reinfecg¢ao tanto através
da aplicacdo intravenosa de quantidades elevadas de esporozoitos como pela
transmissdo natural da doenca, ou seja, através da picada do anofelino (Liehl et al.2015).
Em virtude dos hepatdcitos ndo serem produtores de IFN-y, 0os autores sugerem gque
componentes do sistema imune inato, em particular, as células NK e NKT tenham um
papel crucial nesse desfecho de resisténcia (Horras et al.2011; Schoenborn e Wilson
2007).

O principal papel da imunidade inata parece estar relacionado a producdo de
citocinas imunorreguladoras, como a interleucina IL-12 e IFN-y, que sao criticas para o
desenvolvimento de resposta tipo Thl envolvendo células T CD4", células B e células
efetoras que mediam a resposta imune adaptativa tanto celular e quanto humoral
(Langhorne et al. 2008). Entretanto, a expressao clinica da malaria pode ser modulada
pela expresséo dos alelos pertencentes ao complexo Natural Killer, logo dependendo da
expressao destes alelos, essas células podem secretar niveis diferentes de citocinas que
irdo delinear um perfil de resposta anti-inflamatéria ou pro-inflamatdéria (Riley et al. 2006).
Sendo assim, além de todos os mecanismos efetores da resposta imune, componentes

genéticos individuais do hospedeiro também influenciam diretamente na qualidade da
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resposta imune frente a infeccdo malarica (natural ou induzida). A viséo geral da resposta

imune humoral e celular contra a malaria esta ilustrado na figura 1.9.
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Figura 1.9: Visdo geral da resposta imune humoral e celular contra a malaria. Fonte:
Adaptado de Riley et al. 2013.

1.6.1 Células NK e seus receptores

As células NK representam um subgrupo de linfocitos granulares originados de um
precursor linféide da medula 6ssea. Recentemente, elas foram classificadas como
membros do grupo-1 de Células Linfoides Inatas (ILCs), por ndo ocorrer rearranjo génico
de seus receptores antigénicos, dependente de RAG (Genes Ativadores de
Recombinacao) e serem fortes produtoras de IFN-y (Paolini et al. 2015). As células NK
compdem de 10 a 15% das células mononucleares sanguineas e de 30 a 50% dos

linfécitos do figado (Lysakova-Devine et al. 2014).

As células NK séo células efetoras do sistema imune inato, cuja funcéo principal é
sua rapida atividade citotoxica. A destruicdo das células alvo mediada por células NK

ocorre atraves da exocitose de granulos, principalmente perforinas e granzimas. Além
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disso, essas células séo poderosas produtoras e secretoras de citocinas e quimiocinas,
principalmente o IFN-y, regulando a interagdo com células dendriticas e ativando
macréfagos a destruirem microorganismos fagocitados, bem como secretarem citocinas
pro-inflamatorias direcionando para uma resposta imune tipo Thl (Paolini et al. 2015).
Tais células sdo componentes cruciais no controle imune de células tumorais, infectadas
e sob estresse. O IFN-y é a citocina intimamente relacionada aos efeitos citotéxicos da
célula NK, bem como na ativacdo de macrofagos. Entretanto, as células NK sédo
estimuladas através da interleucina IL-12 produzidas pelos macréfagos, criando um
processo de reativacdo positiva que ativa ambas as células no tecido infectado. Dessa
maneira, as células NK sao predominantes no inicio da infec¢cdo no que tange a producgéo
de IFN-y, ativando os macrofagos a secretarem citocinas que iniciam a resposta imune

adaptativa com a chegada dos linfécitos T (Paolini et al. 2015; Cooper et al. 2001).

A reatividade das células NK ocorre pelo reconhecimento da diminuicdo da
expressao ou até mesmo da auséncia de moléculas HLA em células infectadas ou células
tumorais, conhecido como hipétese do “missing-self’ (perda de expressao do proprio)
(Ljunggren e Karre 1990). Entretanto, atualmente é consenso que a ativacao das células
NK, para que se tornem citotoxicas, € desencadeada pela expressdo abundante de
ligantes para receptores de ativacao na superficie da célula alvo (Boyton e Altmann
2007), enquanto que as interacdes entre 0s receptores de inibicdo e seus respectivos
ligantes previnem as células NK de matar células hospedeiras normais. A vista disto, a
vigilancia imunolégica das células NK pode ser realizada tanto pela expresséo diminuida
ou ausente de moléculas HLA de classe | nas células alvo quanto pelo desequilibrio entre
sinais ativadores e inibidores mediados por receptores existentes nas células NK (Figura
1.10).
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Funcéo efetora das células NK
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Figura 1.10: A regulacdo dindmica da funcdo efetora das células NK mediante a
interacdo dos receptores ativadores e inibidores e seus respectivos ligantes HLA-I. (A)
Quando sinais inibidores prevalecerem sobre os sinais ativadores a célula NK nédo é
ativada. (B) A auséncia de sinais inibidores permite que os sinais ativadores promovam
a atividade citotoxica da célula NK. (C) De maneira semelhante, se o conjunto de sinais
ativadores for mais forte que o conjunto de sinais inibidores a célula NK ¢ ativada. Fonte:
adaptado de Vivier et al. 2011.

Os receptores das células NK sao codificados por genes presentes em dois
cromossomos distintos e, dentre os receptores que reconhecem moléculas HLA de
classe |, podemos destacar duas grandes familias. A familia dos Receptores semelhantes
a lectina da sigla em inglés KLR (Killer Lectin-like receptors), que fazem parte de um
grupamento génico maior denominado Complexo de Receptores NK da sigla em inglés
NKC (NK receptor complex) presentes no braco curto do cromossomo 12 (Figura 1.11).
Os membros mais representativos da familia KLR sdo as moléculas NKG2 que
associadas as moléculas CD94 formam o receptor funcional. A outra familia é a dos
Receptores do tipo Imunoglobulina das Células Natural Killer da sigla em inglés KIR (Killer
Immunoglobulin-like Receptor), que pertencem a um grupo maior de genes conhecidos

como Complexo de Receptores Leucocitarios da sigla em inglés LRC (Leukocyte

48



Receptor Complex) presentes no braco longo do cromossomo 19 (Figura 1.11) (Murphy
2014; Brooks et al. 2000). Os receptores KIR, bem como seus ligantes HLA de classe |
apresentam uma alta diversidade genética e haplotipica na populacdo humana. Desta
maneira, varios estudos vém demonstrando associacoes de determinados genes KIR
e/ou gendtipos KIR/HLA com a incidéncia e com a progressao de diversas doencgas, como
as autoimunes, inflamatérias, tumorais e infecciosas, dentre elas a malaria (De Re et al.
2015; Olaniyan et al. 2014; Jarduli et al. 2014; Kulkarni et al. 2008)
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Figura 1.11: Esquema da localizacdo cromossdmica das duas familias génicas que
codificam os receptores de células NK. Fonte: Murphy 2014.

1.6.2 Familia dos receptores KIR e sua nomenclatura

Os receptores KIR séo codificados por uma familia multigénica altamente
polimérfica localizada na regido cromossémica 19q13.47, dentro do Complexo de
Receptores Leucocitarios (LCR). Esses receptores sdo expressos pelas células NK e
subtipos de células T (yd, ap efetora e de memadria) (Hansen et al. 2007). Dos 16 genes
KIR conhecidos, sete codificam os receptores inibidores KIR2DL1-3, KIR2DL5 e
KIR3DL1-3, seis codificam os receptores ativadores KIR2DS1-5 e KIR3DS1, um codifica
o receptor ativador/inibidor KIR2DL4 e dois sao pseudogenes, KIR2DP1 e KIR3DP1, que
nao codificam um receptor funcional. Os genes estdo dispostos em tandem em um

segmento de 100 a 200 kb de DNA (Carrington e Norman 2003; Trowsdale2001). Em
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virtude do elevado polimorfismo encontrado nessa familia, a sequéncia gendémica
completa dos genes KIR varia de 4 a 16kb, apresentando de 4 a 9 éxons (Vilches e
Parham 2002).

O sistema de nomenclatura da Organizagao Genoma Humano (da sigla em inglés
HUGO - Human Genome Organization) é o designado para nomear os genes KIR e seus
alelos (Marsh et al. 2003). Essa homeacdao € baseada em duas caracteristicas: a primeira
€ 0 numero de dominios extracelulares semelhantes a imunoglobulina denominada pela
letra “D” (dois dominios é designada como 2D e trés dominios é designada como 3D, ex:
KIR2D ou KIR3D) (Figura 1.11). A segunda caracteristica € o tamanho e a constituicao
da cauda citoplasmaética, a qual pode ser longa designada pela letra “L” (do inglés, long;
ex: KIR2DL) ou curta, designada pela letra “S” (do inglés, short; ex: KIR2DS) (Figura
1.11). Os numeros de 1 a 5 apods o sufixo S ou L foram sendo denominados a medida
gue os genes foram sendo descobertos, por exemplo o gene KIR2DL1 é um loco KIR que
codifica para dois dominios extracelulares de imunoglobulina (“2D”), um segmento
citoplasmatico longo (“L”) e € o primeiro loco KIR descrito (“1”) com essas caracteristicas
(Marsh et al. 2003) (Figura 1.12).

De um modo geral, as moléculas KIR que possuem caudas citoplasméticas longas
promovem sinais inibidores em virtude da presenca de Imunorreceptores com Motivos
Inibidores baseados em Tirosina conhecida pela sigla ITIM (do inglés Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibition Motifs), responsaveis pela sinalizacdo de inibicdo da
transducdo dos sinais ativadores nas células NK (Abeyweera et al. 2011) (Figura
1.12).Em contrapartida, as caudas citoplasmaticas curtas promovem sinais ativadores,
em funcdo da presenca de Imunorreceptores com Motivos Ativadores baseados em
Tirosina conhecida pela sigla ITAM (do inglés Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motifs) que, associados com uma proteina de sinalizacdo acessoria denominada DAP12,
induzem a sinalizacao intracelular acarretando na ativacdo e diferenciacdo das células
NK, levando a liberacdo dos granulos citotoxicos (Mason et al. 2000) (Figura 1.12). O
receptor KIR2DL4 é conhecido como o Unico apresentando funcao inibidora e ativadora
(Maxwell et al. 2002) (Figura 1.12). Os pseudogenes KIR s&o identificados pela letra “P”
logo apos o digito correspondente ao tipo de dominio, s6 havendo o KIR2DP e o KIR3DP.
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Figura 1.12: Estrutura esquematica dos receptores KIR. As moléculas
adaptadoras do KIR ativador estdo mostradas em verde, enquanto que as moléculas ITIM
do KIR inibidor estdo mostradas em vermelho. Fonte: Robinson 2013, disponivel em

http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.htmi

Como demonstrado na Figura 1.13, apds a nomeacao dessas duas caracteristicas,
€ usado o asterisco como separador antes do codigo numérico que designara o alelo. Os
trés primeiros nimeros deste cédigo designam os alelos que diferem nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas que codificam (muta¢cdes ndo sinbnimas). Os dois nimeros
subsequentes sao utilizados para distinguir alelos que somente diferem entre si por uma
ou mais mudancas sinGnimas dentro da regido codificante do gene (por serem
substituices sinbnimas néo alteram as sequéncias de aminoacidos). Os dois ultimos

nameros distinguem alelos que diferem entre si por mudancas nucleotidicas numa regido
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nao codificante da sequéncia do gene, como introns e promotor (Marsh et al. 2003)
(Figura 1.13).

2 dominios Alelos originados por
tipolg mutagao nao sinbnima

Difere de outro KIR2DL1*003 por

LOCUS uma mutagao sindbnima dentro de
Acronimo uma regiao codificante
KI R2DL1 ’[0030202
l Separador
Difere de outro KIRZDL1 *00302 por
Cauda uma mutagdo dentro de uma regido
longa NAO codificante

Figura 1.13: Nomenclatura dos genes KIR adotada pelo HUGO. Fonte: adaptado de
Robinson 2013,disponivel em http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.htmi

1.6.3 Organizagdo genética do KIR e sua extensa variabilidade

O arranjo estrutural da maioria dos genes KIR consiste na organizacdo mostrada
na figura 1.14. Os dois primeiros éxons codificam as sequéncias sinais ou lideres. Os
dominios semelhantes a imunoglobulinas DO (pseudoéxon), D1 e D2, sdo codificados
pelos éxons trés, quatro e cinco, respectivamente. O éxon seis codifica a regidao de
insercdo da molécula na membrana plasmatica, e o éxon sete codifica a regido
transmembrana. Por ultimo, os éxons oito e nove codificam os dominios citoplasmaticos
(Wilson MJ et al., 1997).
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Figura 1.14: Organizacao dos genes KIR. As regides codificantes estdo representadas
pelas caixas azuis e seu tamanho em pares de bases (pb) acima das caixas. O exon 3
nao expresso do gene KIR2DP1 e 0 exon 2 que por estar deletado no gene KIR3DP1 sao
mostrados em vermelho. Fonte: Robinson 2013, disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html

A ampla variabilidade das moléculas KIR pode ser observada: na diversidade
alélica, na diversidade haplotipica, ou seja, haplétipos que carregam diferentes genes em
diferentes niumeros, bem como a combinacgdo dos haplétipos herdados pelos pais, e, por
fim, na presenca ou auséncia de genes KIR. Desta maneira, assim como se observa para
0 gendtipo HLA, dificilmente, exceto para gémeos monozigoéticos, dois individuos
apresentardo o mesmo perfil genético de KIR. Sendo diploides, os seres humanos
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normalmente tém duas coOpias de cada gene autossémico, um por cromossomo. No
entanto, a familia de genes KIR viola esta regra basica devido a intensa recombinacao e
duplicacao que ocorre ao longo do cromossomo, podendo resultar na existéncia de genes
duplicados em um haplétipo ou até mesmo a delecéo de alguns genes (Rajalingam 2011,
Parham 2005; Uhrberg et al.2002; Wilson et al.2000).

Até o presente momento, de acordo com o banco de dados publico Allele
frequencies (Gonzalez-Galarza et al. 2011; Middleton et al. 2003) disponivel em
www.allelefrequencies.net, o repertdrio genético de KIR compreende 553 perfis
diferentes, provenientes de 18.312 individuos pertencentes a 151 populacbes de
diferentes regides geograficas e etnias. As analises de tipagem genética convencionais
nao conseguem demonstrar o estado de homozigose ou hemizigose dos diferentes genes
KIR que constituem o gendtipo. Portanto, na pratica o termo mais utilizado é “repertério
KIR” (também chamado “perfil KIR”) o qual descreve a presenca de todos os genes KIR
observados num individuo, sem detalhar se estes loci KIR encontram-se em estado
homozigotico (presentes nos dois cromossomos) ou hemizigético (presente somente num

dos dois cromossomos).

Essa elevada variabilidade também se reflete na expresséo destes receptores KIR
nas células. A expressao clonal desses genes resulta de uma sele¢cdo combinatéria, na
qual cada uma das células adquire, ao longo do seu desenvolvimento na medula éssea,
um conjunto de receptores KIR que pode variar de um a todos os genes funcionais
existentes no genaotipo do individuo. Essa recombinacéo pode ser a mais variada possivel
e este fenotipo adquirido permanece estavel na célula NK durante toda sua vida (Uhrberg
et al. 2005). Logo, nem todas as células NK de um individuo apresentam os mesmos
receptores. Essa expressao diferencial entre as células NK pode contribuir para a
heterogeneidade nos niveis de ativacdo das células NK, observada tanto entre diferentes
individuos quanto entre diferentes subpopulacdes de células NK de um mesmo individuo.
Além disso, determinadas interacbes KIR/HLA também contribuem para essa
heterogeneidade (Kim et al. 2008). Contudo, os mecanismos moleculares que regulam a
expressdo e distribuicdo celular dos receptores KIR para assim gerar diferentes
repertorios nas células NK ainda ndo sao bem compreendidos .Entretanto, mecanismos

epigenéticos, como a metilacdo de citosinas nos dinucleotideos CpG, tem sido o principal
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mecanismo encontrado para explicar a transcricdo diferenciadas dos genes KIR
(Gardiner 2008).

Os genes KIR formam diferentes haplotipos, que sdo um conjunto de genes do
mesmo cromossomo herdados em bloco. Esses haplétipos podem ser classificados em
dois haplogrupos distintos (A e B) de acordo com o conteudo génico (Figura 1.15). Em
todos os haplétipos KIR descritos € possivel observar o flanqueamento na regido
centromérica e telomérica pelo KIR3DL3 e KIR3DL2, respectivamente, e na regido central
a presenca do KIR3DP1 e KIR2DLA4.

Os haplotipos do grupo A contém nove genes KIR e tém como caracteristica a
presengca de somente um gene que codifica um receptor ativador, o KIR2DS4
(Vendelbosch et al. 2015). Esse haplotipo tem baixa variabilidade genética, mas
apresenta varios genes com grande diversidade alélica. Foi relatado que alguns
individuos apresentam variantes alélicas do KIR2DS4 nao funcionais (Vendelbosch et al.
2015), no qual as proteinas séo transcritas, mas ndo sado expressas na superficie da
célula devido a uma delegcdo de 22 pb no éxon 5 apds o dominio D2 (Middleton e
Gonzalez 2007; Middleton et al. 2005). A auséncia de dominio citoplasmatico e
transmembranar unido a uma alta frequéncia deste alelo nas populagbes humanas
sugerem a possibilidade desta proteina KIR ser secretada pelas células NK (Vendelbosch
et al. 2015).

O haplétipo B tem entre um a cinco genes que codificam receptores ativadores e
apresenta extrema diversidade em termos de contetdo génico, entretanto possui menor
variabilidade alélica. Acredita-se que os receptores inibidores sao relativamente mais
polimorficos, enquanto os receptores ativadores sdo mais conservados (Vendelbosch et
al. 2015). Os genes KIR3DL3, KIR3DL2, KIR2DL4 e KIR3DP1 estéao presentes em ambos
os hapldtipos e por isso sdo denominados de framework (genes estruturais ou genes
moldura) (Figura 1.15) (Vendelbosch et al. 2015).
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Figura 1.15: Organizagao do conjunto de genes KIR e representagdo dos haplotipos A e
B. Fonte: Falco et al. 2013.

1.6.4 InteracOes entre receptores KIR e seus ligantes

Para varios receptores KIR ainda ndo se conhece os ligantes. Entretanto, os
ligantes considerados mais importantes sdo as moléculas HLA-C em virtude de
reconhecerem a maioria dos genes KIR (Figura 1.16). A molécula HLA que possui o
epitopo C1, compartilhados pelos alelos que codificam Ser77Asn80 (Cw1, w3, w7, w8 e
outros alelos relacionados) s&o reconhecidos pelos KIR inibidores, KIR2DL2 e
KIR2DL3,enquanto que o HLA que possui o epitopo C2, compartilhado pelos alelos que
codificam Asn77Lys80 (Cw2, w4, w5, wb e outros alelos relacionados), € reconhecido
pelo KIR inibidor KIR2DL1 (Kulkarni et al. 2008). A posi¢cao 44 no dominio D1 dos genes
KIR parece determinar sua habilidade em discriminar entre os dois grupos de HLA-C
(Winter e Long 1997). Entretanto, estudos in vitro, sugerem que os KIR ativadores 2DL2
e 2DL3 possam também ligar fracamente alguns alotipos HLA-C2 (Moesta et al. 2008).
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Outro receptor KIR cujo ligante esta bem definido é o KIR3DL1, que reconhece o
HLA-B com epitopo Bw4 (Cella et al. 1994), no entanto uma baixa afinidade com o
epitopo Bw6 ja foi relatado (Carr et al. 2005). Outros KIR tém especificidades menos
definidas, como KIR3DL2, que reconhece algumas variantes de HLA-A, como 0 A3 e 0
A11 (Dohring et al. 1996) ou ndo tém nenhum ligante conhecido até o momento. Apesar
do receptor KIR2DL4 apresentar cauda intracitoplasmatica longa, essa molécula é
atipica. Isso deve-se ao fato de que este receptor € o Unico capaz de transmitir tanto
sinais ativadores quanto inibidores (Augusto e Petzl-Erler 2015; Moradi et al. 2015). A
molécula HLA-G vem sendo sugerida como seu ligante (Wisniewski et al. 2015;
Rajagopalan et al. 2006), porém ha estudos que nao corroboram esta interacdo (Moradi
et al. 2015; Le Page et al. 2014). Dessa forma, a importancia bioldgica do KIR2DL4 e seu

possivel ligante HLA-G ainda n&o foi totalmente esclarecida.

Apesar dos receptores KIR ativadores apresentarem uma estrutura de
reconhecimento do ligante muito semelhante a dos receptores inibidores, como no par
2DL1/2DS1 e no trio 2DL2/2DL3/2DS2, a afinidade de ligagdo das variantes ativadoras é
fortemente reduzida em comparagao as variantes inibidoras. Por isso, quando ha ligacao
de receptores inibidores e ativadores ao mesmo tempo, acredita-se que o sinal inibidor

prevaleca.
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Figura 1.16: Interacdes entre os receptores KIR e seus respectivos ligantes HLA-I. Fonte:

adaptado de Augusto e Petzl-Erler 2015.

E importante salientar que os genes KIR e os genes HLA de classe | estdo
mapeados em cromossomos diferentes (cromossomo 19 e cromossomo 6,
respectivamente), assim, a heranga de ambos o0s genes €& independente.
Consequentemente, um determinado KIR ou o seu ligante HLA especifico pode estar
ausente em um individuo, acarretando uma situagao funcional nula (Carrington e Norman
2003). Entretanto, o papel central atribuido a interagdo KIR-HLA na modulagdo das

respostas imunes sugere que estes genes evoluiram conjuntamente, mantendo relagdes

58



funcionais apropriadas, de modo que algumas moléculas codificadas por determinados
alelos KIR possuam maior ou menor afinidade as moléculas HLA (Gendzekhadze et al.
2009).

1.6.5 Associacao entre KIR e doencgas

Diversos motivos tém despertado o crescente interesse da comunidade cientifica
em avaliar uma potencial associacdo entre os genes KIR e doengas humanas. Em
sintese, tais motivos séo relacionados a variabilidade destes genes, ao papel funcional
destes receptores, bem como a heterogeneidade de resposta das células NK mediante a
interagdo com o ligante HLA-I presente na célula alvo. A partir da importéncia imunologica
e sua diversidade genética, estudos de associagéo entre os genes KIR e/ou KIR-ligantes
vém sendo realizados, a fim de entender sua participagcdo no desenvolvimento de
doencgas como autoimunes, cancer e infec¢des (Hou et al. 2015; De Re et al. 2015; Giebel
et al. 2014; Jarduli et al. 2014; Kulkarni et al. 2008).

Nas doengas autoimunes, acredita-se que o componente genético em geral
responsavel pelo aumento da susceptibilidade seja um excesso da combinacgao ativadora
KIR-HLA de classe | nos individuos afetados em comparagdo com o grupo controle.
Estudos envolvendo individuos acometidos por psoriase vulgar, doencga inflamatoria de
pele comum, foi observada uma elevada frequéncia do gene ativador KIR2DS1 sozinho
ou com seu ligante HLA-Cw6 (Luszczek et al. 2004; Suzuki et al. 2004), enquanto que na
psoriase artropatica, uma desordem inflamatéria menos frequente, foi observada
associagao entre outro KIR ativador, o KIR2DS2 (Chandran et al. 2014). Recentemente,
foi encontrado uma associacgao entre KIR2DS1 e o lupus eritromatoso sistémico (Hou et
al. 2015).

