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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Virginia Araujo Pereira

A malaria no Brasil teve grande reducdo no numero de casos nos ultimos anos,
porém as conquistas alcancadas podem ser comprometidas se as acgdes de
vigilancia e controle ndo forem fortalecidas. O Plasmodium vivax, espécie
predominante no Brasil, permanece um desafio para essas acbes devido a
possibilidade de recaida e falta de diagndstico dos estagios hepaticos inativos
(hipnozoitos), e parasitemia assintomatica. A sorologia para a proteina
circumsporozoita (CS) do P. vivax tem sido utilizada como indicador de transmissao
e exposicado recente a malaria, contudo os dados sao discordantes. Além disso, a
aquisigao natural de anticorpos para antigenos plasmodiais pode estar associada a
presenca de polimorfismos nos genes que regulam a resposta imune do hospedeiro.
O objetivo desse estudo foi caracterizar a resposta imune humoral naturalmente
adquirida contra a proteina CS de P. vivax, avaliar a influéncia de polimorfismos no
sistema HLA e nos genes de IFN-y, IL-10 e da iINOS na modulagdo da resposta, e
verificar se a soroprevaléncia para a proteina CS de P. vivax poderia ser uma boa
ferramenta para monitorar a exposi¢ao e a distribuicdo das espécies plasmodiais.
Foram avaliados voluntarios de Porto Velho, Rondénia, diagnosticados por
microscopia e PCR. Sequenciamento gendmico das amostras determinou as
variantes de P. vivax. Testes de ELISA, Luminex e Reacdo de Griess foram
utiizados para dosagem de IgG e subclasses, das citocinas e do NO,
respectivamente. Os polimorfismos das citocinas e INOS foram detectados por PCR
e a tipagem do HLA utilizando Luminex® xMAP®. Os resultados demonstraram que
a prevaléncia de IgG para a CS de P. vivax (62%) foi maior do que para P.
falciparum (49%) e P. malariae (46%), e 28% da populagao exposta a infecgao nao
teve anticorpos detectados para nenhum dos peptideos testados. Os niveis de
anticorpos IgG para a PvCS foram inferiores quando comparados aos niveis de IgG
contra antigenos de estagios sanguineos de P. vivax (AMA-1 e MSP-1), os quais
apresentaram aumento nos niveis de IgG na presenca da infecgdo. Individuos
portadores dos haplétipos DRB1*07~DQB1*02 e DRB1*04~DQB1*03 apresentaram
maior frequéncia de respondedores para a PfCS e dos haplétipos
DRB1*16~DQB1*03 para PfCS e PvCS. Em contraste os portadores dos alelos
HLADRB1*01 e HLA-DQB1*05 apresentaram uma maior frequéncia de nao-
respondedores para PvCS, PfCS e PmCS. A avaliagdo da proporgéo genotipica dos
polimorfismos de IFN-y, IL-10 e NO evidenciou que a presenca do alelo C dos SNPs
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IL10A-692A/C e -819T/C estava associada com baixos niveis de IL-10 e de
parasitemia, e com aumento de resposta de IgG para a CS da variante P. vivax-like.
Dentre as variantes de P. vivax, a VK210 foi a infeccdo predominante, e a
prevaléncia de IgG para as variantes foi 80,7% para VK210, 68,3% para VK247 e
65,6% para P. vivax-like. A soroprevaléncia contra as repeticbes da proteina CS
mostrou que em areas de baixa transmissio, os anticorpos naturalmente adquiridos
quantificados em um unico estudo transversal parecem nao ser uma boa ferramenta
para monitorar a transmissdo a malaria.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium vivax, Proteina CS, Soroprevaléncia,
Imunogenética.
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ABSTRACT