Nas doencas infecciosas, estudos apontam que a interagao entre receptores KIR
e ligantes do grupo HLA-Cw1 tem um papel importante na progressao da hepatite pelo
virus da hepatite C (HCV, da sigla em inglés, Hepatitis C Virus). A maior frequéncia dos
individuos homozigotos para KIR2DL3 e seus ligantes do grupo HLA-Cw1 foi observada
em individuos que respondiam bem ao tratamento, baixando os niveis de viremia (Vidal-

Castifieira et al. 2010). Por outro lado, a maior frequéncia dos gendtipos KIR2DS2 e
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KIR2DL2 esta associada a susceptibilidade a infecgdo por hepatite C crbnica, enquanto
que uma associacao da presenca de KIR2DS3 e auséncia de KIR2DS5 é encontrada em
pacientes com baixas viremias (Kusnierczyk et al. 2015). Em relagao a hepatite pelo virus
da Hepatite B (HBV, da sigla em inglés, Hepatitis B Virus), foi observado que a
combinagao entre os genes KIR2DL3 e KIR3DS1 pode estar associada a protegao (Kibar
et al. 2014). Na infeccao pelo HIV (da sigla em inglés, Human Immunodeficiency Virus),
os genes HLA de classe | amplamente aceitos como protetores sdo aqueles que
compartilham o epitopo publico Bw4, especialmente os alelos B*27 e B*57 (Hernandez-
Ramirez et al. 2015). Desta forma, estudos demonstraram que a progresséo da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) é mais lenta nos pacientes que possuem
associagdes epistaticas entre os receptores KIR3DL1 e KIR3DS1, e seu ligante comum
HLA-Bw4 quando comparado a individuos que apresentam HLA-Bw6 (Hernandez-
Ramirez et al. 2015). Para a doenca de Chagas, a combinagédo do receptor ativador
KIR2DS2 com seu ligante HLA-C1 na auséncia do KIR2DL2 foi demonstrado como
marcador de risco da forma crénica da doenga (Ayo et al. 2015). Em pacientes com
tuberculose foi observada uma elevada frequéncia dos receptores inibidores KIR2DL3
em homozigoze combinados com HLA-C1 (alelo C*03) (Habegger de Sorrentino et al.
2014)

Quando o enfoque é malaria, dados da literatura sdo muito escassos. Em 2003,
Artavanis-Tsakonas e colaboradores descreveram, in vitro, pela primeira vez, o possivel
envolvimento dos receptores KIR na ativacao de células NK frente a hemacias infectadas
por P. falciparum. Resultado esse intrigante, visto que as hemacias nao expressam, em
sua superficie, os principais ligantes conhecidos dos receptores KIR, que sdo as
moléculas HLA-l. Observaram, ainda, que as células NK que apresentavam o alelo
KIR3DL2*002 secretavam altos niveis de IFN-y em relagao as demais. Entretanto, alguns
trabalhos tém demonstrado que linhagens de células NK s&o capazes de formar rosetas
com hemacias infectadas com P. falciparum, proporcionando a liberagcdo de citocinas
(Chen et al. 2014; Baratin et al. 2005; Roetynck et al. 2006; Korbel et al. 2005). Em virtude
da falta de expressao de HLA-I nas hemacias, esses resultados sugerem que essa
interacdo seja mediada por ligantes ndo HLA-I como proteinas plasmodiais expressas na
superficie das hemacias (Roetynck et al. 2006). O primeiro trabalho associando malaria

aos receptores KIR é recente, e foi desenvolvido por Taniguchi e Kawabata em 20009.
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Nesse estudo, eles relataram uma maior frequéncia dos genes KIR3DL1/S1 e KIR2DS4
nos individuos infectados por P. falciparum (Taniguchi e Kawabata2009). Posteriormente,
estudos realizados em diferentes populagbes expostas a malaria, como na Nigeéria,
Gambia, Quénia, Tailandia, india e llhas Salomao, demonstraram associagdes entre os
genes KIR e seus ligantes HLA com susceptibilidade a infecgdo (Olaniyan et al. 2014;
Omosunet al. 2012; Hirayasu et al. 2012; Yindom et al. 2012; Lourembam et al. 2011). No
Brasil, 0 nosso grupo foi pioneiro na caracterizagdo dos perfis genéticos de KIR e seus
ligantes HLA-I, bem como na investigagcdo de possiveis marcadores genéticos, em
individuos naturalmente expostos a malaria residentes em comunidades de Porto Velho,
Rondénia (Perce-da-Silva et al.2015 — Anexo 1) e este estudo constitui parte integrante

desta tese de doutorado.

1.7 Marcadores de ancestralidade

A composicao de grupos étnicos distintos encontrados na populagao brasileira
resultado de um longo processo de miscigenagédo, em virtude de cinco séculos de
contribuicdes étnicas adquiridas por colonos europeus, escravos africanos e nativos
amerindios (Fridman et al. 2014). O territério brasileiro ndo apresenta homogeneidade
étnica, mas sim, ha predominancia de alguns grupos e essa distribuicdo dos principais

grupos étnicos foi consequéncia do povoamento distinto das regides do pais.

Recentes estudos vém demonstrando que indicadores de aparéncia fisica, como
cor da pele e autodeclaragcdo étnica sdo considerados pobres descritores da
ancestralidade gendmica de uma populacao (Cardena et al. 2013). Dessa forma, faz-se
necessario a analise de ancestralidade através de marcadores genéticos designados
Marcadores Informativos de Ancestralidade (da sigla em inglés AIMs, Ancestry
Informative Markers) que capturam diferengas nas frequéncias alélicas entre populagdes
(européias, africanas e amerindias) e, assim, possam atribuir a ancestralidade de um

individuo.

A investigacao dos perfis de ascendéncia genética das populagbes humanas é
uma ferramenta valiosa para entender a dindmica das migracdes e eventos de

colonizagcdo, bem como para determinar os padrées de mistura dentro de populagdes
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(Manta et al. 2013). A descoberta e validagdo de um grande niumero de Polimorfismos de
Base Unica (da sigla em inglés, SNP -Single Nucleotide Polymorphisms) em humanos
vem proporcionando o desenvolvimento de diferentes painéis de AIMs que envolvem
diversos marcadores (Li et al. 2014; Manta et al. 2013; Nievergelt et al. 2013; Santos et
al. 2010). No entanto, alguns autores defendem que quanto mais distantes
geneticamente, menor o numero de marcadores necessarios para diferenciar duas
populagdes. Logo, marcadores bem selecionados apresentam a mesma capacidade de
discriminagao do que conjuntos maiores de marcadores (Lins et al. 2010; Kosoy et al.
2009).

No caso especifico dos estudos genéticos de associacdo, em especial aqueles
que sao desenvolvidos em amostras de populagbes miscigenadas, como é o caso da
populacao brasileira, a distribuicao destes perfis de ancestralidade deve ser considerada
(Augusto et al. 2015; Tomaz et al. 2015). Faz-se necessario avaliar possiveis variagdes
associadas ao background genético de cada populagéo, a fim de evitar interpretacoes
errdbneas dos dados genéticos, gerando associagdes espurias ou ainda subestimando o
efeito dos genes/alelos sob analise (Manta et al. 2013). Para eliminar o efeito desta
variavel, os estudos genéticos de associagdo comumente incluem a genotipagem de

AIMs como marcadores ideais para estimativas eficazes de mistura populacional.

62



2. Justificativa

A malaria, segundo a OMS, ainda € a doenca tropical e parasitaria que mais causa
problemas sociais e econdmicos no mundo (WHO, 2014). Apesar dos esforcos, o controle
da malaria ainda € um desafio. Dessa maneira, individuos residentes em area endémica
estdo em constante risco de contrair a doenca. A protecdo clinica, bem como os
mecanismos exatos envolvidos na patogénese sao, ainda hoje, pouco compreendidos.
Dentre os inumeros fatores que influenciam na aquisicdo de imunidade, os fatores
genéticos do hospedeiro tém um papel fundamental tanto na suscetibilidade como na

evolucéo clinica da infeccéo.

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do organismo contra
infeccdes e as células NK sdo uma importante subpopulacdo de linfécitos atuantes na
fase aguda da resposta imunologica na malaria. Além disso, essas células também séo
importantes no desencadeamento das respostas imunologicas adaptativas contra
malaria (McCall e Sauerwein2010; McCall et al. 2010). O controle da acédo das células
NK se da através de receptores de membrana, entre 0s quais estdo os receptores KIR,
gue reconhecem moléculas HLA de classe | expressas pela maioria das células do
organismo. O extenso polimorfismo genético dos receptores KIR, assim como a
regulacdo da sua expressdo em diferentes clones de células NK sao fatores importantes
no delineamento da resposta imune inata e adaptativa de cada individuo.

O interesse pelo estudo da familia génica dos receptores KIR tem aumentado nos
altimos anos e muitos trabalhos vém demonstrando sua eficiéncia como bons
marcadores genéticos em estudos de associacdo com doencas (De Re et al. 2015; Hou
et al. 2015). Além disso, sdo bastante utilizados em estudos populacionais para a
compreensao da historia biolégica e evolutiva das popula¢gbes (Augusto e Petzl-Erler
2015; Manser et al. 2015; Moffett e Colucci 2015). Deste modo, 0 conhecimento da
distribuicdo da frequéncia génica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA de classe |
em populagbes de area endémica de malaria é essencial para o entendimento de seu
papel na regulacéo da resposta imune, na relagdo com a incidéncia e a evolucgéao clinica

da doenca.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os perfis da diversidade génica dos receptores KIR e seus ligantes HLA (-A, -B e
-C) de individuos residentes em area endémica brasileira e verificar a influéncia desses

como possiveis marcadores na infecgdo malarica.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o perfil da frequéncia génica e haplotipica do repertério de KIR nos

individuos expostos a malaria residentes em area endémica da Amazdnia Brasileira;

¢ Analisar a distribuicao da variabilidade dos genes KIR e seus ligantes HLA (-A, -B
e -C) na populacdo estudada em relagdo a ancestralidade genética, por meio de

marcadores informativos de ancestralidade (AIMs);

¢ Investigar a possivel influéncia dos genes KIR e dos seus ligantes HLA (-A, -B e -
C) sobre a susceptibilidade a malaria através da analise de associagao entre estes genes
e parametros epidemioldgicos como: numero de malarias anteriores, tempo de residéncia

em area endémica de malaria e espécies infectantes anteriores;

e Avaliar a influéncia do perfil génico dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-
A, -B e -C) sobre a infecgdo malarica através da analise de associagao entre esses genes,

parametros epidemioldgicos e niveis plasmaticos de citocinas dos pacientes com malaria.
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4. Material e métodos

4.1Area estudada

Frente a sua importancia epidemiolégica como area endémica de malaria, o
municipio de Porto Velho e seus arredores (margens do rio madeira e alguns dos seus
afluentes) foram as areas escolhidas para esse estudo. Durante os anos de coleta do
nosso estudo, que foram 2001, 2002 e 2007, Porto Velho apresentou o IPA de 41, 41 e
85, respectivamente. Em 2014, foram notificados 6.640 casos de malaria em Porto Velho
e, destes, 85,7% foram causados por P. vivax, seguido de 13,8% por P. falciparum e 0,5%

por infeccdes mistas (Sivep-Malaria/SVS/MS).

4.2Voluntérios e Aspectos Eticos da Pesquisa

As amostras utilizadas para o desenvolvimento desse trabalho foram coletadas
por diferentes pesquisadores, no contexto de um macroprojeto intitulado “Influéncia do
polimorfismo do hospedeiro (KIR/HLA/TNFr/CYP) e de proteinas de P. vivax e P.
falciparum candidatas a vacina antimalarica na resposta imune e terapéutica de
individuos naturalmente expostos a infecgao”. Essa populagao é composta por individuos
residentes as margens do rio Madeira e alguns de seus afluentes, como os rios Candeias
e Jamari, e por individuos residentes em area rural, constituida por estradas de barro
denominadas de “Linhas” (perpendiculares a BR 364), que penetram por dezenas de

quildbmetros no interior da floresta (Figura 4.1).

Os individuos foram classificados quanto a presenga ou nao da infecgdo malarica
no momento da coleta, em grupo de individuos com malaria e sem malaria, e, ainda, os
grupos dos individuos com malaria foram subdivididos de acordo com a espécie
plasmodial infectante. Essa classificagao deu origem ao grupo P. vivax (Grupo Pv) e ao
grupo P falciparum (Grupo Pf). Na andlise dos niveis plasmaticos das citocinas
produzidos pelos individuos infectados, dividimos os grupos em produtores de citocinas
pro-inflamatérias, produtores de citocinas anti-inflamatérias e produtores de quimiocinas.

Um grupo controle (N=12) foi criado para analises dos niveis plasmaticos de citocinas.
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Este grupo era composto de individuos residentes no centro de Porto Velho,

apresentavam exame negativo para malaria (gota espessa e PCR), com idade superior

a 10 anos, sem historia pregressa de malaria.

Figura 4.1: Area endémica e populagdo de &rea rural (“linhas”) do municipio de Porto
Velho, Rondbnia.

4.2.1 Critérios de elegibilidade

Foram estabelecidos os seguintes critérios de inclusédo e exclusdo no estudo:

a) Incluséo:
¢ Residentes em Porto Velho e seus arredores
¢ |dade superior a 10 anos
e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado antes de qualquer

procedimento
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b) Excluséo:
e Populagdes indigenas
o Militares
e Presidiarios
¢ Deficientes intelectuais

e Gestantes, parturientes e lactantes

Os voluntarios selecionados foram informados sobre as formas de transmissao da
malaria, os seus métodos profilaticos e sobre o projeto de pesquisa em desenvolvimento.
Apods o consentimento dos individuos, foi obtida a assinatura no TCLE do voluntario ou
de seu responsavel formalizando a sua participacédo no projeto (Anexo 2). Em seguida,
os voluntarios participaram de uma entrevista para obtencdo de dados gerais, como
nome e idade, e dados de carater epidemioldgico, como tempo de residéncia em area
endémica de malaria, tempo desde a ultima malaria, numero de malarias anteriores,

caracteristicas da moradia e das atividades do dia a dia, dentre outros (Anexo 3).

O protocolo de pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Fundagao Oswaldo Cruz- CEP/FIOCRUZ — Registro n° 354/06 (Anexo 4)

4.3Coleta de sangue

ApoOs a assinatura do termo de consentimento de participagdo no projeto de
pesquisa e do preenchimento do questionario com os dados epidemiolégicos e as
informagdes pessoais do individuo, foram coletadas amostras de sangue por pungao
endovenosa com o sistema a vacuo de coleta, utilizando tubos do tipo vacutainer (Becton
Dickison and Company, Franklin Lakes, USA) contendo EDTA (10 mL de sangue) para
extracdo de DNA. No campo, em Porto Velho, as amostras de sangue foram
centrifugadas (3500 x g) por 10 min para a separagao do plasma dos elementos figurados

do sangue. O sedimento (papa de hemacias e leucécitos) e o plasma foram distribuidos
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em aliquotas de 1 e 5 mL, respectivamente, congelados a -20°C e transportados em gelo

seco para a Fundacido Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro.

4.4 Diagnostico parasitologico e avaliacdo da parasitemia

O diagnéstico parasitologico de malaria foi feito por meio de laminas de distensao
sanguinea e gota espessa coradas com Giemsa (Sigma Chemical CO, St Louis, USA).
O diagndstico foi realizado em todos os individuos que participaram do estudo. A
parasitemia foi calculada através do método de avaliagdo relativa a contagem de
leucdcitos na gota espessa. Esse método visa realizar a contagem do numero de
parasitos (considerando todas as espécies e estagios presentes) até alcangar 200

leucdcitos.

Assumindo uma leucometria média de 6.000 leucécitos/pl de sangue para todo
paciente com malaria foi realizado uma regra de trés para obter a parasitemia/pl de
sangue. Se nove ou menos parasitas fossem encontrados, 300 leucdcitos adicionais

eram contados, a fim de obter uma maior precisao na parasitemia final destes pacientes.

N° de parasitos 200 leucodcitos
encontrados .. . R4
IR Aae .".,-; o
X 6000 leucocitos

Todos os voluntarios diagnosticados com malaria, logo apds a coleta de sangue,
foram submetidos ao tratamento preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil no ano

da coleta
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4.5Diagndstico molecular do género Plasmodium e espécie infectante

4.5.1 Extracao do DNA gendmico

O DNA foi extraido seguindo o protocolo do kit QlIAamp® DNA Blood Midi/Maxi
(Quiagen, Valencia, CA, USA). Aproximadamente 1 mL do sedimento, de cada amostra,
previamente descongelada e a temperatura ambiente (TA), foi adicionado a um tubo
cbnico de 15 mL (nao fornecido pelo kit) previamente acrescido de 100 uL de protease
(fornecido pelo kit), e levemente homogeneizada. Em seguida, foram adicionados 1,2 mL
do tampao AL (fornecido pelo kit) e o tubo foi novamente homogeneizado manualmente,
por inversao, durante 15s, seguindo-se de uma vigorosa agitagao por pelo menos 1 min.
A mistura foi incubada a 70°C por 10 min. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol
96% - 100% (Sigma) e o mesmo procedimento de homogeneizacgao foi realizado. O lisado
assim obtido foi aplicado cuidadosamente na coluna (acoplado em um tubo conico coletor
de 15 mL, fornecido pelo kit), a qual foi submetida a centrifugagéo a 1850 x g por 3 min
(TA). O filtrado foi descartado e a coluna foi acoplada em um novo tubo cénico coletor de
15 mL. Foram adicionados, 2 mL de tamp&o AW 1 (fornecido pelo kit) na coluna, seguindo-
se de uma centrifugacao de 4500 x g por 1 min (TA). Novamente o filtrado foi descartado
e a coluna foi acoplada no mesmo tubo cbénico coletor de 15 mL, no qual foram
adicionados 2 mL de tampao AW2 (fornecido pelo kit), repetindo-se o procedimento de
centrifugacéo a 4500 x g por 15 min (TA). Apds o descarte do filtrado, a coluna foi
transferida para um novo tubo cénico de 15 mL (fornecido pelo kit) e, logo apds, foram
acrescentados 200 pL de tampao AE (fornecido pelo kit) diretamente no centro da
membrana. A coluna foi incubada por 5 min (TA) e, centrifugada a 4500 x g por 2 min
(TA). O filtrado contendo o DNA isolado foi coletado e armazenado num tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL previamente identificado e estocado a -20 °C até o momento

do uso.

4.5.2 ldentificagcdo molecular do Plasmodium sp. nos individuos estudados

Com a finalidade de confirmar o diagndstico parasitologico, todas as amostras
foram submetidas a amplificagao por Nested-PCR (Tabelas4.1 e 4.2) segundo o protocolo

abaixo:

69



Tabela 4.1: Condigdes da reagao de PCR e da ciclagem das regides alvos do diagndstico
molecular de malaria.

(Plasmodium sp, P. falciparum e P. vivax)*

Condigdes da reagao de PCR

CondigOes da ciclagem*

Mix da reacao Concentragao final 1 ciclo 95 °C - 5 min

8lniciador (senso) 250 nM/pL 58 °C - 2 min

alniciador (antisenso) 250 nM/uL ) 72 °C - 2 min
29 ciclos o .

bMaster mix 10 uL 94 °C - 1 min

Agua 4 pL 1 ciclo 58 °C - 2 min
Amostra de DNA 1 uL (extenséo final) 72°C - 2 min

Volume final: 20pl

a. Invitrogen, Van Allen WayCarlsbad, CA.; b. Promega, Madison, WI (Solucao do Master mix:
0,3U taq DNA Polimerase, 200mM dATP, 200mM dGTP, 200mM dCTP, 200mM dTTP e 1,5mM

MgCl2); Fonte: *Snounouet al. 1993.

Tabela 4.2: Regido alvo dos iniciadores utilizados no diagnostico molecular, sequéncia

nucleotidica dos iniciadores (senso e antisenso) e o respectivo tamanho do fragmento.

Regiao alvo Tamanho
PCR g Iniciadores Sequéncia nucleotidica do
(ssrRNA)
fragmento
Nested . rPLUS 5 -CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC- 3’
1a Plasmodium 1200 pb
reacdo Sp- rPLU6 5 -TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG- 3’
rvViv1 5 -CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC- 3’
P. vivax 120 pb
Nested rviv2 5 -TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT- 3’
28
reacdo P falciparum rFAL1 5 -TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATTS
205 pb
rFAL2

5 —ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC- 3

Fonte: Snounouet al. 1993.

4.6 Tipagem dos genes KIR e seus ligantes HLA de classe |
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Essa etapa do trabalho foi feita em colaboracdo com Laboratério de
Histocompatibilidade da UERJ.

4.6.1 Quantificagdo do DNA

A quantificacdo de DNA das amostras foi efetuada através de um método
espectrofotométrico  (260nm), com o0 equipamento NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA), usando o software
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Scientific). A leitura de densidade
otica determina a quantidade de DNA, a 260 nm, e a existéncia de substancias
contaminantes (majoritariamente proteinas), a 280 nm. A razdo das absorvancias a 260
nm e a 280 nm deve ser entre 1,6 e 1,8, indicando que a amostra apresenta um grau de
pureza adequada. A absorbancia lida para 260 nm foi utilizada para a estimativa da

concentracdo de DNA em ng/ul, a qual foi posteriormente ajustada para 20 ng/ul.
4.6.2 Genotipagem do KIR e HLA de classe |

Os 16 genes KIR e os grupos alélicos de HLA classe | (HLA-A, -B e -C) foram
genotipados com o auxilio de dois kits comerciais: KIR SSO Genotyping Test e LABType
SSO (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA, para ambos), respectivamente. Dessa

maneira, a genotipagem foi realizada em cinco etapas (Figura 4.2), que sao:

Etapa 1: Amplificacdo do DNA pela técnica de Reagdao em Cadeia da Polimerase
(da sigla em inglés PCR, Polymerase Chain Reaction) usando oligonucleotideos

iniciadores locus-especificos.
Etapa 2: Desnaturagao e Neutralizacdo do produto amplificado.

Etapa 3: Hibridizagdo das microesferas (beads) codificadas fluorescentemente com
sondas de Oligonucleotideos Sequéncia-Especificos (da sigla em inglés SSO, Sequence-

Specific Oligonucleotide).

Etapa 4: Marcagao com a SAPE (estreptavidina conjugada com ficoeritrina)
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Etapa 5: Leitura através de um analisador de fluxo LABScanTM 100 (One Lambda
Inc., Canoga Park, CA, USA) para identificar a intensidade de fluorescéncia em cada

microesfera.

Adicdo das microesferas
(beads) Hibridizagdo

=

Desnaturacéo e Neutralizagao

[jbw Dw

Amplificagao

3
-> -
Leitura— Método Luminex Marcagéo Passos de

Lavagem (1x) com a SAPE lavagem/centrifugacéo/
remocao de sobrenadante

U M- g = R

Figura 4.2: Principais etapas da genotipagem dos genes KIR e HLA. Fonte: adaptado de

www.biometrix.com.br

4.6.2.1 Amplificagcao do DNA gendmico por PCR (Etapa 1)

A amplificagcdo dos segmentos génicos correspondentes as regides codificantes
dos genes KIR e HLA de classe | foi realizada através da técnica de PCR.

Para os genes KIR, cada amostra de DNA foi submetida a trés diferentes reacdes
de PCR, utilizando trés pares diferentes de iniciadores I6cus-especificos marcados com
biotina. Um par de iniciador abrange os éxons 3 e 4, outro par compreende 0 éxon 5 e 0
terceiro par os éxons 7 a 9. Para os genes HLA de classe | foi utilizado somente um par
de oligonucleotideos iniciadores especificos compreendendo toda a regido alvo. Para a
realizacdo da técnica de PCR foi utilizada a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Ja os iniciadores l6cus-especificos, bem como os
demais reagentes necessarios para a reagao (dNTPs, tamp&o da enzima e cofatores da
enzima — solugado D-Mix) foram fornecidas pelo fabricante. A amplificagéo foi realizada no

termociclador modelo GeneAmp 9600 (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O

72



protocolo da reacado de PCR, bem como as condi¢cdes de amplificagdo sao mostradas na
Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Condigdes da reacdo de PCR e da ciclagem das regides alvos dos genes
KIR e HLA de classe I.

Reagentes Quantidade (ul) Condicdes de amplificacao

D-Mix 13,8 1 ciclo 96°C - 3min
et e Tt -
Primer 4,0 96°C - 20s
5 ciclos 60°C - 20s
Taq Polimerase 0,2
72°C - 20s
DNA > et T e
Volume final: 20ul 30 ciclos 60°C - 15s
72°C - 20s
1 ciclo 72°C - 20s
e e oG T

Em seguida, 2ul do produto da PCR é
aplicado em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo e expostos a luz

ultavioleta (UV) para visualizacdo dos fragmentos amplificados.

4.6.2.2 Desnaturacao/Neutralizagcao (Etapa 2), Hibridizacdo (Etapa 3) e
Marcag¢ao com a SAPE (Etapa 4)

Apos a amplificacao, foram transferidos 5uL de DNA amplificado para um pogo
estéril. Em seguida, foi adicionado o tampao de desnaturagao (fornecido pelo fabricante)
e homogeneizado com auxilio do vortex. A placa foi incubada por 10 min a temperatura
ambiente (entre 20 e 22°C), seguido da adicdo do tampao de neutralizagdo (fornecido

pelo fabricante) segundo as quantidades que constam na Tabela 4.4.

ApOs a neutralizagdo, foi adicionado tampao de hibridizagéo e as sondas ligadas a
microesferas em cada poco. A placa foi selada e homogeneizada com auxilio do vortex,

seguida de um periodo de aquecimento a 60°C por 15 min no termociclador. Apds o
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aquecimento, foi adicionado o tampao de lavagem e a placa foi centrifugada por 5 min a
2700 rpm. O sobrenadante foi descartado por leve inversao e foram repetidos os passos

de lavagens e centrifugagc&o por mais duas vezes.

Apos a centrifugacgéo, foi adicionada a solugdo SAPE 1X (estreptavidina conjugada
com ficoeritrina) nos pogos, a placa foi selada e homogeneizada com auxilio de vortex. A
placa foi aquecida com o auxilio do termociclador por 5 min a temperatura de 60°C. Apds
0 aquecimento, foi adicionado o tamp&o de lavagem, a placa foi selada, homogeneizada
com o auxilio do vortex e centrifugada por 5 min a 2700 rpm. O sobrenadante foi
descartado por inversdo e em seguida foi adicionado 70ul do tampao de lavagem em
cada poco, o material foi transferido para uma placa de leitura e levada ao equipamento
Luminex LABScanTM 100.

Tabela 4.4: Condi¢des da reagao de SSO.

Reagentes Quantidade (ul)
Produto amplificado 5
Tampao de desnaturacéo 2,5
Tampao de neutralizacao 5
Tampao de hibridagéo 34
Tampao de lavagem 100/lavagem
Mistura das microesferas 4
SAPE 1X 50

4.6.2.3 Leitura pelo equipamento Luminex (Etapa 5)

As reacdes foram lidas num analisador de fluxo LABScanTM 100, o qual emprega
a tecnologia conhecida como Luminex. O laser de cor vermelha com comprimento de
onda de 633 nm reconhece a cor da microesfera e outro laser verde, com comprimento

de onda 532 nm, reconhece se esta microesfera esta ou ndo marcada com SAPE, o que
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determina sua positividade. Os resultados dos sinais fluorescentes foram analisados pelo
software (LABTyper HD, LuminexR version 2.2) fornecido pelo fabricante do material

utilizado.

4.7 Andlise da ancestralidade genética da populacdo pela plataforma OpenArray®

Essa etapa do trabalho foi feita em colaboragcdo com Laboratério de Virologia
Molecular Animal da UFRJ.

A analise de ancestralidade através de marcadores genéticos designados
Marcadores Informativos de Ancestralidade (A/IMs) capturam diferengas nas frequéncias
alélicas entre populac¢des (européias, africanas e amerindias), foi realizada em 47%

(137/377) da nossa populagao de estudo.

Atabela 4.5 mostra os 32 SNPs informativos de ancestralidade selecionados para
o presente estudo. Dentre estes, 28 SNPs foram validados por Lins e colaboradores
(2010) para uso em estimativas de ancestralidade europeia, africana e amerindia em
populacao brasileira e outros 4 SNPs adicionais foram selecionados a partir de uma lista
ampliada descrita por Smith e colaboradores (2004).0Os dados para a determinagao dos
padrées de frequéncia dos SNPs em populagdes representativas de ancestralidade
europeia, africana e amerindia foram obtidos através de dois bancos de dados publicos,
o HapMap (International HapMap Project, 2011) e o 1000 genomas (The 1000 genomes
Project Consortium, 2010).
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Tabela 4.5: Marcadores (SNPs) informativos de ancestralidade selecionados para o

presente estudo.

RGIED Gene SNP  Troca

Cromoss6mica
15921 Familia Carreadora de Soluto 24, membro 5 (SLC24A5) rs1426654 A/G
1932 Neurofascin rs2065160 C/T
6q24 Utrophin rs4305737 AIG
22q13 Aconitase 2, Mitochondrial rs727563  AIG
1526 Capping Protein (Actin Filament) Muscle Z-Line, Alpha 2  rs734780 CIT
Pseudogene
14q32 Delta-Like 1 Homolog rs730570  A/G
15913 HECT And RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein  rs1129038 A/G
Ligase 2
1p36.3 Mitochondrial Ribosomal Protein L20 rs1240709 A/G
3pla ADAM Metallopeptidase Thrombospondin Typel Motif, 9 rs3796384  C/G
5p15.2 Rhophilin Associated Tail Protein 1-Like rs2278354 GI/T
8913 Corticotropin Releasing Hormone rs3176921 C/T
1923 Duffy Blood Group, Chemokine Receptor rs2814778 AIG
8p21 Lipoprotein Lipase rs285 CIT
6923 Phosphodiesterase 7B rs1480642 CI/T
20p12 Ribosome Binding Protein 1 Homolog rs6034866 A/G
10p11.2 Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 rs7349 CIT
9933 RAB Gtpase Activating Protein 1 rs803733  AIG
8924.3 Solute Carrier Family 39 (Zinc Transporter), Member 4 rs1871534 CIG
6q16 Zinc Finger CCCH-Type Containing 14 Pseudogene rs222541  CIG
5022 Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, D rs267071 cIT
Pseudogene
20913.3 Chromosome 20 Open Reading Frame 195 rs310612  A/IG
2p13 (1:ytochrome P450, Family 26, Subfamily B, Polypeptide  rs3768641 C/G
9q21 (f;anine Nucleotide Binding Protein (G Protein), Alpha rs3780293 A/G
2935 Tensin 1 rs3791896 A/G
13022 TBC1 Domain Family, Member 4 rs4280128 A/G
12q24.2 Mrna—Harakiri, BCL2 Interacti_ng Protein (Contains Only ~ rs4766807 A/T
BH3 Domain), Transcript Variant 1
17921 K(Lysine) Acetyltransferase 2A rs730086  C/T
7p15 Adenylate Cyclase Activating Polypeptide 1 (Pituitary) rs736556 cIT
Receptor Type |
3927 Enolase-Phosphatase 1 Pseudogene rs3846193 G/T
Xqll.2 Mrna-Ankyrin Repeat And SOCS Box Containing 12 rs1414370 A/C
1p31 Keratin 8 Pseudogene 21 rs6662385 C/T
18pl11.2 Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, M rs1941141 CIT

76



A genotipagem dos marcadores informativos de ancestralidade foi realizada com
o auxilio da Plataforma OpenArray® (Applied Biosystems), que utiliza como base a
metodologia TagMan® de discriminacdo alélica. Nesta plataforma, as reagbes ocorrem
em laminas contendo um total de 3072 pocgos (Figura 4.3) para reagcbes em volume final
de 33nl.

1 23456 78 9101112

O0w>»

12345678

IGTMOO®>

Figura 4.3: Esquema representando uma lamina de genotipagem por OpenArray®. Cada
lamina possui 48 subarranjos (A1 a D12) e cada subarranjo (em destaque) possui 64
pocos (A1 a H8), totalizando 3072 pocgos. Fonte: Adaptado de

http://www.lifetechnologies.com/

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa TagMan® Genotyper,
que gera um grafico como o mostrado na Figura 4.4. Este grafico gerado pelo programa
TagMan® Genotyper corresponde ao marcador rs1426654, no qual observamos os trés
grupos de amostras equivalentes aos diferentes gendétipos. Os eixos x € y representam a
intensidade de fluorescéncia que determina cada um dos alelos e cada ponto no grafico
representa uma amostra. Quanto mais um ponto se desloca pelo eixo, mais clara é a
determinacao do gendtipo. Pontos deslocados para fora de um grupo genotipico definido
sao representados pela cor preta e considerados indeterminados e pontos muito
préximos ao controle negativo sao representados pela cor amarela e considerados nao
amplificados (Figura 4.4). Ambos s&o considerados gendtipos nulos e séao

desconsiderados na analise estatistica.
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Figura 4.4: Representagcéo grafica dos resultados da genotipagem do marcador
rs1426654 através da metodologia Tagman®.As amostras que se deslocam mais
acentuadamente no eixo x foram genotipadas como homozigotas para o alelo A
representado pela fluorescéncia VIC, ja aquelas que se deslocam mais acentuadamente
no eixo y foram genotipadas como homozigotas para o alelo G, representado pela
fluorescéncia FAMe as que ficam mais centralizadas s&o genotipadas como

heterezigotas AG.

4.8 Dosagem de niveis plasméticos de madltiplas citocinas (Multiplex) dos

individuos com maléria

Os niveis séricos de 9 citocinas (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y
e TNF-a) e 2 quimiocinas (MCP-1, MIP-1B) foram avaliados pelo equipamento Luminex,
utilizando o kit comercial (17-plex human cytokine panel, N° catalogo 171-A11171, Bio-

Rad, EUA) contendo microesferas do tipo multiplex.
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Em resumo, placas de 96-pogos com filtro (fornecidos pelo kit), foram pré-
umedecidas com 150uL do “tamp&o de amostra”, sendo a solugdo aspirada em seguida,
utilizando uma sucgéo a vacuo (Millipore Corporation, Billerica, EUA). Concluida a etapa
inicial, 50 puL das microesferas revestidas com anticorpos monoclonais contra os 17 alvos
analisados foram adicionadas aos pogos, sendo a placa aspirada a vacuo logo em

seguida.

Conforme instru¢cdes do fabricante, apds essa etapa, a placa foi lavada com
“tampao de lavagem”, aspirada a vacuo. Em seguida, 50 yL das amostras das curvas
padrées de cada citocina avaliada, em concentragdes variando de 32.000 a 1,95 pg/mL
para elaboragao das respectivas curvas, e de plasma, na diluicdo de 1:4 em tampao de
amostra, foram adicionados aos pogos correspondentes da placa. As placas foram
incubadas no escuro, sob leve agitacdo por 2 horas, sendo, em seguida, colocadas

novamente para sucgao a vacuo.

Apos nova lavagem, foram adicionados, em cada pogo, 25 uL de anticorpos de
deteccéo, diluidos conforme orientagao do fabricante, incubados por 30 min no escuro
sob leve agitacao. Por fim, a placa foi incubada sob leve agitagdo com 50 uL por pogo de
Streptavidina conjugada a ficoeritrina (PE), por 10 min no escuro. Apos nova lavagem e
aspiracao, foram adicionados 125 pL de “tampé&o de amostra”, a cada poco, para analise
no leitor de Luminex (Luminex 100™, Luminex®, MiraiBio, Alameda, EUA). As
concentracdes de cada parametro analisado nas amostras de plasma foram estimadas a
partir da curva padrao, utilizando o Bio-Plex Manager Software (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EUA). Os niveis séricos das citocinas foram expressos como quantidade total

por mililitro (pg/mL).

4.9 Andlises estatisticas

Os dados foram armazenados no banco de dados Epi-info 2007 (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA) e analisados através dos programas
Graphpad Prism versao 5.0 (San Diego, CA) e “R” versdo 2.14.0 (disponivel em
http://www.R-project.org/).
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No Graphpad Prism foram utilizados os seguintes testes estatisticos: O teste t de
Student, utilizado para avaliar as diferencas entre as médias dos parametros
epidemiologicos observados; Teste de Mann Whitney, utilizado na comparagao das
medianas entre duas variaveis ndo pareadas; Teste de Spearman, utilizado na avaliagao
das correlacdes entre duas variaveis mensuradas ordinalmente, continuas e do mesmo
tamanho; Teste do qui-quadrado (x2), para avaliar se as proporgdes observadas entre
dois grupos séao estatisticamente distintas. Foram considerados significativos dados que

apresentavam P<0,05.

No programa “R” foram utilizados os seguintes testes estatisticos: Andlise por
Componente Principal (da sigla em inglés PCA - Principal Components Analysis),
utilizada para analisar as inter-relagdes entre um grande numero de variaveis visando
sua reducéo, eliminacéo de sobreposi¢cdes e a escolha das formas mais representativas
dos dados a partir de combinacdes lineares das variaveis originais. Essa analise foi
realizada com base nas frequéncias dos genes KIR tanto de Porto Velho quanto de 51
populacbes distribuidas pelo globo disponiveis no banco de dados publico Allele
frequencies disponivel em www.allelefrequencies.net. Para evitar associagées ilegitimas
resultantes da utilizacdo de dados ndo robustos, nés ndo utilizamos os dados com
populacdes inferiores a 100 individuos e aqueles cujos dados ndo foram previamente
publicados. Todas as analises foram realizadas utilizando a versao R 2.14.0 (disponivel
em http://www.R-project.org/); Modelo de Regressdo de Poisson (Frome EL &
Checkoway H, 1985), utilizado para avaliar a analise multivariada para as estimativas das
razbes das taxas de incidéncias (RR) bem como seus intervalos de confianca de 95%
(IC95%). Nas estimativas das taxas de incidéncia (RR) a contribuigdo por pessoa-ano foi
dada pelo relato do tempo de residéncia em area endémica (TREA). As taxas de
incidéncia foram apresentadas em 100 pessoas-ano e o Intervalo de Confianga 95%
(IC95%) foram estimados de acordo com a distribuicdo Gamma (Fay e Feuer 1997).
Quando apropriado, esses modelos foram corrigidos por género. O valor de RR >1 indica
susceptibilidade, enquanto que o valor de RR < 1 indica protegao; Two-way ANOVA,
utilizado para avaliar a influéncia de diferentes combinacdes de dois fatores principais e
sua interagdo com os niveis plasmaticos de diferentes citocinas e quimiocinas. Foram

considerados significativos dados que apresentavam P<0,05.
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O método empregado para se calcular a frequéncia génica foi por meio da
contagem direta de individuos que possuem pelo menos uma copia do gene. Fez-se
necessario pré-assumir que as frequéncias se encontram em equilibrio de Hardy-
Weinberg dado que a técnica empregada para a tipificagdo dos genes KIR nao consegue
distinguir entre um individuo homozigoto para a presenga de um mesmo loco daquele
hemizigotico para a presenca desse loco. A frequéncia genotipica (FG) foi calculada pela
férmula FG=1-V(1-FPG), que foi derivada a partir da frequéncia portador do gene (FPG)
= frequéncia (F)% / 100 (Single RM et al., 2008). Para os HLA-C (C1 e C2) foram
calculados o desvio de Hardy-Weinberg (HWE) utilizando uma calculadora on-line com
um grau de liberdade (http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/ Court%20lab%20-
%Z20HW %20calculator.xls).

As estimativas de ancestralidade foram realizadas com o auxilio do software
Structure v. 2.3.3 (Pritchard JK et al. 2000). As analises foram realizadas utilizando todas
as amostras para o calculo de frequéncias alélicas e assumindo a presenca de trés
populagdes (k=3). Os demais parametros de analises foram mantidos de acordo com as
recomendagdes do software, incluindo periodo de Burn-in de 10000 (periodo de
simulacado antes do inicio da coleta de dados) e 10000 repeticbes (quantas vezes a
aproximagao Bayesiana deve ser simulada apos o periodo de Burn-in).O resultado das
estimativas foi apresentado como percentual de cada ancestralidade. E consideramos
que houve proporcionalidade na contribuicdo da ancestralidade avaliada, quando a
diferenga entre o percentual dos marcadores de duas populagdes ancestrais era menor
que 15%.
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas epidemioldgicas da populacéo estudada

A Tabela 5.1 resume as principais caracteristicas epidemiologicas da populagao
estudada. Participaram do presente estudo 377 individuos independentes de estarem
com maldaria ou ndo, no momento da coleta. Desses, observamos que a maioria dos
individuos era do sexo masculino (59%) e que embora tenhamos observado uma
variagao na idade entre 10 e 85 anos, os nossos dados indicam que a populagao de

estudo é adulta, tendo média de idade de 34 anos (Desvio Padrao/DP=16 anos).

Para avaliacdo do tempo de exposicdo a malaria foram utilizadas informacdes
obtidas no questionario epidemioldgico, no qual os individuos informavam sobre o tempo
de residéncia em areas endémicas de malaria. Conforme demonstrado na Tabela 5.1, os
individuos residiam em area endémica de malaria em meédia ha 22 anos. Foi observada
uma correlagdo positiva entre o tempo de residéncia na area endémica e a idade
(Spearman’s r = 0,6974; Intervalo de Confianca/IC= 0,6416-0,7454; P<0,0001).

A histéria pregressa de malaria na populacédo de area endémica foi avaliada com
base em dados relatados pelos individuos. A maioria dos individuos (86,5%) relatou pelo
menos um episodio prévio de malaria, logo, dos 377 individuos residentes em areas
endémicas de malaria, apenas 51 (13,5%) relataram nunca ter contraido a doenga ou
nao se recordavam, incluindo aqueles que nasceram em area endémica (x2 = 271,01;
P<0,0001). Além disso, a média do numero de malarias anteriores € de 12 infecgbes,

sendo que a média do tempo desde a ultima infeccdo por malaria é de 40 meses.

Observou-se que o numero de episdédios prévios de malaria (NEPM) e o tempo
(em meses) desde a ultima malaria (TDUM) foram significativamente maiores em
individuos com a mediana de idade superior a 31 anos (>31 anos versus <31 anos: P =
0,0006 e MW = 14,130 para NEPM; P = 0,0003 e MW 1,1230 para TDUM). Sendo assim,
os 167 individuos maiores de 31 anos apresentavam NEPM= 5(IC: 5,9 - 8,1) e TDUM =
24 meses (IC: 40,1 - 61,3), enquanto que os 159 individuos menores de 31 anos
apresentavam NEPM = 3 (IC: 4,4 - 7,2) e TDUM= 10meses (IC: 19,1 - 32,1).
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No momento da coleta de sangue, 108 (28,6%) individuos estavam infectados, 74
(68,5%) com P. vivax, 33 (30,5%) com P. falciparum e um individuo com ambas as
espécies. A analise de ancestralidade estimou o grau de miscigenagdo encontrada na
nossa populagdo. Embora esta analise tenha sido realizada em 47% (137/377) dos
individuos, os resultados indicam que a populagao de Porto Velho tenha uma contribui¢cao
de ancestralidade maior por parte dos amerindios (76%) (Tabela 5.1) quando comparada

as populagdes africana e europeia.

Tabela 5.1: Principais caracteristicas epidemioldgicas da populagao do estudo.

Caracteristicas Epidemiolégicas

Género Masculino (N/%) 224/59
Feminino (N/%) 153/41
Total (N) 377
Idade ( X + DP) 34 £ 16
sem historia pregressa de malaria (N/%) 51/13,5
Individuos
com histdria pregressa de malaria (N/%) 326/86,5
Exposicao a malaria e Historia pregressa de malaria
Tempo (em anos) de residéncia em area endémica ( X + DP) 2217
Numero de episddios prévios de malaria (X + DP) 12+9
Tempo (em meses) desde a Ultima infecgéo ( X + DP) 40 £ 60
Individuos com malaria (N/%) 108/28,6
P. vivax (N/%) 74/68,5
P. falciparum (N/%) 33/30,5
Mista: P. vivax e P. falciparum (N/%) 1/1
Ancestralidade (N= 137)
Amerindia ( X + DP) 0,76 £0,28
Africana ( X + DP) 0,16 £ 0,25
Européia ( X + DP) 0,07+0,14

X : média; DP: desvio padrao; N: numero de individuos
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Os dados de procedéncia dos individuos das localidades estudadas, de acordo
com seus proprios relatos, mostram que a populacido é composta basicamente de
individuos nativos da regidao amazonica (298/79%) principalmente do estado de Rondénia
(190/64%), enquanto que os migrantes, oriundos de regides nao endémicas de malaria
(79/21%) sé@o na sua maioria provenientes das regides sudeste e nordeste (58/72,5%)
(Figura 5.1).
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Paraiba Rio Grande do Norte Regido Amazoénica Regido Extra-amazoénica m Para = Mato Grosso
Migrantes Nativos

Figura 5.1:Procedéncia dos individuos estudados.

5.2 Andlise da presenca dos genes KIR na populacdo estudada

A distribuicao das frequéncias de genes KIR (F%) esta apresentada na Tabela 5.2.
Todos os 16 genes KIR investigados (14 genes e 2 pseudogenes) foram detectados na
populagdo em estudo, e os genes estruturais KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DP1

estavam presentes em todos os individuos.

Em geral, as frequéncias dos genes que codificam receptores KIR inibidores foram
maiores do que 89%, com a exceg¢ao do KIR2DL2 e KIR2DL5 (com frequéncias de 46,4%
e 58,6%, respectivamente), em contrapartida, a porcentagem de individuos que
possuiam qualquer um dos genes que codificam receptores ativadores variou de 22,5%
a 43,2% (exceto para o KIR2DS4, com uma frequéncia de 93,6%). O gene KIR2DS4
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apresenta variantes mutadas que sdo soluveis (KIR2DS4*003-*010, *012 e *013) e
selvagens, que, quando expressas, ficam ligadas a membrana (KIR2DS4*001, *002,
*011, *014 e *015). Em nossa populacéo de estudo, observamos que 66,5% (N=155) dos
individuos possuiam a versao mutada, enquanto que 33,5% (N=78) apresentavam a

verséo selvagem do gene KIR2DS4.

Tabela 5.2: Distribuicdo da frequéncia dos genes KIR na populagao de area endémica

brasileira de malaria (N=377).

Genes KIR (Np) % Frequéncia Genotipica
Inibidores
KIR2DL1 359 94,9 0,774
KIR2DL2 176 46,4 0,267
KIR2DL3 337 89,1 0,669
KIR2DL5 222 58,6 0,356
KIR3DL1 354 93,9 0,753
Ativadores
KIR2DS1 163 43,2 0,246
KIR2DS2 157 41,4 0,234
KIR2DS3 86 22,5 0,119
KIR2DS4 354 93,6 0,747
KIR2DS5 162 42,9 0,244
KIR3DS1 153 40,6 0,229
Estruturais
KIR2DL4 377 100 1
KIR3DL2 377 100 1
KIR3DL3 377 100 1
aKIR3DP1 377 100 1
Pseudogene
KIR2DP1 360 95,6 0,790

Np: namero de individuos positivos; F%: Frequéncia dos genes KIR;
gene estrutural e pseudogene.

85



5.3 Perfil genético dos receptores KIR

O repertério genotipico dos receptores KIR da populagdo estudada esta
demonstrado na Tabela 5.3. Dentre os 377 individuos que participaram do estudo, um
total de 46 diferentes gendtipos KIR foi identificado. Todos os gendtipos encontrados na
populacdo de Porto Velho estdo descritos no banco de dados publico Allele frequencies
(www.allelefrequencies.net). Classificamos nossa populacdo de acordo com os dois
haplogrupos existentes para os genes KIR (haplogrupos A e B), sendo que o haplogrupo
B foi denominado Bx em virtude da falta de distingdo entre o haplétipo AB e BB (Tabela

5.3). O haplogrupo Bx foi o mais frequente na nossa populagéo (69%).