PhD THESIS IN PARASITE BIOLOGY
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Malaria in Brazil has greatly reduced the number of cases in recent years, but
achievements can be compromised if vigilance and control actions are not
strengthened. Plasmodium vivax, a predominant species in Brazil, remains a
challenge for these actions due to the possibility of relapse and lack of diagnosis of
the inactive hepatic stages (hypnozoites), and asymptomatic parasitemia. Serology
for P. vivax circumsporozoite (CS) protein has been used as an indicator of recent
transmission and exposure to malaria, however the data are discordant. In addition,
the natural acquisition of antibodies to plasmodial antigens may be associated with
the presence of polymorphisms in the genes that regulate the host immune
responses. The aim of this study was to characterize the naturally acquired humoral
immune response against P. vivax CS protein, to evaluate the influence of
polymorphisms in the HLA system and the IFN-y, IL-10 and iNOS genes on response
modulation, and to verify if the seroprevalence for P. vivax CS protein could be a
good tool to monitor the exposure and distribution of plasmodial species. Volunteers
from Porto Velho, Ronddnia, diagnosed by microscopy and PCR were evaluated.
Genomic sequencing of the samples determined the P. vivax variants. ELISA,
Luminex and Griess Reaction tests were used for the determination of IgG and
subclasses, cytokines and NO, respectively. Cytokine and iINOS polymorphisms were
detected by PCR and HLA typing using Luminex® xMAP®. The results showed that
prevalence of IgG for CS of P. vivax (62%) was higher than P. falciparum (49%) and
P. malariae (46%), and 28% of the population exposed to infection had no antibodies
detected to none of tested peptides. IgG antibodies levels to PvCS were lower when
compared to P. vivax blood stages IgG levels (AMA-1 and MSP-1), which showed an
increase in IgG levels in presence of infection. Individuals with the haplotypes
DRB1*07~DQB1*02 and DRB1*04~DQB1*03 had a higher frequency of responders
for PfCS and with the haplotypes DRB1*16~DQB1*03 for PfCS and PvCS. In
contrast, carriers of the HLADRB1*01 and HLA-DQB1*05 alleles had a higher
frequency of non-responders for PvCS, PfCS and PmCS. The evaluation of the IFN-
Yy, IL-10 and iNOS polymorphisms genotypic proportion showed that C allele
presence of IL-10A-592A/C and -819T/C SNPs was associated with low levels of IL-
10 and parasitemia, and with increased IgG response to CS of the P. vivax-like
variant. Among the variants of P. vivax, VK210 was the predominant infection, and
the prevalence of IgG for the variants was 80.7% for VK210, 68.3% for VK247 and
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65.6% for P. vivax-like. Seroprevalence against CS protein repeats showed that in
areas of low transmission, naturally acquired antibodies quantified in a single cross-
sectional study seems not to be a good tool to monitor transmission to malaria.

Key Words: Malaria, Plasmodium vivax, CS Protein, Soroprevalence,
Immunogenetic.
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1 INTRODUGAO

1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Aspectos gerais da malaria

A malaria € uma doenca parasitaria de elevada prevaléncia em regides que
possuem o clima tropical e subtropical e em paises localizados perto da linha do
Equador. A doenca afeta a humanidade desde a pré-histéria, ja tendo recebido os
nomes de maleita, impaludismo, paludismo e febre tercd ou quartd. O parasita
causador da doenca pertence ao Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe
Aconoidazida, Ordem Haemosporida, Familia Plasmodiidae e Género Plasmodium.
Existem cerca de 120 espécies de Plasmodium que podem infectar aves, répteis,
roedores e primatas. Entre estas, cinco espécies plasmodiais apresentam uma
ameaca significativa para a saude humana: Plasmodium malariae (Laveran, 1881),
Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897),
Plasmodium ovale (Stephens, 1922) e Plasmodium knowlesi (Knowles & Das Gupta,
1932). Este ultimo é um parasito simiano, porém recentemente descrito como
causador de infeccbes em humanos (1). As espécies mais prevalentes no mundo
séo o P. falciparum e o P.vivax, sendo ambas responsaveis por 95% das infec¢des
da malaria humana (2). Esses protozoarios sao transmitidos naturalmente ao
homem pela picada da fémea de mosquitos do género Anopheles, destacando-se
Anopheles gambiae e Anopheles darlingi como principais vetores. Devido a condi¢éo
de hemoparasito do plasmaddio, a transmissdo da malaria também pode ocorrer de
forma induzida ou congénita, ambas raramente relatadas.

A principio, todo ser humano é susceptivel a infeccdo malarica, mesmo
aqueles que ja a contrairam por diversas vezes. Entretanto, a gravidade da malaria
depende da relagdo entre o hospedeiro (vulnerabilidade e estado imunoldgico) e o
Plasmodium spp. (espécie infectante e densidade parasitaria). Em geral, individuos
ndo imunes apresentam paroxismos febris que se iniciam com calafrios
acompanhados de nausea, vOmito, cefaleia e dores musculares e articulares.

O relatodrio anual de malaria da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima
que em 2016, 91 paises relataram um total de 216 milhdes de casos de malaria, um

aumento de 5 milhdes de casos em relacdo ao ano anterior. A doenca levou 445.000



pessoas a morte no mesmo ano, mortalidade elevada que indica como a malaria
continua a causar grande impacto na saude publica (3). Cerca de 4% de todos os
casos de malaria relatados no mundo foram causados pelo P. vivax, mas nas
Américas essa proporgéao foi de 69% e no Brasil, o P. vivax foi responsavel por 89%
dos casos de malaria, que em sua maioria ocorreram na regido Amazodnica, com

cerca de 190 mil casos notificados em 2017 (SIVEP-Malaria).