Com relagéo aos gendtipos, o gendtipo 1foi responsavel por 31% da frequéncia de
todos os gendtipos encontrados. Esse foi 0 Unico gendtipo representante do haplétipo AA
na nossa populacdo. Desta forma, 117 dos 377 individuos apresentam somente o gene
KIR2DS4 com perfil ativador (Figura 5.3). Os gendtipos 2, 4, 3 e 5 foram detectados em
15,4%, 7,4%, 6% e 5,6%, respectivamente (Figura 5.3). Mais da metade, ou seja, 26 dos
46 gendtipos (56,5%) estavam em frequéncia bem baixa na populagao (menos de 1%).
Os individuos portadores desses genaétipos pouco frequentes representam apenas 10,1%
da populagédo. Os dois gendtipos mais comuns (1 e 2) na nossa populagdo estéo
presentes em frequéncias semelhantes nas Américas (do Norte, Central e do Sul —

www.allelefrequencies.net).
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KIR Inibidor KIR Ativador Pseudogenes
2DL L 2DS 3DS | 2DP Haplotipo
0 4 N| %
AA| 117 31
Bx| 58] 15
Bx| 23 6
Bx| 28| 74
Bx 5,6
Bx 2,4
Bx 2,6
Bx 1,6
Bx 1,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 1,1
Bx 1,6
Bx 1,6
Bx 0,8
Bx 0,3
Bx 0,5
Bx 1,6
Bx 1,1
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,5
Bx 1,8
Bx 1,1
Bx 0,8
Bx 2,4
Bx 0,3
Bx 0,8
Bx 1,1
Bx 0,3
Bx 0,8
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 0,3
Bx 1,1
Bx 0,8
Bx 2,1
| Bx 0,3
Bx 0,3
| | | Bx 03
Bx 0,3

N| 359 [ 176 | 337 | 377 | 222 | 354 | 377 | 377 | 163 | 157 | 86 | 354 | 162 | 153 | 360 | 377 Bx 100
%| 952 | 46,7 | 894 | 100 | 589 | 93,9 | 100 | 100 | 432 [ 41,6 | 22,8 [ 93,9 | 42,9 | 40,6 | 956 | 100 |

ID: Identificagdo do genotipo segundo o allelefrequencies.net; N: numero de individuos
positivos. Os retangulos cinzas indicam a presenca do gene, os retangulos rachurados
representam os genes estruturais e os retangulos brancos indicam auséncia do gene.
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Tabela 5.3: Perfil genotipico do KIR na populagao de area endémica de malaria.

5.4 Analise do componente principal (PCA)

A PCA multidimensional foi realizada para investigar a inter-relagéo da populagao
de Porto Velho com outras 51 populagdes globais quanto as frequéncias dos genes KIR.
Como demonstrado na figura 5.2, os resultados dessa analise mostram a populagao de
Porto Velho (sigla: BPV - Brazilian Porto Velho) distante de algumas populagbes, como

os asiaticos (siglas das populagdes: HKC - Hong Kong Chinese, JT - Japan Tokyo, CEMH
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- China Eastern Mainland Han, CJPH - China Jiangsu Province Han, CZPH - China
Zheijiang Province Han, JK - Japan Kyoto, SK - South Korea, J3 - Japan pop3, SC2 -
Singapure Chinese pop2, IMP - India Mumbai Parsi), os africanos ocidentais (sigla da
populacdo: S - Senegal) e do Oriente Médio (siglas das populagdes: IEAA - Iran East
Azerbaijan Azerbaijani, IND - Israel North Druze), e relativamente préximo dos mestigos
da Venezuela (sigla da populacao: VM - Venezuela Mestizo), dos hispanicos americanos
(sigla da populagédo: USACH - USA California Hispanic), dos asiaticos americanos (sigla
da populagéo: USACAA - USA California Asian American) e de uma populagdo do Sul do
Brasil (sigla da populacdo: BPM - Brazil Parana Mixed) com base nas frequéncias dos
genes KIR. Os dois componentes principais foram responsaveis por 72,3% da

variabilidade dos dados.
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Figura 5.2:Representacdo grafica em Biplot da Analise do Componente Principal. A
proporg¢ao cumulativa da variabilidade explicada pelo primeiro componente foi de 58,34%
e do segundo componente foi de 13,96% totalizando 72,3%.
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5.5 Frequéncias dos ligantes de KIR (genes HLA de classe |) na populacédo estudada

A distribuicdo dos genes codificantes para os receptores HLA de classe | que sao
ligantes dos receptores KIR esta mostrada na Tabela 5.4. Dentre os cinco HLA-I
analisados na populagéo investigada, os que apresentavam maior frequéncia foram o
HLA-C1 (79,6%), seguido de HLA-Bw4 (70,8%) e HLA-C2 (66,8%). As frequéncias
genotipicas do HLA-C estavam de acordo com equilibrio de Hardy-Weinberg (x2 = 1,19;
P =0,274) (Tabela 5.4).

Tabela 5.4: Distribuicdo das frequéncias dos ligantes de KIR (genes HLA-A, -B e -C) na

populacao de area endémica brasileira de malaria (N=377).

Genes HLA-I

(Ligantes de KIR) (NP) &

HLA-C1 300 79,6

HLA-C2 252 66,8
HLA-C1/C1 125 33,2
HLA-C2/C2 77 20,4
HLA-C1/C2 175 46,4

HLA-Bw4 267 70,8

HLA-A3/A11 88 23,3

Np: nimero de individuos positivos

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

populacdo estudada

Ao avaliarmos a coexisténcia do loci KIR e HLA-I no mesmo individuo, pudemos
observar que os pares com um perfil inibidor KIR2DL2/3_HLA-C1, KIR3DL1_HLA-Bw4 e
KIR2DL1_HLA-C2 foram os mais comuns, com frequéncias de 79,6%, 66,3% e 64,4%,

respectivamente (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5:Distribuigdo das frequéncias dos genes KIR na presencga do seu ligante HLA-

| (pares KIR-HLA) na populagao de area endémica brasileira de malaria (N=377).

KIR-HLA (Np) %

Pares Inibidores
KIR2DL1_C2 243 64,4
KIR2DL1_C2/C2 74 30,4
KIR2DL1_C1/C2 169 69.6
KIR2DL2/3_C1 300 79,6
KIR2DL2/3_C1/C1 124 41,3
KIR2DL2/3_C1/C2 176 58,7
KIR3DL1_Bw4 250 66,3
KIR3DL2_A3/A11 88 23,3

Pares Ativadores

KIR2DS1_C2 112 29,7
KIR2DS1_C2/C2 46 41,1
KIR2DS1 C1/C2 66 58,9

KIR2DS2_C1 125 33,1
KIR2DS2_C1/C1 48 38,4
KIR2DS2_C1/C2 77 61,6

KIR3DS1_Bw4 114 30,2

Np: ndmero de individuos positivos

A fim de investigarmos a possibilidade de alguma combinacdo KIR-HLA estar
associada a diminuicao (protecéo) ou ao aumento (susceptibilidade) da taxa de incidéncia
de malaria na regido endémica de Porto Velho, realizamos a andlise multivariada de
regressao de Poisson com base no numero de episodios prévios de malarias (NEPM) e
tempo de residéncia em area endémica (TREA), ambos relatados pelos individuos. Os
pares KIR-HLA que foram significativos estdo demonstrados na tabela 5.6.
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Encontramos como marcadores de protecao os pares ativadores KIR2DS1_C2/C2
e KIR3DS1 Bw4 e o par inibidor KIR3DL1_ Bw4, visto que os individuos que possuiam
0s pares supracitados tiveram uma taxa de incidéncia de maldria menor quando
comparado aos individuos que nao possuiam tais pares(Tabela 5.6). Além disso,
observamos como marcadores de susceptibilidade a malaria o par inibidor
KIR3DL2_A3/All e os pares ativadores KIR2DS1_ C1/C2 e KIR2DS2_C1/C2, visto que
os individuos que possuiam tais pares tiveram uma taxa de incidéncia de malaria maior

guando comparado aos individuos que ndo os possuiam (Tabela 5.6).

Com relacdo aos haplétipos, observamos como marcador de susceptibilidade a
malaria o haplétipo Bx, visto que os individuos que apresentavam esse haplétipo tiveram
uma taxa de incidéncia de malaria maior quando comparada aos individuos portadores
do haplétipo AA (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6:Modelos de regressao de Poisson para associagéo entres os pares KIR-HLA, haplétipos e

incidéncia de malaria.

KIR-HLA e Auséncia=0 Pessoas- Incidéncia de malaria/100 _ _
. NEP Risco Relativo** (IC) P-valor
Haplotipos Presenca=1 ano* pessoas-ano (IC)
Pares Inibidores
0 976 3613 27,01 (25,35 - 28,76) Ref
KIR3DL1 Bw4 <0,001
1 1614 6819 23,67 (22,53 - 24,85) 0,874 (0,807 - 0,946)
0 1816 8369 21,7 (20,71 - 22,72) Ref
KIR3DL2 _A3/A11 <0,001
1 775 2125 36,47 (33,95 - 39,13) 1,678 (1,543 - 1,826)
Pares Ativadores
0 2413 9493 25,42 (24,41 - 26,45) Ref
KIR2DS1_C2/C2 <0,001
1 178 1001 17,78 (15,27 - 20,6) 0,73 (0,627 - 0,85)
0 1843 7082 26,02 (24,85 - 27,74) Ref
KIR3DS1_Bw4 0,001
1 748 3412 21,92 (20,38 - 23,55) 0,862 (0,791 - 0,938)
0 1908 8170 23,35 (22,32 - 24,43) Ref
KIR2DS1_C1/C2 <0,001
1 683 2324 29,39 (27,23 - 31,68) 1,266 (1,16 - 1,382)
0 1865 8286 22,51 (21,5 - 23,55) Ref
KIR2DS2_C1/C2 <0,001
1 726 2208 32,88 (30,53 - 35,36) 1,439 (1,321 - 1,568)
Haplétipos
AA 1 727 3265 22,27 (20,68 — 23,95) Ref 0.001
Bx 1 1864 7229 25,79 (24,63 — 26,98) 1,203 (1,104 - 1,311) '

NEPM: Numero de Episédios Prévios de Malaria; * A contribui¢cdo por pessoa-ano foi dada pelo relato do tempo de residéncia em &rea
endémica; ** Quando apropriado esse modelo foi corrigido por género.
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5.7 Comparacéao dos dados obtidos entre nativos e migrantes

Para verificarmos se ha diferenga entre a ancestralidade dos individuos oriundos
de area endémica (grupo de nativos, N=298) e os oriundos de area ndo endémica (grupo
de migrantes, N=79), realizamos a analise dos marcadores de ancestralidade (AIMs).
Observamos que no grupo dos migrantes que tiveram os A/IMs genotipados (N=29), a
maioria dos individuos (55,2%; 16/29) possuem uma maior contribuicdo de
ancestralidade amerindia, seguida de 24,1% (7/29) e 6,9% (2/29) de individuos que
tiveram predominantemente contribuicdo africana e europeia, respectivamente (Figura
5.3). Nesse grupo, 13,8% dos individuos (4/29) ndo tiveram contribuicdo ancestral
definida por uma populacdo, visto que em 3 individuos houve proporcionalidade na
contribuicdo tanto dos amerindios quanto dos europeus e em 1 individuo houve
contribuicdo tanto dos europeus quanto dos africanos em propor¢cao semelhante. No
grupo dos nativos, a contribuicdo amerindia foi mais marcante (P<0,0001). Dos 108
individuos que tiveram os AIMs genotipados, 89,8% (97/108) tiveram maior contribuicao
ancestral amerindia (Figura 5.3). Nesse grupo, 3 individuos n&o tiveram contribuicéo
ancestral definida por apenas uma populagao, visto que em 2 individuos a contribuigao
tanto dos africanos quanto dos amerindios foi de maneira proporcional e em 1 individuo

houve semelhanca na contribuicdo ancestral tanto dos amerindios quanto dos africanos.

100

80

[=2]
o

Frequéncia (%)
S

Nativos (N=108) Migrantes (N=29)
® Amerindia ® Africana = Europeia
Figura 5.3:Ancestralidade dos individuos oriundos de area endémica (nativos) e dos

oriundos de area nao endémica (migrantes).
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Quando verificamos se ha diferenca entre as caracteristicas epidemiolégicas do
grupo dos nativos (N=298) e dos migrantes (N=79), observamos uma diferenca, ja
esperada, quanto ao tempo de residéncia em area endémica (Nativos-TREA (mediana):
28, IC: 28,8-32,3 versus Migrantes-TREA (mediana): 18, IC: 15,1-20,4; P<0,0001 e MW:
5706). No entanto, apesar do grupo dos migrantes residir em area endémica ha menos
tempo que o grupo dos nativos, eles apresentaram mais numero de episodios prévios de
malaria (Nativos-NEPM (mediana): 4, IC: 4,7-6 versus Migrantes-NEPM (mediana): 6, IC:
6,5-11,4; P=0,001 e MW: 8117). Sendo assim, verificamos que, dentre os marcadores de
susceptibilidade a malaria observados (Tabela 5.6), somente o par KIR3DL2_A3/A11
estava em frequéncia significativamente maior no grupo dos migrantes quando
comparado ao grupo dos nativos (Migrantes com o par KIR3DL2_A3/A11: 40,5% (33/79)
versus Nativos com o par KIR3DL2 _A3/A11: 18,4% (55/298); P<0,0001) (Tabela 5.7).
Para os outros marcadores de susceptibilidade ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos (Tabela 5.7). Da mesma maneira, ndo houve diferenca na
frequéncia dos marcadores de protecdo a malaria quando comparamos o grupo dos

nativos com o dos migrantes (Tabela 5.7).

Tabela 5.7:Distribuicdo das frequéncias dos marcadores de susceptibilidade e protecéo

a malaria nos grupos dos migrantes e nativos.

Migrantes (N=79) Nativos (N=298)

KIR-HLA P-valor
Np(%) Np (%)

Marcadores de Susceptibilidade
KIR2DS1_C1/C2 (N=66) 13(16,5) 53(17,8) 0,8
KIR2DS2_C1/C2 (N=77) 16(20,2) 61(20,5) 1
KIR3DL2_A3/A11 (N=88) 33(40,5) 55(18,4) <0,0001
Marcadores de Protecao
KIR2DS1_C2/C2 (N=46) 11(13,9) 35(11,7) 0,5
KIR3DS1_Bw4 (N=114) 18(22,7) 96(32,2) 0,1

KIR3DL1_Bw4 (N=250) 55(69,6) 198(66,4) 0,6

N: total dos individuos do grupo; Np: ndmero de individuos positivos para o respectivo
marcador; %: frequéncia dos positivos
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Ao analisarmos os parametros epidemiolégicos sugestivos de susceptibilidade ou
protecdo a malaria (numero de episodios prévios de malaria e tempo desde a ultima
malaria), observamos que entre os individuos migrantes que possuem os marcadores de
susceptibilidade (KIR3DL2_A3/All, KIR2DS1 C1/C2 e KIR2DS2_C1/C2) comparados
aos migrantes que nao possuem estes marcadores, nado foi observado diferenga
estatisticamente significante. O mesmo resultado foi encontrado entre os individuos
nativos que possuem os marcadores de protecao (KIR3DL1 Bw4, KIR2DS1 C2/C2 e

KIR3DS1_Bw4) comparado aos nativos que nao possuem tais marcadores.

Na tentativa de buscar possiveis particularidades na distribuicdo genotipica dos
grupos dos nativos e dos migrantes, avaliamos o perfil genotipico do KIR em ambos os
grupos. Observamos que, dentre os 46 gendtipos encontrados na nossa populagao, 26
gendtipos (56,5%) estavam presentes apenas no grupo dos nativos, 5 gendétipos (10,9%)
apenas no grupo dos migrantes e 15 gendtipos (32,6%) eram compartilhados por ambos
os grupos (nativos e migrantes) (Figura 5.4). Entretanto, quando analisamos os dados
epidemioldgicos dos individuos do grupo dos nativos que ndo compartilhavam gendtipos
(N=60) e comparamos aos dados dos individuos que compartilhavam gendtipos (N=309)
observamos que nao houve diferenga estatistica tanto no numero de episddios prévios
de malaria (mediana (IC): 3 (3,6 - 6) versus 4 (5,5 - 7,3); P= 0,3) quanto no tempo (em
meses) desde a ultima malaria (mediana (IC): 12 (19,6 - 48,2) versus 6 (25,1 — 37,9); P=
0,5).

6,8,10 11,13, o] Gendtipos presentes somente
nos migrantes (N=8)
1-5,7,9, 18, 14,19, 24, 27,

20, 21, 30, 68, 51, 58, 69, 70, [] Genétipos presentes somente
4 nos nativos (N=60)
71,91e 106 / 73-76, 78, 80, 81,
15/46 —32,6% 86, 87, 94, 112, [] Genétipos compartilhados por
ambos os grupos (N=309)

144 e 293
26/46 — 56,5%
-

Figura 5.4: Distribuigdo dos genétipos do KIR.
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5.8 Perfil do grupo dos individuos infectados com maléria

Como demonstrado na Tabela 5.8, dos 108 individuos com malaria, 74 (68,5%)
estavam infectados com P. vivax, 33 (30,5%), com P. falciparum e 1 (1%) com ambas as
espécies. A maioria dos individuos com malaria era do sexo masculino (65,7%) e a média
de idade era de 30 anos. Segundo relatos dos individuos, eles residiam em area
endémica de malaria em média ha 26 anos, nao diferindo estatisticamente da média de
residéncia dos individuos sem malaria (28 anos). Quanto a histéria pregressa de malaria,
foram relatados em média 5 episddios, também n&o diferindo estatisticamente da média

relatada pelos individuos sem malaria (6 episédios).

Em alguns individuos com malaria foram realizadas coletas de sangue em dois
momentos diferentes da infec¢do: no dia do diagndstico (DO, N=71), antes do inicio do
tratamento, fase aguda da infec¢ao, e cerca de 15 dias apds o inicio do tratamento (D15,
N=55), quando o paciente ja se encontrava curado e retornava ao posto para a realizacao
de lamina de verificagdo de cura (LVC) e constatar a auséncia de parasitas circulantes
no sangue. A média de parasitemia dos individuos em DO foi de 815,2 parasitas/pl de
sangue e todos os individuos apresentavam sintomatologia ha cerca de trés dias. Os
sintomas mais frequentes eram aqueles pertencentes a triade malarica: febre, cefaleia e
calafrio. Embora a média da parasitemia dos individuos infectados por P. vivax estivesse
maior que a dos individuos infectados com P. falciparum, esta nao apresentou diferenga
estatistica (Tabela 5.8). Em D15, nenhum dos individuos apresentava parasitas
circulantes e sintomatologia, confirmados tanto pelo diagndstico parasitolégico quanto

pelo diagndstico molecular.
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Tabela 5.8: Principais caracteristicas epidemiolégicas dos individuos do grupo com

malaria
Género _ _
Masculino (N/%) 71/65,7
Feminino (N/%) 37/34,3
Total (N) 108
Idade ( X + DP) 30+12
Espécie plasmodial infectante
P. vivax (N/%) 74/68,5
P. falciparum (N/%) 33/30,5
Mista: P. vivax e P. falciparum (N/%) 1/1
Inicio da sintomatologia ( X + DP) 3+2
Numero de episddios prévios de malaria ( X + DP) 55
Tempo (em anos) de residéncia em area endémica ( X + DP) 26+ 12
Parasitemia (parasitas/ul de sangue)* 815,2 (569,7 - 1166)
P. vivax (parasitas/pl de sangue)* 892,1 (5685 - 1380)
P. falciparum (parasitas/ul de sangue)* 612,7 (304,5 - 1233)

X : média; DP: desvio padrdo; N: nimero de individuos; * média geométrica (IC)

5.9Avaliacdo dos niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas dos individuos

com malaria

Comparando os niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas no momento da
infeccao (DO - fase aguda), 15 dias apds o diagndstico (D15 - fase de convalescéncia) e
nos controles, observamos alteragdes interessantes nos niveis plasmaticos (Tabela 5.9).
Somente nos niveis de duas citocinas, a IL-1 e a IL-5, ndo foram observadas diferencas
entre os controles e os individuos infectados. Foram considerados positivos os individuos
com valores superiores a média da concentragao somada ao dobro do desvio padréo do

grupo controle.

Os niveis plasmaticos de todas as citocinas pro-inflamatérias avaliadas foram
mais elevados na fase de convalescéncia comparados a fase aguda, exceto a IL-12, na
qual ndo foi observada diferenga. (Tabela 5.9) (Figura 5.5). Dentre as citocinas anti-
inflamatodrias, a IL-4 estava mais elevada na fase de convalescéncia, enquanto que para

a IL-10 houve uma diminuigdo dos niveis plasmaticos nesta fase. Verificou-se também
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que a drastica reducao do nivel médio de IL-10 foi acompanhada pela redugao de 93%
de positivos para esta citocina na fase aguda, para 21,8% na fase de convalescenca
(P<0,0001) (Tabela 5.9) (Figura 5.6). Ja entre as quimiocinas estudadas observamos que
aumentaram os niveis plasmaticos de MIP-13 da fase aguda para a fase de
convalescéncia, diferentemente do nivel médio de MCP-1, no qual foi observada uma
reducao (Tabela 5.9) (Figura 5.6).

Tabela 5.9: Comparacgao dos niveis plasmaticos das citocinas e quimiocinas entre os

controles, individuos na fase aguda e de convalescenca e frequéncia de positivos.

Citocinas Controles Fase aguda Fase de convalescéncia p_valora
(N=12) (N=71) (N=55)

Pré-inflamatérias

IL-1B X + DP (pg/mL) 100305 14,08 + 11,83 21,03 +£12,43 <0.0001
Positivos (%) 61 (85,9) 53 (96,4)

L2 X+DP(poml) 5,004  2989%283,6 504,2 + 507,1 001
Positivos (%) 29 (40,8) 29 (52,7)

IL-6 X£DP(pgiml) 5,004 889331164 1842 + 1964 0,005
Positivos (%) 58 (81,7) 51 (92,7)

IL-12p70 X £ DP (pg/mL) 240,04 2447 + 2342 262,1+211,7 03
Positivos (%) 17 (23,9) 20 (36,4)

IFN-y X + DP (pg/mL) 335+ 14 173,9+179,9 288,1 + 369,8 0,005
Positivos (%) 62 (87,3) 53 (96,4)

TNF-q X 1 DP (pg/mL) 218+ 111 172,5 * 209,1 470,5 + 427,8 <0.0001
Positivos (%) 70 (98,6) 54 (98,2)

Anti-inflamatorias

L4 X £DP(pgiml) o, 004 25651877 396,1  249,6 0.02
Positivos (%) 13 (18,3) 19 (34,5)

IL-5 X +DP (pg/mL) 20,04 70,28 + 530,7 23+26 01
Positivos (%) 5() 1(1,8)

IL-10 X+DP(pom)  ,,qqs  2730%3633 523,4 + 662,4 0.001
Positivos (%) 66(93) 12(21,8)

Quimiocinas

MIP-1p X £ DP (pg/mL) 6217 + 639 9672 + 8741 18303 % 12099 <0.0001
Positivos (%) 69(97,2) 54(98,2)

MCP-1 X £ DP (pg/mL) 88,9 + 11.6 1612 * 2649 524,2 £ 503,8 0,0237
Positivos (%) 70(98,6) 54(98,2)

X : média; DP: desvio padrao; N: numero de individuos; 2 Fase aguda versus Fase de convalescéncia
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Figura 5.5: Alteracdes dos niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias (A a F).

Comparacéo entre grupo Controle (cinza) e o grupo dos infectados no DO (Fase aguda -

laranja) e no D15 (Fase de convalescencga - azul).

99




A P<0,0001 B
[ ]
P=0,02
P<0,0001 [ 1
100007 ——— 10000-
w
E 1000- P " E 1000-
— ﬁ -nﬁ-r =
g 100 =g ot g 100 5
~— = 2 A St ol —_—_—
¥ 9
= = A
10 B 10 &
® ® I
o — ——— E—— - o
1 L] T L] 1 T T T
) N ) 3 N )
& © N & © N
& &
(o P
P<0,0001
c [ 1
100000+ P<°»°°°1_] Em—
| |
. 10000+ -:::'.
|
€ 1000- ?ﬁ: i
o ._:: ———
< 400- Sudzaen Apgus
e .I A
1
= 10-
-v*-— -
1 Ll 1 ]
o »
& N S
&
00
P=0,04
D P<0,0001 E [ - 1
[ 1 'ﬂﬁ?_‘
60000- [ \ 15000+ P=0,0003
A ]
ar) . ~ 2
@
£ 40000- S 10000- -
o)) . A o
2 " AAAMALAA ~
‘Q_. | A‘ E [ ]
Q. 20000- e —exfe Q5000 b
— ja) A B
= ey T
= Yy or 4a Y
A
N ? ol e T sif
R4 ® 3° & ® S
&L &L
& &
< <
Barras indicando: Média + Desvio Padrao

Figura 5.6: Alteragdes dos niveis plasmaticos de citocinas anti-inflamatérias (A a C) e
quimiocinas (D e E). Comparacgao entre grupo Controle (cinza) e o grupo dos infectados
no DO (Fase aguda - laranja) e no D15 (Fase de convalescenca - azul).
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5.10 Relagao entre os niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas, os pares KIR-
HLA, média ponderada de genes ativadores e inibidores e o0s parametros

epidemiologicos

Realizamos o teste two-way ANOVA para verificar uma possivel influéncia entre a
combinagao dos pares KIR-HLA, a média ponderada de genes ativadores e inibidores e
0s parametros epidemioldgicos (que sdo: tempo de residéncia em area endémica -
TREA: 225, maior ou igual a 25 anos residindo em area endémica de malaria e <25,
menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria; numero de episddios
prévios de malaria - NEPM: =5, maior ou igual a 5 episodios de malaria e <5, menos que
5 episddios de malaria; e espécie plasmodial infectante, P. vivax e P. falciparum) e sua
interacdo com os niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas. Os resultados

significativos estdo descritos abaixo.

Consistente com a analise mostrada na Tabela 5.9 e Figura 5.5 (A a F), esta
analise também demonstrou que as citocinas e quimiocinas avaliadas estavam mais
elevadas na fase de convalescéncia (D15) comparados a fase aguda (DO), no entanto
observamos associagdes interessantes com as variaveis genéticas (pares KIR-HLA e
meédia ponderada de genes KIR ativadores e inibidores) e epidemioldgicas (TREA, NEPM

e espécie plasmodial infectante).

Conforme demonstrado na Figura 5.7Aforam observadas associag¢des quanto aos
niveis plasmaticos de TNF-a, e a média ponderada dos genes KIR ativadores e
inibidores. Verificamos que os niveis plasmaticos de TNF-a estdo aumentados na fase
de convalescéncia (D15) quando comparada a fase aguda (DO) (DO/D15Eff= 1,86
P<0,001), e esse aumento esta presente nos individuos que apresentaram uma maior
média ponderada de genes KIR ativadores (Ativ/InibEff: A=1,04; P=0,005). No entanto,
esse aumento dos niveis de TNF-a nos individuos que apresentaram uma maior média
ponderada de genes KIR ativadores parece néo ter qualquer influéncia dos parametros
epidemioldgicos avaliados, visto que os resultados observados com estas variaveis nédo
foram estatisticamente significativos (TREAEff=0.43; NEPMEff=-0,44;
EspéciePlasmEff=-1; P>0,05 em todos) (Figura 5.7B a D).
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Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05). Valores de P=0, significa <0,001

Figura 5.7: (A)Relacdo entre os niveis plasmaticos de TNF-a no DO e D15e a média
ponderada de genes KIR ativadores e inibidores. (B a D) Relacdo entre os niveis
plasmaticos de TNF-a, a média ponderada de genes KIR ativadores e inibidores e as

variaveis epidemiolégicas (TREA, NEPM e espécie plasmodial).
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Além disso, também observamos associa¢gdes quando incluimos os pares KIR-
HLA. Na Figura 5.8 observamos um efeito de interagc&o positiva entre a presenca do par
inibidor KIR2DL2/3_C1C1, os niveis de TNF-a e o TREA. Com isso, verificamos que o
aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a esta presente nos individuos que possuem o
par KIR2DL2/3_C1C1 e que vivem em area endémica ha menos de 25 anos (EffInt=1,93;
P=0,01).

KIR2DL2/3_C1C1 versus TNF-a

10
|

KIR-HLAEff = -1,03; P = 0,7 o >
TREAEff =-0,54; P=0,8 ]
Efflnt=1,93; P=0,01

6
|

Log2 - TNF-a (pg/mL)

Ausente Presente
KIR2DL2/3 _C1C1

KIR-HLAEff: Efeito do par KIR-HLA;

TREAE(ff: Efeito do tempo de residéncia em area endémica (=25: maior ou igual a 25 anos residindo em area
endémica de malaria e <25: menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria);

EffInt: Efeito de interagéo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.8: Relagao entre os niveis plasmaticos de TNF-a, o par KIR2DL2/3 C1C1 e o

tempo de residéncia em area endémica.

Entre as citocinas pro-inflamatodrias, verificamos um efeito de interacdo negativa
entre a presenca do par inibidor KIR2DL1_C1C2, os niveis de IFN-y e o TREA. Portanto,
observamos que a diminuicdo dos niveis plasmaticos do IFN-y esta presente nos
individuos que possuem o par KIR2DL1 C1C2 e que vivem em area endémica ha menos

de 25 anos (Effint=-2,13; P=0,05) (Figura 5.9A). Além disso, também foi possivel verificar
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uma interacao negativa entre os niveis de IFN-y, mas em relagdo a outro par inibidor, o
par KIR2DL2/3_C1C2. Conforme mostrado na Figura 5.9B, notamos que a diminuicao
dos niveis plasmaticos de IFN-y ocorre nos individuos que possuem o par
KIR2DL2/3_C1C2 e que vivem em area endémica ha menos de 25 anos (Effint= -2,13;
P=0,05).

A B
KIR2DL1_C1C2 versus IFN-y KIR2DL2/3_C1C2 versus IFN-y
KIR-HLAEff = 0,71; P = 0,584 O >=25 KIR-HLAEff = 0,71; P = 0,584 O >=25
TREAEff =1,05; P = 0,973 = <7'5' TREAEff =1,05; P =0,973 :'
Effint=-2,13; P = 0,05 - Efflnt= -2,13; P = 0,05 | <25
oo 0
) ax
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Lo 2 =)
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& &
(:I Sl [
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(=] (=}
Ausente Presente Ausente Presente
KIR2DL1_C1C2 KIR2DL2/3 C1C2

KIR-HLAEff: Efeito do par KIR-HLA;

TREAEff: Efeito do tempo de residéncia em area endémica (=25: maior ou igual a 25 anos residindo em area
endémica de malaria e <25: menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria);

EffInt: Efeito de interagcdo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.9: (A) Relagéo entre os niveis plasmaticos de IFN-y, o par KIR2DL1_C1C2e 0
tempo de residéncia em area endémica. (B) Relagéo entre os niveis plasmaticos de IFN-

Y, 0 par KIR2DL2/3_C1C2 e o tempo de residéncia em area endémica.

Para outras citocinas pré-inflamatérias, como a IL1B, IL-2 e IL-6, também foram
encontrados resultados significativos. Conforme mostrado na Figura 5.10A, observamos
um efeito de interacdo positiva entre a presenca do par ativador KIR2DS2_C1C1, os

niveis de IL1B e a espécie plasmodial. Com isso, verificamos que existe uma relagao
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entre 0 aumento dos niveis de IL13 nos individuos que possuem o par KIR2DS2_C1C1
e gque estavam infectados com P. vivax no momento da coleta (Effint= 2,95; P= 0,03).
Observamos uma relagéo entre esse mesmo par ativador KIR2DS2_C1C1, os niveis de
IL2 e a espécie plasmodial. Notamos que, dentre os individuos que possuiam o par
KIR2DS2 C1C1, os que estavam infectados com P vivax tiveram maiores niveis
plasmaticos de IL2 quando comparado aos individuos que possuiam o par
KIR2DS2 C1C1, mas que estavam infectados com P. falciparum (EspeciePlasmEff=-
2,02; P=0,05) (Figura 5.10B).

Encontramos um efeito de interacdo positiva entre a média ponderada de genes
ativadores e inibidores, os niveis de IL-6 e a espécie plasmodial. Na Figura 5.10C
podemos verificar que existe uma relacdo entre o aumento dos niveis de IL-6 nos
individuos que estavam infectados com P. vivax no momento da coleta e que possuem
uma maior média ponderada de genes ativadores (EffInt=4,86; P=0,01).
Interessantemente, ao avaliarmos os pares KIR-HLA, observamos que existe uma
relacdo entre o par KIR2DL1 C1C2 e o aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 nos
individuos que estavam infectados com P. vivax no momento da coleta (Effint=7,65;
P<0,001) (Figura 5.10D).
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Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05). Valores de P=0, significa <0,001

Figura 5.10: (A) e (B) Relagdao entre os niveis plasmaticos de IL1B e IL-2, o par
KIR2DS2 C1C1 e a espécie plasmodial infectante. (C) e (D) Relagédo entre os niveis
plasmaticos de IL6, a média ponderada de genes KIR ativadores e inibidores e o par
KIR2DL1_C1C2 e a espécie plasmodial infectante.
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Entre as citocinas anti-inflamatérias, observamos que os niveis plasmaticos de IL-
10 estdo aumentados na fase aguda (DO) quando comparada a fase de convalescéncia
(D15) (Figuras 5.11A a C e Figura 5.6C). Além disso, observamos associagdes
interessantes entre os niveis de IL-10 e a média ponderada de genes
ativadores/inibidores (Figura 5.11). Curiosamente, ao avaliarmos os pares KIR-HLA
separadamente, somente dois pares inibidores, KIR2DL2/3_C1C2 e KIR2DL2/3_C1C1,
e um par ativador KIR2DS1_C1l1C2apresentaram efeito de interacao significativa com os
niveis de IL-10 (Figuras 5.11B e C e Figura 5.18A).

Na Figura 5.11A podemos observar um efeito de interacdo positiva entre a
proporcao de genes ativadores e inibidores e os niveis plasmaticos de IL-10. Com isso,
verificamos que o aumento dos niveis plasméaticos dessa citocina esta presente nos
individuos que apresentaram uma maior média ponderada de genes KIR ativadores
(Effint=3,37; P=0,01). O efeito de interacao positiva também foi encontrado na presenca
do par inibidor KIR2DL2/3 _C1C2. Logo, nhotamos que 0 aumento dos niveis plasmaticos
de IL-10 ocorre nos individuos que possuem o par KIR2DL2/3 C1C2 (EffInt=2,12;
P=0,05) na fase de convalescéncia (D15) (Figura 5.11B),ao passo que nos individuos
gue possuem o par KIR2DL2/3_C1C1l observamos o efeito de interagdo inverso
(negativo) entre a presenca deste par KIR-HLA e o0s niveis de IL-10. Com isso,
verificamos que a diminui¢do dos niveis plasméaticos de IL-10 ocorre nos individuos que
possuem o par KIR2DL2/3_C1C1 (Effint=-2,69; P=0,02) na fase de convalescéncia (D15)
(Figura 5.11C).

Ainda no grupo das citocinas anti-inflamatoérias, conforme mostra a Figura 5.11D,
verificamos que o0s niveis plasméticos de IL-4 estdo aumentados na fase de
convalescéncia (D15) quando comparada a fase aguda (DO) (DO/D15Eff=1,38; P=0,01)
e que esse aumento esta presente nos individuos que apresentaram uma maior média
ponderada de genes KIR ativadores (Ativ/InibEff= 1,29; P=0,05).
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Ativ/InibEff: Efeito da média ponderada dos genes KIR ativadores e inibidores;

D0/D15Eff: Efeito dos niveis das citocinas no DO (fase aguda) e no D15 (fase de convalescéncia);
EffInt: Efeito de interagcdo das variaveis;

KIR-HLAETff: Efeito do par KIR-HLA,;

EspéciePlasmEff: Efeito da espécie plasmodial infectante (Pv: P. vivax e Pf: P. falciparum);

EffInt: Efeito de interagdo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (0,05). Valores de P=0, significa <0,001

Figura 5.11: (A), (B) e (C) Relacao entre os niveis plasmaticos de IL-10 (DO e D15) e a
meédia ponderada de genes KIR ativadores e inibidores e os pares inibidores
KIR2DL2/3_C1C2 e KIR2DL2/3_C1C1. (D) Relac&o entre os niveis plasmaticos de IL-4

(DO e D15) e a média ponderada de genes KIR ativadores e inibidores.
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Entre as quimiocinas avaliadas, observamos associagdes quanto aos niveis
plasmaticos de MCP-1 e MIP-13, a média ponderada dos genes KIR ativadores e
inibidores, os pares KIR-HLA e os parametros epidemioldgicos. Conforme demonstrado
na Figura 5.12, verificamos que os niveis plasméaticos de MCP-1 estdo aumentados na
fase aguda (D0) quando comparada a fase de convalescéncia (D15) (DO/D15Eff= -0,43;
P=0,02), e esse aumento estd presente nos individuos que possuem o par inibidor
KIR2DL2/3_C1C1 (KIR-HLAEff=1,29; P=0,05). No entanto, o aumento dos niveis de
MCP-1 nos individuos que possuem o par inibidor KIR2DL2/3_C1C1 parece nao ter
qualquer influéncia dos parametros epidemiolégicos avaliados, visto que os resultados
observados com estas variaveis ndo foram estatisticamente significativos (TREAEff=-
0,37; NEPMEff=-0,15; EspéciePlasmEff=-0,74; P>0,05 em todos) (Figura 5.13A a C).

A
KIR2DL2/3 C1C1 versus MCP-1

KIR-HLAEff = 1,29; P = 0,05 O Do
DO/D15Eff = -0,43; P = 0,02 .m..pisl).
""""" Effint=1,18; P = 0,13 i
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6 8 10
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Ausente Presente
KIR2DL2/3 _C1C1

KIR-HLAEff: Efeito do par KIR-HLA;

D0/D15Eff: Efeito dos niveis das citocinas no DO (fase aguda) e no D15 (fase de convalescéncia);
EffInt: Efeito de interagcdo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.12: Relacdo entre os niveis plasmaticos de MCP-1 (DO e D15) e o par
KIR2DL2/3_C1C1.
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KIR-HLAEff: Efeito do par KIR-HLA;

TREAEff: Efeito do tempo de residéncia em area endémica (=25: maior ou igual a 25 anos residindo em area
endémica de malaria e <25: menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria);

NEPMEff= Efeito do numero de episodios prévios de malaria (=5: maior ou igual a 5 episodios de malaria e <5:
menos que 5 episédios de malaria;

EspéciePlasmEff: Efeito da espécie plasmodial infectante (Pv: P. vivax e Pf: P. falciparum);

Effint: Efeito de interagdo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.13: (A), (B) e (C) Relagéo entre os niveis plasmaticos de MCP-1, o par inibidor
KIR2DL2/3_C1C1 e parametros epidemioldgicos.
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A respeito dos niveis plasmaticos de MIP-1B observamos que essa quimiocina
esta aumentada na fase de convalescéncia (D15) quando comparada a fase aguda (DO)
(DO/D15Eff=1,15; P<0,001), porém esse aumento estd presente nos individuos que
apresentam uma maior média ponderada de genes KIR ativadores (Ativ/InibEff=0,96;
P<0,001) (Figura 5.14A). Além disso, observamos um efeito de interacdo positiva
mostrando que existe uma relacéo entre o aumento dos niveis de MIP-18 nos individuos
que possuem uma maior média ponderada de genes ativadores e que estavam
infectados com P. vivax no momento da coleta (Effint= 1,63; P= 0,02) (Figura 5.14B).
Entretanto, o aumento dos niveis de MIP-1 nos individuos que apresentaram uma maior
meédia ponderada de genes KIR ativadores parece nao ter qualquer influéncia dos
parametros epidemioldgicos avaliados, visto que os resultados observados com estas
variaveis ndo foram estatisticamente significativos (TREAEff=-0,04; NEPMEff=-0,37;
P>0,05 em todos) (Figura 5.14C e D).

Na Figura 5.15A observamos um efeito de interagédo positiva entre a presenca do
par KIR2DL2/3_C1C1, os niveis de MIP-18 e o TREA. Com isso, verificamos que o
aumento dos niveis plasmaticos de MIP-1 ocorre nos individuos que possuem o par
KIR2DL2/3_C1C1 no grupo dos individuos que vivem em area endémica ha menos de
25 anos (Effint=1,43; P=0,03). Além disso, verificamos uma interagdo positiva entre a
presenca do par inibidor KIR2DL1_C2C2, os niveis de MIP-1f3 e espécie plasmaddio, logo,
ha um aumento dos niveis plasmaticos de MIP-1B em individuos que possuem o par
KIR2DL1_C2C2 e que estavam infectados com P. vivax (IntEff= 1,98; P =0,01) (Figura
5.15B).
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Ativ/InibEff: Efeito da média ponderada dos genes KIR ativadores e inibidores;

DO/D15Eff: Efeito dos niveis das citocinas no DO (fase aguda) e no D15 (fase de convalescéncia);

EffInt: Efeito de interagéo das variaveis;

EspéciePlasmEff: Efeito da espécie plasmodial infectante (Pv: P. vivax e Pf: P. falciparum);

TREAE(ff: Efeito do tempo de residéncia em area endémica (=25: maior ou igual a 25 anos residindo em area
endémica de malaria e <25: menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria);

NEPMEff= Efeito do nimero de episédios prévios de malaria (=5: maior ou igual a 5 episédios de malaria e <5:
menos que 5 episodios de malaria;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05). Valores de P=0, significa <0,001

Figura 5.14: (A) Relacdo entre os niveis plasmaticos de MIP-13 (DO e D15) e média
ponderada de genes KIR ativadores e inibidores. (B), (C) e (D) Relagéo entre os niveis
plasmaticos de MIP-1B3, a média ponderada de genes KIR ativadores e inibidores e

parametros epidemiolégicos.
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KIR-HLAEff: Efeito do par KIR-HLA;

TREAEff: Efeito do tempo de residéncia em area endémica (=25: maior ou igual a 25 anos residindo em area
endémica de malaria e <25: menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria);

EffInt: Efeito de interagdo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.15: (A) Relacdo entre os niveis plasmaticos de MIP-13, o par inibidor
KIR2DL2/3_C1C1 e o tempo de residéncia em area endémica. (B) Relagédo entre os

niveis plasmaticos de MIP-183, o par inibidor KIR2DL1_C2C2 e a espécie plasmodial.

5.11 Relacao entre os niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas, parametros
epidemioldgicos e pares KIR-HLA com influéncia na protecao ou susceptibilidade

a malaria

O teste two-way ANOVA também foi realizado para verificar uma possivel
influéncia entre a combinacédo dos pares KIR-HLA identificados como marcadores de
protecdo (KIR3DL1_Bw4, KIR2DS1 _C2C2 e KIR3DS1_Bw4) e susceptibilidade
(KIR2DS1_C1C2, KIR2DS2 C1C2 e KIR3DL2 A3A11) com os parametros
epidemioldgicos (TREA, NEPM e espécie plasmodial infectante) e sua interagdo com os
niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas. E os resultados significativos estao

descritos abaixo.

113



Entre os marcadores de protecdo, podemos observar um efeito de interacéo
negativa entre a presenca do par ativador KIR2DS1_C2C2, os niveis de TNF-a (Figura
5.16A) e IL-1B (figura 5.16B), ambos em relacdo ao tempo de residéncia em é&rea
endémica. Com isso, verificamos que a diminuicdo dos niveis plasmaticos de TNF-a e
de IL-1B ocorre nos individuos que possuem o par KIR2DS1_C2C2 e que vivem em area
endémica ha menos de 25 anos (TNF-a: EffInt= -3,51; P=0,01 e IL-1B3: Effint= -2,3;
P=0,03) (Figuras 5.16A e B). Por outro lado, foi possivel verificar um efeito de interacao
positiva entre a presenca do par ativador KIR2DS1_C2C2, os niveis de IL-6 (Figura
5.16C) e MIP-1 (figura 5.16D), ambos em relacédo a espécie plasmodial. Com isso, nos
individuos infectados com P. vivax, verificamos que existe uma relacao entre o aumento
dos niveis plasmaticos de IL-6 e MIP-1pB e a presenca do par KIR2DS1 C2C2 (IL-6:
Effint= 6,52; P= 0,001 e MIP-18: Effint= 2,07; P= 0,04) (Figuras 5.16C e 5.16D).

Também foi possivel verificar um efeito de interacdo positiva entre a presenca do
par ativador KIR3DS1 Bw4, os niveis de IL6 e a espécie plasmodial. Sendo assim,
verificamos que existe uma relacdo entre o aumento dos niveis plasmaticos dessa
citocina nos individuos que possuem o par KIR3DS1_Bw4 e que estavam infectados com
P. vivax (Effint= 3,7; P= 0,05) (Figura 5.17A). No Unico par inibidor encontrado como
marcador de protecdo, o KIR3DL1 Bw4, foi possivel observar uma relacdo entre os
niveis de TNF-a e a espécie plasmodial infectante. Portanto, os individuos infectados
com P. vivax tiveram menores niveis plasmaticos de TNF-a quando comparados aos
individuos infectados com P. falciparum (EspeciePlasmEff=-0,5; P=0,05). No entanto,
esta diferenca parece nao ter qualquer influéncia do par inibidor KIR3DL1 Bw4 (KIR-
HLAEff=0,01; P=0,6 e EffInt=-0,43; P=0,6) (Figura 5.17B).
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TREAE(ff: Efeito do tempo de residéncia em area endémica (=25: maior ou igual a 25 anos residindo em area
endémica de malaria e <25: menos que 25 anos residindo em area endémica de malaria);

EspéciePlasmEff: Efeito da espécie plasmodial infectante (Pv: P. vivax e Pf: P. falciparum);

EffInt: Efeito de interagéo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.16: (A) e (B) Relacado entre os niveis plasmaticos de TNF-a e IL-13, o par
ativador KIR2DS1_C2CZ2e o tempo de residéncia em area endémica. (C) e (D) Relagao
entre os niveis plasmaticos de IL-6 e MIP-18, o par KIR2DS1_C2CZ2e espécie plasmodial

infectante.
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KIR-HLAETff: Efeito do par KIR-HLA,;

EspéciePlasmEff: Efeito da espécie plasmodial infectante (Pv: P. vivax e Pf: P. falciparum);
EffInt: Efeito de interagéo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05)

Figura 5.17: (A) Relacdo entre os niveis plasmaticos de IL-6, o par ativador
KIR3DS1_Bw4e espécie plasmodial infectante. (B) Relagao entre os niveis plasmaticos

de TNF-a, o par inibidor KIR3DL1_Bw4 e espécie plasmodial infectante.

Entre os marcadores de susceptibilidade, podemos observar um efeito de
interagdo positiva entre a presenca do par ativador KIR2DS1_C1C2 e os niveis de IL-10
(DO e D15). Logo, verificamos que existe uma relacdo entre 0 aumento dos niveis
plasmaticos de IL-10 nos individuos que possuem o par KIR2DS1 C1C2 (P=0,05) na
fase de convalescéncia (D15) (Figura 5.18A). Ainda em relacdo a esse marcador é
possivel observar que os niveis plasmaticos da quimiocina MIP-1f estdo aumentados na
fase de convalescéncia (D15) (DO/D15Eff=1,12; P<0,001) e esse aumento foi observado
nos individuos que possuem o par KIR2DS1_C1C2 (KIR-HLAEff=0,57; P=0,03) (Figura
5.18B).
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KIR-HLAETff: Efeito do par KIR-HLA,;

D0/D15Eff: Efeito dos niveis das citocinas no DO (fase aguda) e no D15 (fase de convalescéncia);
Effint: Efeito de interagédo das variaveis;

Em destaque (azul) os valores de P significativos (<0,05). Valores de P=0, significa <0,001

Figura 5.18: (A) e (B) Relagao entre os niveis plasmaticos de IL-10 (DO e D15) e MIP-
18 (DO e D15) e o par ativador KIR2DS1_C2C2.
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Tabela 5.10: Resumo das alteragbes detectadas entre as variaveis genéticas,

epidemioldgicas e o efeito observado nas citocinas e quimiocinas.