1.1.2 Histoéria da pesquisa em malaria

Ainda que a existéncia de um parasita ancestral do género Plasmodium
desde o periodo Cretaceo (4) tenha sido revelada sé recentemente, a pesquisa no
campo da malariologia € bem antiga. Descricbes de sintomas da malaria ja foram
observadas em diversas culturas, e seus registros remontam a Antiguidade. Dentre
0s mais antigos estdo escritos chineses e egipcios de 3.000 anos a.C. Esses
escritos relacionavam febres agudas a puni¢cdo do deuses e presengca de maus
espiritos. Relatos semelhantes foram encontrados na Mesopotamia e na india,
datados de tabuas mesopotamicas 2.000 anos a.C. e 1.800 anos a.C,
respectivamente. Na Grécia do século V a.C., Hipécrates descreveu o quadro clinico
e as complicagcdes da malaria, descartando as supersticoes que eram atribuidas a
doenga. Ao longo da Idade Média (século V) a malaria se propagou pela Europa,
atingindo gravemente o Império Romano. Por isso, a doenga se tornou tema de
narrativas deste periodo, relacionando a agua parada das regides de pantanos e
alagadigos que cercavam o império com os quadros febris durante a estagao de
verao. Assim, acreditavam que a causa era o ar insalubre dos miasmas (emanagao
proveniente de substancias animais ou vegetais em decomposi¢ao) presente nessas
regides pantanosas, denominando essas febres como “mal aire”, do italiano “mau
ar’”. Em consequéncia, os romanos construiram grandes sistemas de drenagem para
eliminar a causa da malaria, porém esses sistemas foram destruidos apds a queda
do Império Romano na invasdo dos barbaros que também se tornaram vitimas da
malaria, sendo grande parte dos exércitos devastados pela doenga. No século XVI,
a malaria chega ao Novo Mundo pelos colonizadores, e no século seguinte, os
jesuitas descobrem que os indios utilizavam a casca de arvores nativas (Cinchona
spp.) como cura de doengas febris, denominando este tratamento de Cinchona, que
em forma de po6 era conhecido como o “p6 dos jesuitas”. Em 1820, que o principio
ativo deste po6, a quinina, foi isolado por Petellentier e Caventour que tem sido

utilizada por muitos anos no tratamento e na prevencao da malaria (5,6).
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A pesquisa em malaria teve seu grande marco em 1880, quando o médico
francés Charles Alphonse Laveran, conseguiu visualizar pela primeira vez o parasita
microscopico dentro das células do sangue de um paciente com malaria, que |Ihe
rendeu o Prémio Nobel de medicina em 1907. A partir desta descoberta o modo de
transmissao e ciclo do parasita foram esclarecidos ainda no século XIX. Em 1886,
Camillo Golgi elucidou o ciclo do parasito nos globulos vermelhos, associando os
calafrios e febre intermitente com a ruptura e liberagdo do parasito na circulagao
sanguinea e relacionando a patogénese da doenca com a presenca de uma toxina
liberada pelo amadurecimento do parasito nas células sanguineas (7). Em 1897, o
inglés Ronald Ross descobriu que o mosquito do género Anopheles era o agente
transmissor, transmitindo o parasito de uma pessoa a outra, o que explicava a
ocorréncia da doenga proximo a lugares pantanosos e alagadicos, propicios
criadouros de mosquitos (6,8,9). Por sua descoberta, Ross também foi agraciado
com o Prémio Nobel de medicina em 1902. A partir da observacdo das febres
intermitentes feita por Camillo Golgi, Julius Wagner von Jauregg, professor de
psiquiatria e neurologia em Viena, desenvolveu a malarioterapia em 1917, um
método de tratamento para estagios avancados da neurosifilis inoculando parasitos
da malaria a partir da observacado de que individuos com quadro de febre alta
poderiam ser curados da sifilis (10). Jauregg recebeu o Prémio Nobel de Medicina
em 1927. Isto porque o tratamento funcionava e apresentava risco consideravel,
visto que no método era induzida a malaria pelo parasita menos agressivo, o P.
vivax, e a doencga podia ser tratada posteriormente com quinino. Durante a guerra,
com a dificuldade no fornecimento de quinino, pesquisadores aleméaes
desenvolveram os antimalaricos sintéticos pamaquina (1924), mepacrina (1930) e
cloroquina (1934). Em 1948, o quimico Paul Muller recebe o Prémio Nobel de
medicina pelo desenvolvimento de um poderoso inseticida em 1942, o DDT (Dicloro-
Difenil-Tricloroetano), de grande poténcia e atividade residual, além de baixo custo,
sendo um trunfo para a erradicagdo da malaria e salvando milhares de vidas durante
e apos a |l Guerra Mundial.