Influéncia das Variaveis

Variaveis genéticas . . Efeito
epidemioldgicas
D15 / infectados com P. vivax T MIP-13
Infectados com P. vivax IL-6
Média ponderada de f
. 1 TNF- a
genes KIRativadores
D15 1 IL-4
1 1L-10
ausente T MIP-113
KIR2DS1 C1C2
s1.clc D15 1 IL-10
o ausente T MIP-113
o Infectados com P. vivax IL-6
S | KIR2DS1_C2C2 LL b
© -
2 TREA <2
3 > anos |TNF-a
o . ML-1B
@ KIR2DS2_C1C1 Infectados com P. vivax
o T1L-2
KIR2DS2_C2C2 TREA <25 anos T TNF-a
KIR3DS1_Bw4 Infectados com P. vivax 1 IL-6
KIR2DLL C1C2 TREA <25 anos | LIFN-y
- Infectados com P. vivax 1 1L-6
% KIR2DL1_C2C2 ausente T MIP-113
g TREA <25 anos / infectados com P. vivax 1 MIP-1
o TREA <25 anos 1T TNF- a
'z KIR2DL2/3_C1C1
E - DO 1 MCP-1
S D15 JIL-10
a D15 1 IL-10
KIR2DL2/3_C1C2
- TREA <25 anos LIFN-y
KIR3DL1_Bw4 Infectados com P. vivax ITNF-a

TREA < 25 anos: Tempo de residéncia em area endémica menor aue 25 anos:
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6. Discussao

No presente estudo nés caracterizamos o perfil das frequéncias génicas dos 16
genes que codificam os receptores KIR, bem como os genes de seus respectivos
ligantes, as moléculas HLA-I, em uma populacéo brasileira de area endémica de malaria
(Porto Velho — Rondénia). Aléem disso, buscamos identificar uma possivel associacéo

entre esses genes e a ocorréncia/evolucao da infec¢cdo malarica.

Inicialmente, na analise epidemiolégica da nossa populagdo, os dados
demonstraram que a populacio € naturalmente exposta a malaria em diferentes niveis.
Dos 377 individuos que participaram do estudo, uma grande proporgéao dos individuos
(86,5%) relatou ter tido pelo menos um episédio prévio de malaria. Além disso, no
momento da coleta, aproximadamente, 29% da populacdo estava com malaria, sendo
que a grande maioria (68,5%) por P. vivax. Vale ressaltar que a maior prevaléncia de P.
vivax quando comparado ao P. falciparum é consistente com o atual padrédo endémico
da Amazébnia brasileira (Sivep-Malaria/SVS/MS). Em relacdo a procedéncia dos
individuos, embora tenhamos encontrado uma expressiva prevaléncia de individuos
nativos da regido amazénica (79%), pudemos observar que 21% da nossa populagao
era proveniente de estados ndo endémicos de malaria (migrantes), em especial das
regides sudeste e nordeste. Embora saibamos que a populagdo brasileira € bem
diversificada devido a miscigenagao entre individuos europeus, africanos e amerindios
(Fridman et al. 2014), a analise de ancestralidade demonstrou que a populagao de Porto
Velho tem uma maior contribuicdo ancestral por parte dos amerindios (76% de 137
individuos), mesmo entre os individuos migrantes. Esse achado era esperado, visto que

foram os amerindios os habitantes originais da regido (Ferreira et al. 2002).

O interesse em buscarmos uma inter-relacdo, com base nas frequéncias dos
genes KIR, entre a populagao de Porto Velho e outras populagdes do globo fez com que
realizassemos a analise do componente principal ou PCA. A populagao de Porto Velho
(sigla BPV) se mostrou inter-relacionada com outras populagdes de colonizagéo
europeia, como os mestigcos da Venezuela e também com populagdes que migraram de

outros continentes para a América ha alguns séculos, como 0s hispanicos americanos
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(sigla USACH) e os asiaticos americanos (sigla USACAA). Adicionalmente, foi observado
que a populagéo de Porto Velho esta distante de algumas populagdes, como por exemplo
da Asia, da Africa ocidental (Senegal) e do Oriente Médio. Esses dados aliados & analise
de ancestralidade da populacao de Porto Velho através de 32 marcadores informativos
de ancestralidade, na qual a contribuicdo amerindia foi predominante, demonstra o perfil
miscigenado desta populagdo. Desde a colonizagdo portuguesa (século XVIII), Porto
Velho recebeu uma sucessao de ondas migratorias associados ao ciclo da borracha e a
construgcao da ferrovia Madeira-Mamoré e, mais recentemente, nos anos 70 e 80, os
programas de colonizagao no segmento da agricultura e de assentamentos humanos.
Devido a essa ultima onda de migracéo, Porto Velho e as regides proximas receberam
trabalhadores, nativos da regido sul, sudeste e nordeste, com antepassados
predominantemente europeus (principalmente italianos, alemaes e poloneses)
provenientes das duas primeiras regides e africanos da terceira regido, refletindo no

aumento da diversificagdo da composi¢ao étnica nesta area (Rivero e Covas 2013).

Na analise das frequéncias génicas do KIR observamos que os genes KIR2DL 1,
KIR3DL1, KIR2DS4 e KIR2DL3 foram os mais prevalentes (acima de 89%). Essas altas
frequéncias sao similares as encontradas em outras regides brasileiras, como Rondénia,
Mato Grosso do Sul, Curitiba, Para, Belo Horizonte e Rio de Janeiro (Augusto et al.2013;
Augusto et al. 2012a e b; Pedroza et al. 2011; Jobim et al. 2010; Rudnick et al. 2008;
Single et al. 2007).

As frequéncias dos genes que codificam os receptores ativadores (KIR2DS e
KIR3DS) na nossa populagdo permaneceram entre 22,5% a 43,2%. Essa baixa
frequéncia estd de acordo com a encontrada em véarias partes do mundo
(http://www.allelefrequencies.net), fato esse esperado devido ao fenétipo de ativacao que
esses genes ocasionam na célula NK (Watzl et al. 2014). Um quantitativo menor de
genes KIR ativadores comparado ao de genes KIR inibidores é fundamental durante o
desenvolvimento da célula NK para que a célula seja educada a tolerar os antigenos
proprios (Davis e Rizzieri2015). No banco de dados Allele frequencies é possivel
observar alguns genaotipos que ndo possuem nenhum gene KIR ativador, enquanto que

0 contrario, ou seja, genotipo com nenhum gene KIR inibidor nunca foi evidenciado,
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reforcando a importancia evolutiva da manutencdo de uma maior frequéncia de genes
KIR inibidores (Augusto e Petzl-Erler 2015).

O unico gene que codifica um receptor ativador que ndo segue esse padrao de
baixa frequéncia é o KIR2DS4 (http://www.allelefrequencies.net/kir6006a.asp). Na nossa
populacao sua frequéncia foi bem alta (93,6%) e na maioria desses individuos (cerca de
31%) ele € o Unico gene ativador presente. A presenca do KIR2DS4 como o Unico gene
ativador do repertério genético do individuo € caracteristica do gendtipo 1, o Unico
genatipo representante do haplétipo AA na nossa populacdo. Embora muitas das vezes
esse gene KIR seja o Unico ativador no gendtipo do individuo, h& versées mutadas desse
gene que nao serao expressas ha membrana, mas sim permanecerdo sollveis, enquanto
que a versdo selvagem desse gene, sera expressa na superficie das membranas
celulares. Na nossa populacdo observamos que as variantes que codificam a versao
mutada foram as mais frequentes (66,5%). Tais achados corroboram os da literatura em
diferentes populacfes, incluindo populacdo brasileira (Vendelbosch et al. 2015;
Marangon et al. 2014). O haplogrupo A € muito frequente na maioria das populacdes
estudadas e devido a alta frequéncia da versdo mutada do KIR2DS4, muitos individuos

sequer apresentam genes ativadores funcionais em seu repertério KIR.

Nosso estudo permitiu a identificacdo de 46 perfis genotipicos de KIR, em meio
aos 553 perfis atualmente descritos no banco de dados Allele Frequencies
(http://www.allelefrequencies.net). Um detalhe importante € que a célula NK néo
necessariamente expressa todos os genes KIR ao mesmo tempo, nem em todos 0s
clones. Além disso, a forma como ocorre a coexpressdo de um subconjunto de genes
codificantes de receptores parece ser inicialmente aleatorio (Dunphy et al. 2015). Dessa
maneira, nem todas as células NK do organismo apresentam oS mesmos receptores,
podendo cada clone ser especifico para certos locais ou tecidos e cada um desses clones
ser mais ou menos reativo a determinados patdgenos ou doengas (Dunphy et al. 2015).
Contudo, o repertério de expressao dos receptores KIR de um individuo depende
diretamente dos genes KIR herdados. Dentro desse contexto, verificamos na nossa
populacdo que o numero de genes KIR por perfil variou entre 7 a 14 genes e, como
esperado, os genes KIR inibidores foram mais abundantes que os KIR ativadores em

todos os perfis encontrados. Dos 46 perfis, apenas trés (6, 73 e 87) possuiam todos 0s
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genes KIR ativadores (6 genes: KIR2DS1-5 e KIR3DS1) distribuidos em 3,5% da
populacédo (13 individuos). No entanto, esse perfil também é caracterizado por apresentar
quase que as quantidades maximas de genes KIR inibidores (entre 7 a 8 genes:
KIR2DL1-5 e KIR3DL1-3). Isso sugere o envolvimento de mecanismos evolutivos,
mantendo esses genes inibidores e ativadores em equilibrio evitando assim estimulos
ativadores exacerbados na célula NK (Davis e Rizzieri 2015). Dentre os perfis
genotipicos caracterizados, o mais diversificado foi o 6. Esse perfil & definido por possuir
todos os genes KIR descritos, incluindo os pseudogenes, permitindo que a célula NK
tenha disponiveis genes para codificar todos os receptores KIR. Encontramos esse perfil
em baixa frequéncia, representando 2,4% da populacéo (9 individuos). E interessante
ressaltar que esse perfil faz parte do grupo de perfis presentes somente nos individuos
nativos. Segundo estudos anteriores, cujo os dados compdem o banco de dados Allele
frequencies, a frequéncia do perfil 6 se mantém baixa em varias partes do mundo e

apresenta distribuicdo cosmopolita.

Na nossa populacéo, apenas 9 perfis genotipicos (Id 1 a 7, 71 e 106) representam
cerca de 75% da diversidade encontrada. Observamos que quase metade dos perfis
encontrados (19 perfis - 41,3%) possui apenas um individuo como representante. Desta
maneira, assim como ja foi observado em estudos anteriores com populacdes
amerindias, essa elevada diversidade quanto ao repertorio dos genes KIR é aparente e
isso pode ser resultado da heterogeneidade da amostra, visto que ndo € uma populacéo
geneticamente isolada (Augusto DG et al., 2015). Os perfis identificados como 1 e 2
foram os mais comuns na nossa populacdo. Esses perfis foram os primeiros a serem
descritos e sdo muito comuns em diferentes regibes geograficas
(http://www.allelefrequencies.net). Comparando com os dados do Allele frequencies, as
frequéncias dos perfis genotipicos 1 e 2 na nossa populacdo foram semelhantes as
observadas nas Américas (Norte, Central e Sul), corroborando os achados obtidos
atraves de estudos utilizando marcadores classicos, bem como DNA mitocondrial, que
explicam a historia demografica humana do continente americano. A comecar com 0
primeiro assentamento das Américas pelos asiaticos através do Estreito de Bering ha
aproximadamente 15-18.000 anos atras, adicionado a migracdes do periodo pos-
descobrimento com mais de cinco séculos de miscigenacéo entre nativos americanos,
europeus, africanos e asiaticos modernos (Marangoni et al. 2014; Ascunce et al. 2013).
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Os perfis genotipicos também foram agrupados e avaliados segundo a
classificacao de nativos e migrantes. Observamos que o grupo dos nativos apresentava
uma maior variabilidade de gendtipos (41/46) e que um grande numero desses genotipos
(26/46) so ocorria nesse grupo. No grupo dos migrantes, além da menor variabilidade
genotipica (20/46), apenas 5 genotipos sO ocorriam nesse grupo. Nenhuma associacéo
foi encontrada entre os parametros epidemiolégicos (nimero de episddio prévio e tempo
de residéncia em area endémica) dos individuos do grupo dos nativos que n&o
compartilhavam gendtipos (N=60) comparado aos individuos que compartilhavam
genatipos (N=309).

Na analise do perfil das frequéncias dos ligantes de KIR, as moléculas HLA-I,
observamos uma alta prevaléncia dos genes que codificam as moléculas HLA-C1, HLA-
Bw4 e HLA-C2 (todos acima de 66%). Essas frequéncias também foram similares as
encontradas em uma populagdo do Parana, sul do Brasil (Beltrame et al. 2013).
Numerosos estudos genéticos tém demonstrado a influéncia de pares de genes KIR-HLA
no desenvolvimento de doengas como cancer, auto-imunes e infecciosas, visto que a
existéncia do gene KIR sem a presenga do seu respectivo ligante HLA-I torna a célula
NK incapaz de gerar o seu fen6tipo de ativagao ou inibigéo (Hou et al. 2015; De Re et al.
2015; Giebel et al. 2014; Jarduli et al. 2014; Kulkarni et al. 2008). Sendo assim, avaliamos
as combinagdes de pares KIR-HLA em nossa populagdo. Em relagdo a coexisténcia do
loci KIR e HLA-I no mesmo individuo, observamos que os pares com o perfil inibidor
KIR2DL2/3_C1, KIR3DL1_Bw4 e KIR2DL1_C2 foram os mais frequentes, acima de 64%.
As altas frequéncias dos pares citados anteriormente podem ser explicadas pela elevada
prevaléncia dos respectivos genes separadamente. Esses dados corroboram a ideia da
co-evolucao entre os genes KIR e HLA, sustentadas por diversos trabalhos (Augusto e
Petzl-Erler 2015; Norman et al. 2013; Hirayasu et al. 2012).

Nossos resultados mostraram a presenca de marcadores envolvidos tanto na
susceptibilidade quanto na protegcéo a malaria baseados em parametros epidemiolégicos
relatados pelos individuos, como numero de episodios prévios de malaria e tempo de
residéncia em area endémica. Observamos como marcadores de susceptibilidade a
malaria o par inibidor KIR3DL2 A3/A11 e os pares ativadores KIR2DS1_C1/C2 e
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KIR2DS2 C1/C2. E como marcadores de protecéo os pares ativadores KIR2DS1_C2/C2
e KIR3DS1_Bw4 e o par inibidor KIR3DL1_Bw4.

Um fato curioso € a presenca de dois pares ativadores exercendo influéncia na
susceptibilidade a infecgao, visto que a presenga desses pares poderia contribuir no
fendtipo de ativagéo da célula NK, limitando a multiplicagdo do plasmdédio. Os genes KIR
de ativacdo possuem poucos ligantes HLA-I definidos. No entanto, para o par
KIR2DS1_C2C2 ou C1/C2 varios trabalhos vém demonstrando que essa premissa nao
é verdadeira (Hou et al. 2015; David et al.2013; Pittari et al. 2013). Na literatura ainda
nao ha um consenso sobre a interagdo do gene KIR2DS2 com o HLA-C1 de tal maneira
que, recentemente Liu J e colaboradores (2014) sugeriram a possibilidade deste gene
ativador possuir o HLA-A*11 como outra opg¢éo de ligante. Entretanto, foi demonstrado
que células NK que apresentavam em sua superficie somente o receptor KIR2DS2
sofreram ativagao na presenca do ligante HLA-C1 (David et al. 2013). Os autores desse
trabalho demonstraram que, quando houve a co-expressao do par ativador KIR2DS2 C1
e do par inibidor KIR2DL2 C1, o efeito inibidor foi dominante sobre o efeito ativador.
Logo, essa observacao nos faz levantar a hipétese de que a coexisténcia, na nossa
populagdo, do par inibidor KIR2DL2 C1C1 ou C71C2 em todos os individuos que
possuem o par ativador KIR2DS2 C1C1 ou C1C2 esta inibindo a acao efetora dessas
células, tornando esses individuos mais susceptiveis a infeccdo. Além disso, a
relevancia bioldgica dos genes KIR2DS1 e 2DS2 e seus ligantes HLA-C1 e/ou -C2 ja foi
observada em estudos recentes com diferentes doengas como lupus (Hou et al. 2015),
doenca de Chagas (Ayo et al. 2015) e hepatite C (Kusnierczyk et al. 2015). As moléculas
HLA-A3 e HLA-A11, e mais recentemente o HLA-B27, sdo as moléculas descritas como
ligantes do receptor KIR3DL2 (Augusto et al. 2015; Hatano et al. 2015). Embora a
interacdo KIR3DL2_A3/A11 pareca ser fraca e altamente peptideo dependente (Augusto
et al. 2015), um trabalho recente forneceu evidéncias in vivo desta interacdo (Augusto et
al. 2012a). Ainda nesse trabalho foi demonstrada a presenga do par inibidor

KIR3DL2_ A3/A11 fortemente associado com a doencga autoimune pénfigo foliaceo.

A respeito dos marcadores de protecdo, € interessante notar a presenca de um
par inibidor exercendo influéncia na protecao a malaria. Isto ndo é esperado, ja que a

presenca desse par poderia ocasionar um fenétipo de inibicao da célula NK, permitindo
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o desenvolvimento e multiplicacdo do plasmaddio. O receptor inibidor KIR3DL1 reconhece
moléculas de HLA-A e HLA-B que possuem o epitopo Bw4 (Hernandez-Ramirez et al.
2015). O gene que codifica este receptor KIR apresenta um extenso polimorfismo
adquirido por SNPs e por eventos de recombinagao génica. Esses polimorfismos podem
acarretar heterogeneidade na resposta da célula NK, gerando redugdo tanto na
expressao desses receptores, quanto na ligacdo com o HLA-Bw4 (Hernandez-Ramirez
et al. 2015; Mulrooney et al. 2015). Além disso, autores sugerem que as células NK com
esse receptor sdo menos controladas por sinais inibidores do que outras células NK e,
portanto, mais facilmente ativadas para sua atividade citotoxica e consequentemente

producao de IFN-y, apoiando a nossa hipétese (Umemura et al. 2014).

Conforme dito anteriormente, a analise de ancestralidade mostrou que, tanto no
grupo dos nativos quanto no grupo dos migrantes, a ascendéncia amerindia foi
predominante. No entanto, foram encontradas diferencas, ja esperadas, nos parametros
epidemioldgicos avaliados entres esses dois grupos. Os individuos migrantes apesar de
residirem em area endémica ha menos tempo que 0s nativos, apresentaram mais
episodios prévios de malaria (NEPM). Algumas hip6teses podem ser evocadas para
explicar esse achado, dentre elas: i) menor grau de imunidade antimaléarica associado ao
menor tempo de exposicao a infeccao plasmodial; ii) status imunoldgico e iii) background
genético. Nesse contexto, em nossas analises, observamos uma maior frequéncia do par
KIR3DL2_A3/A11 no grupo dos migrantes. Como identificado anteriormente, esse par
esta relacionado como marcador de susceptibilidade, segundo o modelo de incidéncia
baseado nos seguintes parametros epidemioldgicos: numero de episédios prévios de
malaria e tempo de residéncia em area endémica. Em contrapartida, nenhum marcador

de protegao foi encontrado estatisticamente significante no grupo dos nativos.

Sabe-se que as células NK estéo entre as primeiras células a atuarem no controle
da infeccdo maléarica (Chen et al. 2014). A forma como essas células irdo responder
frente a um patdégeno ou corpo estranho é modulada pelos estimulos provocados na
interac&o dos receptores com seus ligantes, principalmente na dos receptores KIR e seus
ligantes. Isso podera refletir no perfil de resposta imunoldgica (anti ou pré-inflamatoria),
em geral caracterizado pelo perfil de citocinas, durante a resposta imune na fase

eritrocitica (Liehl et al. 2015). Além disso, a producéo de citocinas e quimiocinas é critica
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para o controle da parasitemia e sintomas da doenca (Pattaradilokrat et al. 2014). Dentro
desse contexto, avaliamos a existéncia de uma possivel associa¢do entre a combinagao
dos pares KIR-HLA, a média ponderada de genes ativadores/inibidores, os parametros
epidemioldgicos, e os niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas presentes nos

individuos infectados no momento da coleta.

Inicialmente, observamos que durante a fase aguda da infecgéo (dia 0), somente
a citocina IL-1 ndo apresentou alteragdo quando comparada aos controles. Nos
individuos infectados, a maioria das citocinas esta elevada na fase de convalescéncia
(D15) quando comparada a fase aguda (DO) (Tabela 5.10). Essa elevagao dos niveis
séricos de citocina durante a infeccdo ja vem sendo relatada tanto na malaria nao

complicada como na malaria grave (Dalko et al. 2015; Rodrigues-da-Silva et al. 2014).

A partir da analise com o two-way ANOVA, observamos associagéo entre algumas
citocinas e a média ponderada de genes KIR ativadores. Os niveis plasmaticos das
citocinas anti-inflamatérias, IL-4 e IL-10 estavam aumentados nos individuos que
possuiam uma maior média ponderada de genes KIR ativadores. A atividade principal da
IL-4 é determinar o perfil de resposta Th2 e inibir a resposta Thl, pela supressao da
producdo e da atividade do IFN-y (Sarangi et al. 2014). Essa citocina se destaca como
um importante componente tanto na resposta humoral, quanto no desenvolvimento de
uma resposta celular, mediada por linfécitos T CD8+, contra o estagio hepatico da
maléria (Spangler et al. 2015; Carvalho et al. 2002). Em nosso estudo, observamos que
os niveis de IL-10 estavam aumentados na fase aguda (D0), enquanto que na fase de
convalescéncia (D15), os niveis plasmaticos elevados ficaram por conta das citocinas
pré-inflamatérias (IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a e INF-y) e da IL-4. O achado desses altos
niveis de IL-10 foi acompanhado de uma interacdo positiva tanto com o par inibidor
KIR2DL2/3_C1C2 quanto com o par ativador KIR2DS1 C1C2, mostrando que o0s
individuos portadores desses pares produziram maiores niveis plasmaticos de IL-10. O
par ativador KIR2DS1 C1C2 foi identificado como um dos marcadores de
susceptibilidade a maléaria através do modelo de incidéncia (modelo de regressdo de
Poisson) e, conforme discutido anteriormente, autores sugerem que o efeito inibidor
predomina sobre o efeito ativador, hipétese essa demonstrada por David G e

colaboradores (2013) com genes inibidores e ativadores que apresentam o mesmo
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ligante HLA-I. No entanto, com base nos nossos resultados,acreditamos que o par
ativador KIR2DS1_C1C2 quando associado em conjunto a outros genes KIR ativadores,
podera contribuir para uma resposta exacerbada das células NK durante a fase inicial da
infeccdo, auxiliando no controle da doenca, principalmente via IL-10. Embora o papel da
IL-10 na malaria seja controverso (Guiyedi et al. 2015), nossa hip6tese podera servir de
apoio a diversos estudos que vém sugerindo a atuacao de IL-10 na reducéo da reacao
inflamatdria mediada por citocinas pro-inflamatérias, tais como IFN-y e TNF-a. Além
disso, estudos em modelos humanos e murinos tém demonstrado consistentemente que
a IL-10 parece ser uma citocina importante na diminuicdo da inflamacdo e

consequentemente protecao clinica (Rodrigues-da-Silva et al. 2014; Abeles et al. 2013).

A associacdo entre a média ponderada de genes KIR ativadores também foi
encontrada nos individuos cujos niveis da quimiocina MIP-13 estavam elevados. Além
disso, esses individuos estavam infectados com P. vivax no momento da coleta. Nossos
resultados sugerem que a presenca de uma maior média ponderada de genes KIR
ativadores seja um fator importante na ativagcdo das células NK, contribuindo para
producdo de quimiocinas como o MIP-1B. Embora acreditamos que essas células NK
estdo sendo ativadas principalmente a nivel tecidual e durante a fase pré-eritrocitica (fase
hepatica), sabemos que esta ativacao serd importante no delineamento da resposta na

fase eritrocitica da infecgéo.

Dentre as citocinas pré-inflamatérias, os niveis plasmaticos do TNF-a estavam
aumentados nos individuos que possuiam uma maior média ponderada de genes KIR
ativadores portadores do par inibidor KIR2DL2/3_C1C1. Interessante observar que a
diferenca dos pares associados com as citocinas anti-inflamatorias e pré-inflamatérias
esta relacionado ao epitopo do ligante HLA-I, confirmando a importancia do epitopo do
ligante HLA-I na qualidade da resposta imune (Augusto et al. 2015 e 2012b). O estado
de homozigose ou heterozigose do ligante podera delinear diferentes caminhos na
infeccdo malarica. Em nosso estudo constatamos baixos niveis de IFN-y nos individuos
portadores dos pares inibidores KIR2DL1_C1C2 e KIR2DL2/3_C1C2 e que residiam em
area endémica ha menos de 25 anos. Sabendo que o IFN-y é o indutor chave dos
mecanismos imunes efetores essenciais para o controle inicial da infeccédo tanto das

formas preé-eritrociticas quanto eritrociticas (Miller et al. 2014), ha evidéncias de que
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niveis altos de IFN-y podem contribuir para o desenvolvimento da patologia (Perera MK
et al., 2013). Esses achados estdo de acordo com o possivel fendtipo inibidor
apresentado pela célula NK. Embora essas citocinas estejam sendo observadas a niveis
plasmaticos durante a fase eritrocitica da malaria, sabemos que estas moléculas sdo
frequentemente pleiotropicas e redundantes (Spangler JB et al., 2015). Além disso,
precisamos levar em consideracdo o impacto sistémico que a resposta imunoldgica ir4
desencadear (Wunderlich F et al., 2014).

A associacdo entre o par KIR2DL2/3_C1C1 se estendeu também as quimiocinas
avaliadas em nosso estudo, a MIP-13 e MCP-1. Observamos o aumento de ambas as
quimiocinas na presenga do par inibidor supracitado. A quimiocina MIP-13 também
apresentou associagdo com outros pares KIR-HLA. Logo, observamos que os pares
KIR2DL1 C2C2 (inibidor), KIR2DS1 C2C2 (ativador, marcador de protecdo) e
KIR2DS1_C1C2 (ativador; marcador de susceptibilidade) estavam presentes nos
individuos com elevados niveis de MIP-1B infectados com P. vivax. Esses achados
sugerem que esta quimiocina, por apresentar uma importante funcéo no recrutamento
de macréfagos, células dendriticas e linfocitos T ao sitio de infec¢do e 6rgao linfoides

podera contribuir tanto para a protecédo quanto para a susceptibilidade a infeccéo.

Em nosso trabalho achamos associagdes entre algumas citocinas e alguns pares
KIR-HLA somente na infec¢do pelo P. vivax. Portanto, além das associacfes citadas
anteriormente com essa espécie plasmodial, foi observado também que as citocinas pro-
inflamatérias IL-18, IL-2 e IL-6, estavam em niveis elevados nos individuos parasitados
com P. vivax e que esses individuos apresentavam o par ativador KIR2DS2 C1C1, para
as duas primeiras citocinas e o par inibidor KIR2DL1_C1C2 para a ultima citocina. E
curioso observar o par inibidor KIR2DL1_C1C2 associado a elevados niveis de citocina
pré-inflamatéria, como a citocina IL-6. Além disso, no nosso trabalho observamos que
elevados niveis plasmaticos de IL-6 estavam presentes nos individuos que possuiam
uma maior média ponderada de genes KIR ativadores. Esse fato aparentemente
contraditorio nos faz sugerir que a avaliagdo da média ponderada dos genes KIR
ativadores em relagéo aos niveis de citocinas parece ser mais fidedigna, visto que ha
trabalhos que sugerem que o repertério genético dos genes KIR ativadores irdo

expressar seus respectivos receptores de modo a atuarem em sinergia (Long et al. 2013)
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visando, a indugao do fendtipo de ativagao das células NK e consequentemente elevada
producdo de citocinas pro-inflamatorias. Por isso, estudos que avaliem a expresséo
qualitativa e quantitativa dos receptores KIR, bem como seus ligantes HLA-I sdo

necessarios para esclarecer o papel funcional dessas interacdes observadas.

Desse modo, acreditamos que os dados obtidos sobre a ancestralidade, a
distribuicdo das frequéncias génicas dos receptores KIR e de seus ligantes HLA-I e os
possiveis marcadores de susceptibilidade poderao contribuir para futuros estudos sobre
o impacto funcional desses genes, 0 seu papel na regulagcdo da resposta imune, na
relagdo com a incidéncia e na evolugdo clinica ndo s6 da malaria como de outras

doencas, assim com sobre a historia demografica de nossa populagcéo de estudo.

129



7. Concluséao

A caracterizagao do perfil dos genes KIR aliada a analise de ancestralidade gerou
dados valiosos que nos permitiu inferir a ascendéncia genética da nossa populagao de
estudo. A diversidade dos genes KIR mostrou uma relagcdo mais proxima da nossa
populagdo com a dos mesticos da Venezuela, dos hispanicos americanos e de uma
populagdo do sul do Parana. Enquanto, a analise da ancestralidade revelou uma forte
contribuicdo de amerindios, confirmando assim o perfil multiétnico da populacéo de Porto
Velho. Foi interessante observar que tanto a populagdo nativa (oriunda de area
endémica) quanto a populagdo migrante (oriunda de area ndo endémica) apresentou

contribuicdo ancestral predominantemente amerindia.

A diversidade genotipica de KIR da nossa populagao (46 perfis genotipicos) &
semelhante a encontrada em outras regides e nagdes, sendo considerada cosmopolita.
Entretanto, ha diferengas nas frequéncias desses gendtipos entre as populagdes. Na
nossa populagdo, observamos que os genotipos 1 e 2 apresentam frequéncias
semelhantes entre as Américas (Sul, Central e Norte) corroborando os achados que

demonstram a histéria demografica humana do continente americano.

Com base nos resultados da avaliagao dos perfis da diversidade génica receptores
KIR e seus ligantes HLA-I como possiveis marcadores genéticos na
susceptibilidade/protecdo a malaria podemos inferir que o haplétipo e alguns pares de
genes KIR-HLA podem exercer influéncia ou serem marcadores tanto de susceptibilidade
(KIR3DL2_A3/A11, KIR2DS1_C1/C2 e KIR2DS2 C1/C2) quanto de protegao
(KIR3DL1_Bw4, KIR2DS1_C2/C2, KIR3DS1_Bw4 e o haplétipo Bx) a malaria na nossa

populagao de estudo.

De acordo com os resultados da avaliagao da possivel influéncia dos pares KIR-
HLA e a média ponderada de genes KIR ativadores na dindmica da regulagao dos niveis
plasmaticos de citocinas prdé/anti-inflamatérias e quimiocinas dos pacientes infectados
com malaria podemos sugerir que esses parametros seriam bons marcadores de
ativacdo dessas citocinas e consequentemente bons indicadores da qualidade da

resposta imune e da evolugao da doenga na nossa populagao de estudo.
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Introduction

Abstract

Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) are expressed mainly in natural killer
cells and specifically recognize human leukocyte antigen (HLA) class I molecules. The
repertoire of KIR genes and KIR-HLA pairs is known to play a key role in the sus-
ceptibilities to and the outcomes of several diseases, including malaria. The aim of this
study was to investigate the distribution of KIR genes, KIR genotypes and KIR-HLA
pair combinations in a population naturally exposed to malaria from Brazilian Amazon.
AlLLG KIR genes investigated were present in the studied population. Overall, 46 KIR
genotypes were defined. The two most commeon genotypes in the Porto Velho communi-
ties, genotypes 1 and 2, were present at similar frequencies as in the Americas. Principal
component analysis based on the frequencies of the KIR genes placed the Porto Velho
populationcloser to the Venezuela Mestizos, USA California hispanic and Brazil Parand
Mixed in terms of KIR gene frequencies. This analysis highlights the multi-ethnic pro-
file of the Porto Velho population. Most of the individuals were found to have at least
one inhibitory KIR-HLA pair. Seventy-five KIR-HLA pair combinations were iden-
tified. The KIR-2DL2/3_HIA-CI, KIRIDLI_HEA-Bwd and KIR2DLI_HIA-C2 pairs
were the most commaon. There was no association between KIR genes. KIR genotypes
or KIR-HLA pair combinations and malaria susceptibility in the studied population.
This is the first report on the distribution of KIR and known HLA ligands in the Porto
Velho population. Takentogether, these results should provide baseline information that
will be relevant to population evolutionary history, malaria and other diseases studies in
populations of the Brazilian Amazon.

encodes the KIE. Currently, 16 genes/pseudogenes have been
characterized. Fourteen of these genes encode receptors that

The killer cell immunoglobulin-like receptors { KIRs) constitute
a family of transmembrane glycoproteins that are expressed
mainly on the surface of natural killer (NK) cells and in a few
subsets of T cells (1. 2). The KIRs participate in the regulation
of the activity of both cell types through interaction with
polymorphic human leukocyte anti gen HLA jclass I molecules
on the surface of target cells (3. 4). and thereby affecting both
innate and adaptive immunity.

A family of highly polymorphic genes clustered within the
leukocyte receptor complex on human chromosome 19g13.4

B 2015 John Wiksy & Sons A/S. Published by Jehn Wibey & Sans Lid

trigger inhibition (KIRIDLI-3, KIRZDLI-3 and KIRZDLS),
activation (KIRIDST and KIR2DS!-5) or both (KIR2DLA),
whereas the other two are pseudogenes (KIR2DP! and
KIRZDE T that do not encode cell-surface receptors (5).

The KIR diversity is the result of the gene and allele
contents, which give rise to haplotype variety and leading
to an astonishing number of different genotypes that wvary
greatly among different ethnic groups. According to the
Allele Frequency Net Database (6, 7). which is available
at www.allelefrequencies.net. more than 400 distinet KIR

148



KIR gene diversity in malaria endemic area

genotypes have been identified from approximately 12,741
individuals belonging to 108 different populations. In addition,
their HLA class I ligands (HLA-A, HLA-B and HLA-C) are
alsoextremely polymorphic, and this generates a wide diversity
in the number and type of inherited KIR-HLA combinations
(#), which likely contributes to the generation of varying
degrees of susceptibility to infections and disease (9-14).
Thus, the knowledge of the KIR gene composition in a given
population can contribute to the understanding of the disease
epidemiology and the genetic and geographic history of a given
region (15-18).

Recent studies have demonstrated the important influence
of KIR and HLA ligand genes on the susceptibility to and
outcomes of various noninfections and infectious diseases (13,
18), including malaria (12, 19-23). Malaria infection has a
variable clinical phenotype, ranging from mild febrile illness
to severe disease and death, but infection can also occur in the
ahsence of clinical symptoms. These variations in disease
patterns are attributable to a number of different factors, which
include the genetic background of both the host and pathogen
(24, 25). In humans, it has been clearly demonstrated that the
genetic polymorphisms in the gene-encoding components of
the immune response can influence the outcome of malaria
infection (25). In relation to KIR and HLA ligands, only a
few studies have addressed the role of polymorphism in these
genes in malaria. The first study found that NK cell inter-
feron (IFN}-gamma production in response to Plasmodium
Jaleiparum antigens is, in part, regulated by KIR genes (26).
Subsequently, the associations of KIR and HLA ligand genes
with the susceptibility to and outcome of malaria infection have
been found in studies conducted in different malaria-exposed
populations from Gambia, Kenva, Thailand, India and the
Solomon Islands (12, 20-23). However, no KIR genes asso-
ciated with malaria in Brazilian endemic areas have been
identified.

In light of these findings, the aim of the present study was
to characterize the KIR and HLA ligand genetic profiles of
individuals from the Brazilian Amazon (Porto Yelho, RO) who
are naturally exposed to malaria infections. The findings will
be relevant for studies on population evolutionary history, as
well as studies on malaria and vaccines for populations in the
Brazilian Amazon.

Material and methods

Ethics statement

The swdy protocol and consent forms were reviewed and
approved by the Fundagio Oswaldo Cruz Ethics Committee
and Mational Ethics Committee of Brazil {approval reference
number: 354406). Written informed consent was obtained from
all adult participants or from the parents of the minors (under
18 vears of age) who paticipated in this study at the time of
enrollment.
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Study area and population

The study was conducted in 377 unrelated and randomly
selected individuals from Porto Yelho rural communities
(63°54"13""W §°45'43"S). Porto Velho is the capital of the
state of Rondénia in the Brazilian Amazon. In this region,
malaria transmission is found throughout the vear with sea-
sonal fluctuations and an increased number of cases between
April and September (27). The population of villages in this
region is composed of rain forest natives and also of migrants
from non-endemic areas of Brazil. The rain forest natives are
mainly descended from Amazon Amerindians, which are the
original inhabitants of this region, sdmixed with European
settlers and Sub-Saharan Africans who arrived from the 19th to
the beginning of the 20th century (28). The Brazilian migrants
are mainly descended from people who came from the south-
ern and southeastern regions in the 1970s and 19805 and had
predominantly Ewropean ancestors (mainly Ialian, German
and Polish) (28) due to colonization programs implemented by
the government that focused on agriculture and wide-ranging
human settlement (29). The enrollment exclusion criteria
were as follows: age < 10 vears old, pregnancy, breast-feeding,
anti-malarial drug use, mental disorders and status as member
of an indigenous population.

Collection of epidemiological data, human blood
samples and malaria diagnosis

A questionnaire was applied to all of the participants to obtain
information on demographics, time of residence in the endemic
area and personal malaria history, The individuals® cumula-
tive exposure to malaria was estimated by the age, the length
of residence (in vears) in the malaria endemic area and the
self-reported number of lifetime malaria episodes. The indi-
viduals® clinical protection was estimated by the length of the
period (in months) since their last malaria episode (LME).
Blood samples (10ml) from all of the donors were drawn by
venipuncture into ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)
tubes. The samples were centrifuged, and the plasma and red
cell pellets were stored separately at =20°C until analysis.
Thin and thick blood smears of all of the donors were exam-
ined for malaria parasites. The parasitological evaluations were
performed by examination of 200 fields at 1000-fold magnifi-
cation under oil-immersion by two researchers with expertise
in malaria diagnosis. Donors positive for Plaonodinm vivax
andfor P falcipanim were subsequently treated according to
Brazilian Ministry of Health standards for malaria therapy.

Genomic DNA extraction

Genomic DNA was isolated from }m‘&ﬂ\ﬂ';ﬂ blood samples col-
lected in EDTA by using a QlAamp DNA Blood Midi/Maxi
Kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer’s
instructions. The DNA concentration was determined using a
Qubit Auorimeter (Life Technologies, Carlshad, CA), and the
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filtrates containing the isolated DN A were stored at =20°C until
time of use.

KIR and HLA genotyping

The reverse sequence-specific oligonucleotide technique (One
Lambda Inc., Canoga Park, CaA) with Luminex xMap tech-
nology (Luminex Corp. Austin, TX) were uvsed for the
typing of the 14 KIR genes and two KIR pseudogenes
namely KIR2DLI, KIRZDL2, KIR2DL3, KIR2DLA, KIR2DLS,
KIR2DS!,  KIR2DS2, KIR2DS3,  KIR2DS4,  KIR2DSS,
KIRZDLI, KIRZDL2, KIRZDL3, KIRIDS!, KIE2DP! and
KIRIDPI and of the HLA Class I alleles HLA-A, HLA-B
and HLA-C, sccording to the manufacturer’s instructions. To
distinguish HLA-C1AC2 groups, we subjected some of the
samples to high-resolution tests (RSSOH1A, RSSOHIB and
RSSOHIC) (One Lambda Inc., Canoga Park, CA) other sam-
ples (e.g. some HEA-C*/6 can be HLA-C1 or C2) to Olerup
$SP® KIR HLA Ligand tests (Olerup, Stockholm, Sweden).

Mu ltidimensional principal components analysis

The multidimensional PCA was performed on the KIR gene
frequencies from Porto Velho (BPV) and from 51 world pop-
ulations available in the Allele Frequency Net database (6, 7).
To avoid spurious associations resulting from the use of noisy
data, we filtered out datasets from populations with less than
a hundred genotyped individuals or that were not previously
reported in the literature. All of the analyses were conducted
using K version 2.14.0 (30).

Statistical analysis

The carrier frequency was calculated through the direct
counting of individuals possessing at least one copy of the
gene (individuals heterozygous for a KIR gene cannot be
distinguished from those that are homozygous without fam-
ily members, who were not available for this study). The
genotypic frequency (GF) was calculated by the formula
GF= I—J{J—CF}. which was derived from the carrier fre-
quency (CF)= frequency (Fy5/ 100 (31). The survey data were
recorded and entered into a database created with Epi Info
2007 (Centers for Disease Control and Prevention. Atlanta,
GA). Deviation from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE)
was performed using online caleulator (32) with one degree
of freedom. The analyses were performed using Prism version
5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) according the
necessary statistical test. Differences in the medians of the
study population data were tested using the non-parametric
Mann-Whitney test whenever appropriate. Differences in
the proportions of infected individuals and of individoals
who reported previous malaria episodes were evaluated with
the chi-squared test. The wvalue of P <005 was considered
significant.
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Table 1 Epidemiokgical charactanstics of the studied population

W =377
Gandar
Wala M) 223
Famala (M) 154
Age R+ 500 34+ 16
Tima of residanca in malania andamic areafyears [%+ 50) 22417
Mumber of past malania infections (% + 50 12+9
Fast months sinca tha last malaria infaction % + 500 A0 + 60
Acuta malaria infaction (M%) * 93248
Pravious malaria enisodes |N/%) © J26/86.5

&, maan; N, numbar of individuals; 50, standard deviation.

The diffaranca in the propartions af infected individuals was statistically
significant 13% = 191.5; £ <0.0001).

ETha difleranca in the propartions of individuals who reparted pravious
malaria episodas was statistically significant * =271.01; F< 0.0001).

Results

General features of the studied population

The epidemiclogical data summarized in Table 1 show that
the studied population was exposed to malaria infection
throughout the wvear. A significantly higher proportion of
the studied individuals reported a prior malaria experience
(B6.5%) compared with the number of individuals who could
not recall malaria infections in the past and mentioned that
they never had malaria even though they were born in the
endemic area (y* =271.01; P <0.0001). A positive correlation
was observed between the time of residence in the endemic
area and age [Spearman’s ¢ =0.6974, confidence interval (CI):
0.6416-0.7454, P <0.0001]. Among donors, the number of
previous malaria episodes (NPM) and the length of the period
{in months) since the LME were significantly higher in indi-
viduals older than 31years {median): =31vears (n= 167),
NPM=3 CI 3966-8.176 and LME=24months. CI:
40.16-61.39; <31 vears (n=159), NPM =3, CI: 4. 425-7.214
and LME= 10 months, CI: 19.08-32.17 {(P=00006 and
MW =14130 and P=00003 and MW=1.1230, respec-
tively). Therefore, we used the age, vears of residence in the
endemic area and number of past malaria episodes reported
by donors as indices of malaria exposure, and we used the
past months since the LME as a crude approximation of
clinical protection. At the time of blood collection, 93 (25%)
individuals were infected, 64 (69%) with P wivax, 28 (30%)
with P faleiparnon and one individual with both species,
which is consistent with the cwrrent local case distribu-
tion data for these two species reported by the Ministry of
Health.

KIR gene frequencies

The distribution of KIR gene frequencies (F%) in unre-
lated individuals from Porto Yelho (RO is illustrated in
Table 2. All 16 KIR genes investigated (14 genes and 2
pseudogenes, including framework loci) were detected in
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Table 2 Distnbution of KIE gane frequancias in the studied populatian [N=377)

KIRgene 2DL1 2ZDLZ 2DLE ZDL4  2DLE  3DLY1 3DLZ2  3DLE  2DS1 ZDEZ 2DE3 ZDE4 ZDSE 3DE1 ZDP1 3DM
) 359 Tl 37 7 222 354 arnr a7 163 157 86 354 162 153 360 an
F% 94.9 4G4 8.1 100 588 933 100 100 43.2 414 22.5 938 42.9 40,6 956 L]
GF o7™ 0267 0669 1 0356 0753 1 1 0246 0234 0119 O0OWWF 0244 0229 079 1

F%, KIR ganas fraquancies; GE genotypic fraquancy; KIR, killer call immunoglobulinlike recaptors; N, number of individuals.

the study population, and the framework loci KIR2DEA,
KIR3DLZ, KIRIDES and KIRIDP! were present in all indi-
viduals (Table 2). In general, the frequencies of inhibitory
KIR genes were greater than 89%, with the exception of
KIR2DEZ and KIR2DLS (with frequencies of 46.4% and
S8.6%, respectively), whereas the percentage of subjects in
the study population carrying any of the activating KIR genes
{except for the KIRZDSS, with a frequency of 93.6% ) ranged
from 225% to 432% in the study population. KIR2 D854

is unigue in comprising nondeleted (membrane-bound)

KIRZDSL#000 02700 1 AT 4/015  alleles and  deleted  wari-

ants {KIR2D 84003/ 004 D06/007 A0 8000/00 0 1 2701 3)
which contain a 22-bp deletion in exon 5 (33, 34). The
deleted wvariants are transcribed; however, proteins are

secreted without being membrane-bound on the NK cell
surface (34-36). We only performed output analysis of
KIR2D84 alleles in 233 (65.8%) of 354 positive indi-
viduals. We found 155 (66.5%) samples with truncated
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Figure 1 Biplat reprasantation of principal component analysis {PCA) showing the vanables (KIR gana fraquancias), eiganvactars, relationships amang
populations and eiganvaluas. The cumulative proportion of tha vanance explainad by principal componants 1 {58.34%) and 2 (13.96%) is 7T2.3%. Tha
populations ara refered to by abbreviations as followes: A, Argantina; ATI, Azoras Tarcaeira Island; BFV, Braal Forto Velho, BFMN, Erazil Parana Mixed;
ERJM, Brazil Fio de Jansira Mixed; BEPAC, Brazil Parto Alagre Caucasian; CEMH, China Eastarn Mainland Han; CJPH, China Jiangsu Province Han;
CRG, Costa Rica Guanacaste; CR, Czech Rapublic; E, England; EQ, England Oxfordshira; ES, England pans; EVWM, England Wast Midlands; FR, France
Baims; PV, Franca Wast; G, Germany; Gr, Grasce; HKC, Hong Kong Chinesa; [, Iran; IMM, India Mumbai Maharashtrian; IMP India Mumbai Parsi;
IEAA, Iran East Azarbaijan Azarbaijani; IFF, lran Fars Parsian; IHEJ, ran Hormozgan and Balochistan Jonobi; IND, Israel Morth Droze; |, Italy; JE, Japan
kyato; J3, Japan pop3; JT, Japan Tokyo; JB Jordan Palesting; M, Macadonia; M, Morway; P Foland; BM, Beunion Mixed, R, Romania; 5, Sanagal, 5C2,
Singapure Chiness pop2; 5K, South Korea; SV, Swedan Vastarbotten; TE, Thailand Bangkok; TS4, Trinidad South Asians; T2, Turkay pop2; TS, Turkey
South; USAAAZ, USA African American pop2; USACAA, USA California Asian Amearican; USACH, USA California Caucasians; USACH, USA California
Hispanic; USAC, USA Caucasian; USAE, USA Eastarn; and WM, Venazuala Mastizo,
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version of KIR2ZDS4 and T8 (33.5%) samples with full length
version.

Principal component analysis

The multidimensional PCA was performed to investigate
the relationship of the Porto Velho communities with 51 other
global populations in terms of KIR gene frequencies (Figure 1).
The biplot representation of the PCA results shows the Porto
Yelho population far from some populations, such as Asians,
West Africans (Senegal) and Middle Easterners, and relatively
close to the Venezuela Mestizos, USA California hispanic and
Brazil Parand Mixed interms of KIR gene frequencies. The two
main components accounted for 72.3% of the data variance.

Frequencies of KIR ligands (HLA class | genes)

The frequency distribution of the HLA genes with KIR-binding
maotifs is shown in Table 3. Among the five HLA class TKIR lig-
ands analyzed in our population, HLA-C1 (79.6%), HLA-Bw4
(T0.8% ) and HLA-C2 (66.8%) were the most frequent KIR lig-
ands, as expected. The HLA-C genotype frequencies were in
agreement with HWE (3% = 1.19; P = 0.274) (Table 3).

Frequencies of coexistent KIR and its putative HLA
ligand genes

Because of the fact that KIR and their HLA ligands display
considerable genetic diversity, are located on different chro-
mosomes and segregate independently from each other, some
individuals lack particular KIR-HLA receptor-ligand pairs.
Therefore, we evaluated the coexistence of KIR genes and their
putative HLA ligands in the same individual to observe the pos-
sible KIR and HLA ligand combinations within our population
{Table 4).

The great majority of individuals (99.5%) carried at least
one HLA gene encoding a putative ligand for inhibitory KIR
receptors, whereas 30.5% of the individuals ( 115/377) lacked
any HLA gene that encoding a putative ligand for activating
KIR receptor.

Table 3 Fraquancias aof HLA class | [KIR ligands] in the studied population
|N=377]

KIR ligands hp (%)
HLACH 200 796
HLACZ 252 668
HLA-CI/CA 125 33z
HLACZICE 77 204
HLALC1/CZ 175 464
HLA-Bwd 267 708
HLA-AZAN 88 233

HLA, human leukocyta antigen; KIR, killer callimmunoglobulin-like recap
tars; W, number of subjects included in the study; Mo, number of positive
individuals.
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Table 4 Frequancies of KIR genes in the presenca aof thair putative HLA
class | ligands [KIR- HLA pairs) in the studied population (MW= 377

KIR-HLA Np 1%
Inhibitar pairs
KIR2001_C2 243 G4.4
KIRZ2DL1_C2/22 H 304
KIR2OLT_Ci/C2 163 G698
KIRZDLZ/3_C1* 300 7a8
KIRZOLE/3_ CTCT 124 413
KIRZDL2/3 C1/C2 176 587
KIR3OLT_Bwd 250 663
KIRZOLZ_ASATT b=t} 233
Activating pairs
KIRZ0S51_C2 112 297
KIRZ2DS51_C2482 L 1] 41.1
KIRZ2051_C142 [E1] 5849
KIR2052_C1* 125 331
KIRZDS2_C1481 48 384
KIRZDS52_C1402 77 G1.8
KIR3DST_Bad 114 302

HLA, human leukacyta antigan; KIR, killer cellimmunaglabulinlike recen-
tars; W, number of subjects includadin the study; MNp, number of positive
individuals.

*Wary waak andfar controvarsial atfinity.

The KIR-2DLZS HIA-C!,  KIR3DLI_HIA-Bwd  and
KIR2DLE _HEA-C? pairs were the most common with respec-
tive frequencies of 79.6%, 66.3% and 64.4% (Table 4). A total
of 75 different KIR -HLA pair combinations were identified in
our studied population, and each carried between one and eight
putative pairs per individual. The largest proportion of the Porto
Velho population (7T0%: P < 0.001 for all) displayed between 2
and 4 putative KIR-HLA pairs. As expected. the frequencies
of individuals that carried more putative inhibitory KIR-HLA
pairs (69%) were significantly higher than both those of the
individuals carrying more putative activating KIE-HLA pairs
(10%) and the individuals carrying a similar amount of putative
inhibitory and activating KIR-HLA pairs (21%) (P < 0.0001,
for both). Mo association between these three KIR-HLA pair
profiles with respect to malaria susceptibility was observed
(Table 5y ( F= 0.05 for all).

Based on the fact that certain KIR-HLA receptor—ligand
combinations are associated with malaria susceptibility, such
a8 KIR2DE2AKTR2 D82 and KIR2DL3, which share the HLA-C1
ligand (21, 22), their frequencies were analyzed in our popula-
tion. The results show that 46.9% (177/377) of the individuals
carried an inhibitory KIR gene (KIR2DLZ?) andfor its corre-
sponding activating counterpart (KIR2D52). Of these individ-
uals, 78% (138/177) displayed their respective ligand HLA-C.
The analysis of KIR2?DLT revealed that 89.4% (337/377) of
the individuals carried an inhibitory KIR gene (KIR2I2.3)
and of them., 79.2% (267/337) displaved the respective ligand
HLA-C1 gene. The examination of whether the presence of
KIR2DLZ, KIRZDSZ or KIRZIM.Z in combination or not with
HLA-CI was associated with the number of previous malaria
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Table 5 Epidemiological profile of the studied population according to the ganotype containing

Tima af rasidenca Fast manths
in malaria andamic Previous malaria sinca tha last
tyaars) Age araa |yaars) apisodas malaria infection
Ganotypes containing Median F Median P hadian P hadian P
INHIBITORY/ACT VAT ING KIR-HLA PAIRS
hiora inhibitory KIR- HLA pairs 29 {20-44) 23INT-34) 4(1-10] 12 (1-48)
I =260]
hiara activating KIR- HLA pairs 33 (24.5-45.5) =»0.05* 28 [22-44.5) =005 412-10] =005 24 2-72) =0.05*
IN=37
Similar amaount af inhibitory and 33 E21-81 27 118-42) {3-10) 1 {1-458
activating KIF-H LA pairs
N =80
KIR2D0 2/KIR2082_HLA-C PAIRS
KIRZDL2/KIR2 052 _C1+ 30 21-48 25 (18-378) 5(2-10) M5 2-48)
IN =125
KIRZDLZ/KIRZDSZ_C1- (W =231) 32 (22-46 =0.05 26 (20-38) =005 411-77 =005 14 11-48) =»0.05
KIRZDL3_HLA-C PAIRS
KIR20L3_C 1+ (N =2867) 30 21-45 24 {17-37) 5{2-10) 18 B-60)
KIR20L3_C1- (IN=70) 28 19.7-48.2) =0.05 23 (16-35.2) =005 412-10] =005 21.512-57 =»0.05
ACTIVATING KIR GENES
hiara than four activating genas 30.5(22-48) 26(18-41) 412-10) 12 12-60)
IN=62
Lass or equal four activating 21 [20-44) =0.05 23(17-34.8 =008 4{1-10] =005 12 {1-48) =0.05
ganas (N=315)
GEMOTYPES
Ganatype 1 |N=117] 32 {20.5-40.5) 24 {17-38) 4(1-10) 1211-600
Ganatype 2 |NW="58] 335 (22-48.2) 26 (18.7-43) 4 {1-10) 14 11-80)
Ganatypa 3 |N=23) 36 22-51) =»0.05* 29{18-48) =»0.057 5{2-10) =005 911.2-66) =0.05*
Ganatype 4 {N=28) 30.5(212-475) 23{18-38) 51{3-10) 1011-36
Ganatypa § (N=21) 36 (19.5-50.5) 231175-40 201-10) 12 15-36)
The 41 less common ganatypes 29 20-44.2) 2316-33) 4 (2-10] 1.5 1-60
I =130

HLA, human leukocyte antigan; KIR, killer call immunoglobulin-like receptors; &, number of individuals.

hadian waluas |Intarquartile ranga) are showen; Mann-\Whitney tast.
*Amang all.

infections and the length of the period since the LME did not
reveal any significant association (Table 5) (P > 0.05 for all).

KIR genotypes

A total of 46 different KIR  genotypes were identi-
fied in our studied population (Figure 2) based on the
presence and absence of 16 KIR genes. All of these
were previously described in the KIR genotype database
{www.allelefrequencies.net) and contained between 9 and 15
KIR genes per individual. The genotype 1, the most common,
accounted for 31% of all genotypes in our studied population,
and genotypes 2, 4, 3 and 5 were detected in 15.4%, 7.4%,
6% and 5.6% of the studied population (Figure 2). Twenty-six
of the 46 genotypes (56.5%) had a frequency of less than
1.0%, accounting for 10.1% of the individuals. The two most
common genotypes (1 and 2) observed in our population
were present at a similar frequency to that of North, Central
md South American populations {www.allelefrequencies.net)

(= 0.05 for all). The relation between the number of previous
mialaria episodes and the length of the period since the LME
with the different KIR genotypes was analyzed. However, no
relationship was found between any of the KIR genotypes and
susceptibility to malaria infection in our studied population
{Table 5) (£ = 0.05 for all).

Here, we presented for the first time the characterization of the
KIR and HLA ligand genetic profiles of Porto Velho communi-
ties (Brazilian Amazon), which are naturally exposed to malaria
infections and compared them with those of other worldwide
populations reported elsewhere. In addition, we searched for
patterns in the KIR genotype distribution that could be associ-
ated with malaria susceptibility in this population.

All 16 KIR genes investigated were present in the stud-
ied population. PCA analyses based on the frequencies of the
KIR genes showed that Porto Velho population was further
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Inhibitory KIR

Activating KIR Pseudogenes
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Figure 2 KIR ganotype profiles in tha Porta Melho communitias {Brazilian Amazon). 10, Idantification numbar in allefrequancias.nat; W° INH, amount
of inhibitary KIRs presant; W° ACT, amount of activating KIRs presant; The filled boxas indicata the presance of tha gane, tha gray boxes reprasant

the framewark ganas; White boxas indicata the absanca of the gana.

away from some populations, such as Asians, West-Africans
{Senegal) and Middle East, for instance, and relatively close to
inbreed populations like Venezuela Mestizos, USA California
hispanic and Brazil Parana Mixed, but not too far from popu-
lations that migrated from Europe to America a few centuries
ago, so with some expected inbreeding, like USA Caucasian
(US ACY and USA Eastern (USAE).

Through the establishment of inter-ethnic relations, this
analysis demonstrates the multi-ethnic profile of the Porto
Yelho population. Since Portuguese colonization (18th cen-
tury ), Porto Velho has received a succession of migration waves
associated with the rubber boom and the construction of the
Madeira-Mamoré railrosd and more recently in the 70s and

2015 Jonn Wiksy & Sons A5, Publisned by John Wiksy & Sons Lid

#0s, the colonization programs focused on agriculture and
wide-ranging human settlement. Because of this last wave of
migration, Porto Velho and the nearby regions received work-
ers, natives of the southeastern, northeast and southern regions,
with predominantly European ancestors (mainly Ialian, Ger-
man and Polish), that increased the diversification of the eth-
nic composition in this area (37). Thereby, the KIR diversity
observed in the Porto Velho population showed patterns of
genetic differentiation that may be related not only to genetic
drift but also to gene flow, or even as the result of different
selective pressures because of KIR immune function.

Al present, population studies have revealed more than
300 penotypes that differ in their gene content (6, 7). This
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study enabled us to identify 48 different KIR genotypes in
our population, all of them previously described in the KIR
genotype database. The two most common genotypes in the
Porto Velho communities, genotypes 1 and 2, are common in
many other populations. However, the frequencies were simi-
lar to those observed in the North, Central and South Ameri-
cas (www.allelefrequencies.net), which is consistent with the
results of mitochondrial DNA and classical markers studies
reflecting the human demographic history of the American con-
tinent, starting with the first settlement of the Americas by
Asians across the Bering Strait approximately 15-18 thousand
vears apo plus post-Columbus migrations with more than five
centuries of admixture between Natives Americans, Europeans,
Africans and modermn Asians (38 —40).

It is known that both HLA and KIR gene families exhibit
substantial genetic diversity and segregate independent of each
other in a normal Mendelian fashion, resulting in a multitude of
possible KIR-HLA combinations between individuals and also
between populations. Numerous genetic studies have demon-
strated the influence of KIR-HLA gene pairs on the suscepti-
bility to and outcomes of various noninfectious and infectious
diseases (18, 41). Thus, we evaluated the putative KIR-HLA
pair combinations in our population. The number and types of
combinations of the KIR-HLA pairs are variable. As expected,
the frequencies of individuals carrying the putative inhibitory
KIR-HLA gene pairs were higher than the number of those
carrying putative activating KIR—HLA pairs. It is worth noting
that although several genetic studies have suggested a fune-
tional interaction for certain activating KIR-HLA pairs (42),
some of these statements remain controversial (22),

No association was found between the presence of KIR
genes and their corresponding HLA ligands (KIR2DL! and
KIR2ZDS! with HLA-C2; KIR2ZDLYI and KIR2D852 with
HIA-Cl KIRIDLT and KIRZDS! with HLA-Bwd). Thus, these
findings may indicate that natural selection pressure on the
KIR-HLA combinations is not a major factor determining
population frequencies. These findings are in agreement with
previously published reports on other Brazilian populations
(43, 44).

Previous studies have reported a possible association of the
predominance of sctivating KIR genes with susceptibility to
malaria infections (12, 20, 26). It has been suggested that
the predominance of activating genes (i.e. >4) may contribute
to the pathogeneses of malaria because of a more aggressive
inflammatory immune response, which allows the disease can
develop the into its various clinical forms, On the other hand,
studies have also demonstrated that the number of activating
genes (i.e. =4) inherited by an individual may play a role in
protection. In our study, we did not observe any association
between the numbers of activating KIR genes (Table 5) or the
number of putative activating KIR-HLA pairs with malaria
susceptibility.

As expected, the frequencies of individuals carrying the
putative inhibitory KIR-HLA gene pairs were higher than
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that of the individuals carrying putative sctivating KIR-HLA
pairs. Although, the majority of individuals carried at least
one KIR-HLA functional inhibitory gene pair, itis worth not-
ing that approximately 30% of the individuals lacked func-
tional activating KIR-HLA genes pairs. This results is in
agreement with the findings of some population studies that
reported the cases of individuals without inhibitory or acti-
vating KIR-HLA pairs (45, 46), which increases the evi-
dence that the ligands of most activating KIR remain to be
determined (47).

Two of the 377 individuals in the studied population did not
carry any HLA gene encoding a putative ligand for inhibitory
KIR receptors. These individuals had the C2/C2 genotype
and carried the KIR2DL2, KIR2DLS and KIRIDLI genes.
Despite the presence of an inhibitory pair being important for
the avoidance of self-aggression, it is important to take into
account the existence of other inhibitory receptors on the sur-
face of NK cells, which are also responsible for a similar
role (48, 49). Moreover, some alleles of KIR2ID2 are able to
cross-react, with differing avidities, with a small number of C2
and may used it as a functional ligand that can be responsi-
ble for the inhibition of WK cells activation (50, 51). A pre-
vious studies demonstrated that the KIRZ D2, KIRZDS2 and
KIR2DMF genes, which share the HLA-CI ligand, are involved
in increased susceptibility to several diseases (52-54), includ-
ing malaria (21, 22). In contrast, similar associations were
not observed in our population. Influence of the KIR genes
and their HLA ligands with resistance/susceptibility and sever-
ity in malaria in Africa and Asia has been reported (15, 16,
21}, however, the influence of these genes in malaria in Brazil
is still poorly explored. In the present work, no association
was established between the KIR genes, KIR genotypes or
KIR-HLA pair combinations and malaria susceptibility. Tak-
ing into account that susceptibility to diseases may vary consid-
erably under different epidemiological scenarios. Brazil has a
peculiar epidemiological situation and the dynamics of malaria
infection and severity differ greatly from malaria endemic
regions of Africa and Asia. This happens most probably due
to a combination of factors, such as (i) in Brazil, malaria is
hypo to meso-endemic, is present throughoutthe vear withclear
seasonal Auctuations, is diagnosed and treated early, Anopheles
darlingi is the main vector and £ vivax accounts for 82% dis-
ease incidence (55), (ii) the genetic background of the parasite
and (iii) the immune status allied to the diverse genetic back-
ground of the Porto Velho population, as before mentioned. In
this sense, we can speculate that generalization of findings from
Africa and Asia may not be appropriate for our malaria endemic
area in the Amazon region of Brazil. Despite these results,
we understand that there is still need to extend these analyses
with additional parameters to measure malaria susceptibility,
such as parasitemia, clinical manifestations and cytokine lev-
els, including IFN-gamma. In this context, studies with these
parameters are being undertaken in our study population. Taken
together, our findings are relevant to population evolutionary
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Anexo 2 - Termo de consentimento

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Instituigdes: Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de Janeiro; Laboratdrio Central de Saude — LACEN, Porto Velho;
Universidade Estadual do Rio de Janeiro — UERJ, Rio de Janeiro.

Coordenadores da Pesquisa: Dalma Maria Banic e Joseli de Oliveira Ferreira

Enderego: Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz; Pavilhdo Lednidas Deane, 52 andar, Av. Brasil 4365 - CEP 21045-900, Rio
de Janeiro, RJ - Brasil

Telefones: 021-3865-8115; 069-3216-5300.

Nome do Projeto de Pesquisa: Resposta imune inata na malaria por P. vivax e P. falciparum: seu perfil e sua
influéncia nas infecgGes e nas respostas imunes adquiridas a antigenos candidatos a compor uma vacina

Nome do Voluntario:

A malaria é uma doenca transmitida pela picada do mosquito mas pode ser adquirida por meio do contato direto
com sangue de uma pessoa infectada (como por exemplo, em transfusdes, transplante de 6rgdos e ainda no
compartilhamento de seringas no caso de usuarios de drogas injetdveis). Os principais sintomas de malaria na sua fase
inicial sdo a febre alta, associada ou ndo a calafrios, tremores e dor de cabeca, pode ter também, dentre outros
sintomas, dores pelo corpo, vomitos, diarréia, dor abdominal, falta de apetite, tonteira e sensagao de cansaco.

N3o existe vacina para prevenir malaria portanto a forma mais eficaz de se proteger é evitar o contato com o
mosquito. Entre as principais medidas de protegdo estdo o uso de cortinados sobre a cama ou rede; telas em portas e
janelas, inseticidas no ambiente onde se dorme e uso de repelente no corpo. E importante evitar frequentar locais
proximos a criadouros naturais, como beiras de rios ou areas alagadas, no final de tarde, inicio da noite e nas primeiras
horas da madrugada.

A malaria é uma doenca que tem cura, mas pode evoluir em alguns individuos para suas formas graves em poucos
dias se ndo for diagnosticada e tratada rapidamente. Pelo presente documento, vocé esta sendo convidado a participar
de uma investigacdo a ser realizada na Fundagao Oswaldo Cruz, com o objetivo de avaliar como o organismo do
individuo reage a malaria em diferentes periodos da doenga e quais os componentes do sangue (plasma, células e
produtos secretados por elas) estdo envolvidos na melhora da doenca.

Esse documento procura esclarecé-lo sobre o problema de Saide em estudo e sobre a pesquisa que sera realizada,
prestando informacdes, detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais. Caso
vocé necessite de alguma informacdo ou esclarecimento durante o periodo em que estiver participando do estudo,
procure Dra. Fatima Santos no Laboratério Central de Saude — LACEN, Secretaria de Estado da Saude, Rua Anita
Garibaldi 4130, Bairro Costa Silva, Porto Velho, Rondo6nia, telefone: 321 65300.

A sua participagdo nesse estudo é voluntdria. Vocé pode recusar-se a participar de uma ou de outras etapas da
pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a qualquer momento, sem que este fato lhe venha causar qualquer
constrangimento ou penalidade. O seu atendimento no posto de Saude ndo serd prejudicado caso vocé decida ndo
participar ou caso decida sair do estudo.

A sua participa¢dao com relagdo ao projeto consiste em autorizar a realizagdo de exames para avaliar a evolugdo da
sua doenca e que esse material seja utilizado neste estudo. Também serd necessaria a autorizagdo para que parte das
amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos que tenham como objetivo a melhor compreensao
da doenga, o desenvolvimento e avaliagdo de novos métodos de diagndstico; avaliagdo da resposta a antigenos
candidatos a uma vacina etc. desde que tal estudo seja previamente analisado e autorizado por um Comité de Etica em
Pesquisa. Os exames e procedimentos aplicados serdo gratuitos.

Participando deste estudo vocé tera algumas responsabilidades: seguir as instrucées do médico e comparecer ao
Posto de Saude nas datas marcadas.

Os resultados do estudo poderdo ser publicados sem revelar a sua identidade. Entretanto, se necessario, os
registros médicos estardo disponiveis para a equipe envolvida no estudo, para o Comité de Etica em Pesquisa, para
as autoridades Sanitdrias e para vocé.
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Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de concordar em participar do estudo,

assim como a qualquer momento.
Procedimentos, exames e testes que serdo utilizados

Inicialmente haverd coleta de informagdes sobre a doenga através de uma entrevista detalhada e
preenchimento de um questionario por um membro da equipe, exame médico e coleta de sangue para realizagdo de
varios exames (distensdo e gota espessa para diagnostico, hemograma completo, testes imunoldgicos, tipagem de
células e produtos secretados por elas, entre outros). Para isto sera necessdria a coleta 30mL de sangue por via
endovenosa em trés ocasides: no dia do diagndstico antes do tratamento (DO0), 15 dias (D15) e 30 (D30) dias apds o
diagndstico. A retirada do sangue podera ser feita por um médico, farmacéutico ou bidlogo da equipe de
investigadores. Todos os individuos serdo tratados para malaria logo apds a coleta de sangue e acompanhados para
verificagdo de cura apds tratamento.
Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais:

A coleta de sangue podera causar alguma dor no momento da pungdo venosa e, eventualmente, poderd haver
formagdo de uma area arroxeada no local, que voltard ao normal dentro de alguns dias. Todos os cuidados apropriados
serdo tomados, como o uso de seringa, agulha e gaze descartdvel assim como dalcool para assepsia local, entre outros.

Formas de ressarcimento
Quando necessario, nos dias de seu atendimento, podera ser fornecido um lanche.

Beneficios esperados

Os resultados desse estudo poderdo nao beneficia-lo diretamente, mas no futuro, poderao beneficiaroutras
pessoas.

Declaro que li e entendi todas as informacgdes referentes a este estudo e que todas as minhas perguntas foram
adequadamente respondidas pela equipe, a qual estara a disposi¢do para responder minhas perguntas sempre que eu
tiver duvidas.

Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, voluntariamente, em participar
deste estudo permitindo que os procedimentos descritos acima sejam realizados em minha pessoa.

Data:
Nome do voluntario
Data:
Nome do Pesquisador
Data:
Testemunha 1!
Data:

Testemunha 22

! Apenas no caso de voluntarios impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.
2 Apenas no caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mae ou responsavel legal.
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Anexo 3 - Questionarios dos dados epidemioldgicos

IREGISTRO No

PROJETO: Resposta imune inata na malaria por P. vivax e P. falciparum: seu perfil e sua influéncia nas
infecgGes e nas respostas imunes adquiridas a antigenos candidatos a compor uma vacina

DADOS PESSOAIS

NOME: SEXO:LUF [M
IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:
ENDERECO ATUAL:

NUMERO DE RESIDENTES NO ENDEREGO ATUAL:

PROFISSAO:

Tempo de residéncia

Area endémica (anos) : Rondodnia (anos): Endereco atual:

HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: [IP. falciparum[IP. vivaxIP. malariael] Nenhuma [ N&o lembra

NUMERO DE INFECCOES ESSE ANO (2004):

Espécies: [IP. falciparum[IP. vivaxIP. malariael] Nenhuma [ N&o lembra

DATA DA ULTIMA INFECCAO:
Espécies: [IP. falciparum(P. vivax{IP. malariael 1 Nenhuma [ N3o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECGAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?:[]Sim [JN&o

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: [ Sim [JNao Data:

MALARIA GRAVE NA FAMILIA: (] Sim [JNado Data: OBS:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU TEVE MALARIA RECENTEMENTE? [ Sim[ ] Ndo

160




EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZAGAO DA CASA

[] Floresta [] Colegdo d’agua [1 Nenhuma

TIPO DE CASA (protecdo em relagdao ao contato com mosquito)
[J Boall Parcial [J Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:

ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
[1Sim [IN3o [] Foi informado mas ndo acredita

COoOMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
[1 Mosquiteiro [JlInseticida []antimaldricos [1OQutras [JNenhuma

Data da ultima borrifacdo de inseticida (FNS):

INFECCAO ATUAL

SINTOMAS
[1Febre []Cefaleia []Calafrios [1Ndusea [1Mialgia [1Nenhum

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO

Espécies: [IP. falciparum[IP. vivax[IP. malariael] Nenhuma

PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECGAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE ?: []Sim [] N3o Data:

EDOADOR DE SANGUE?: [1Sim [ N3o Data da ultima doacgdo:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

[IGOTA ESPESSA [IESFREGACO []PLASMA
1 CELULAS [THLA [J PARASITOS

0OBS
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Anexo 4 - Comité de Etica em Pesquisa da Fundag&o Oswaldo Cruz

L 3
‘ ) Do u.: .
IR S
H L'I Ministéno da Saide
§ i Fundacae Osweldo Cruz
| | COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEXIFIOCRUZ
b it e nall

Rio de Janeiro, 27 de outubro de 20086.

Carta: 055/06
De: CERP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Dalma Maria Banic e
- Dra. Claude Pirmez

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 354/06 intitulado
"Resposta imune inata na malaria por P.vivax e P falciparum: seu perfil e
sua influéncia nas infeccbes e nas respostas imunes adquiridas a
antigenos candidatos a compor uma vacina” que esta com APROVADO.

Atenciosamente
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