A descoberta do DDT trouxe otimismo em relacdo a doencgas transmitidas por
mosquitos, como a malaria. Assim, na Oitava Assembleia Mundial de Saude em
1955 foi aprovada uma resolugdo para que os paises membros da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) buscassem a erradicagdo da malaria, campanha que
representaria um modelo de saude publica. Apesar de ter conseguido grandes
avancos reduzindo em 53% o risco da doenca nas populacdes de areas endémicas,
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a intervencao tem se revelado muito mais complexa e desafiadora. As razdes da
falta de éxito da Campanha incluem planejamento inadequado, redugéo da vigilancia
no programa de controle, aumento do custo do inseticida, resisténcia do mosquito ao
DDT e do parasita aos antimalaricos, e um financiamento insuficiente. Visto que os
parasitos da malaria desenvolviam resisténcia aos farmacos, na busca por novas
drogas potenciais, Youyou Tu sintetizou em 1973 a dihidroartemisinina, um derivado
potente da Artemisia annua. A descoberta da artemisinina salvou milhares de vidas
no mundo todo, rendendo mais um Nobel por avangos na pesquisa em malaria (11).
Atualmente, como consequéncia de acbes insuficientes, observa-se um retorno
macico da malaria que hoje afeta 91 paises, de modo que sao necessarios esforcos
no controle da morbidade e mortalidade, pesquisa de farmacos e inseticidas mais

eficientes, e desenvolvimento de uma vacina eficaz.

1.1.3 Distribuigcao global da malaria

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, em 2016, 91 paises localizados
nas zonas tropicais e subtropicais notificaram transmissdo da malaria, atingindo
cerca de 3,2 bilhdes de pessoas em todo o mundo. As areas afetadas possuem
niveis endémicos diferentes, de acordo com a variedade e intensidade dos fatores
de risco (biolégicos, ambientais e socioeconémicos) (Figura 1). As principais vitimas
de malaria tendem a ser de populagdes com baixas condicbes socioecondmicas que
vivem em areas rurais, com acesso limitado a diagnéstico, tratamento e formas de

prevencgao.



Figura 1. Areas de transmiss&o de malaria no mundo.
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Fonte: CDC, 2017.

As espécies plasmodiais causadoras da doenca estdo dispersas ao redor do
mundo, com maior ocorréncia de casos por P. falciparum e P. vivax. Na Africa
Subsaariana 99% dos casos séo infec¢des por P. falciparum e as infecgdes por P.
vivax sao reduzidas devido a alta frequéncia de individuos Duffy negativos que
geralmente sao resistentes a infecgdo por P. vivax, ja que antigenos do grupo
sanguineo Duffy sdo importantes para que o P. vivax infecte os eritrécitos (12). Fora
do continente africano, o P. vivax é a espécie predominante na Regidao das Américas
(64% dos casos) e € a responsavel por mais de 30% dos casos no Sudeste Asiatico
e por 40% nas regides do Mediterraneo Oriental.

De 2010 até 2015 o numero de casos confirmados da malaria diminuiu. Em
2015 notificagbes da transmissdo da doenca foram relatadas em 95 paises, dos
quais 4 nao registraram nenhuma infeccdo em 2016. Sri Lanka e Quirguistao ja
receberam a certificacdo da OMS como paises livres da malaria, e Argentina e
Paraguai estdo no processo para solicitagao do certificado de eliminagcdo. Contudo
apods progresso no controle da malaria, estima-se que em 2016 houve 5 milhdes de
casos a mais da doenga, quando comparado ao ano anterior, e 216 milhdes de
casos foram registrados. Ja o numero de 6bitos por conta da infecgao foi similar em
2015 e 2016, com 445 mil pessoas falecidas. Apesar do continente africano ainda

concentrar cerca de 90% do total de casos e mortes pela doenca, a taxa de novos



casos de malaria apresentou um aumento percentual maior na Regido das Américas
(36%), onde a incidéncia comegou a subir em 2013, principalmente, devido ao
aumento no Brasil e na Venezuela (3).

A Estratégia Técnica Global da OMS para a Malaria prevé redugdes de pelo
menos 40% na incidéncia de casos e mortalidade até o ano de 2020. Dentre os 35
paises que compdem as Américas, 18 sdo considerados areas endémicas de
malaria e 12 estdo no caminho de alcancar a 40% de reducdo dos casos. Em
contrapartida, dez paises das Americas relataram um aumento no numero de casos
da doenga em 2016 (Colémbia, Equador, El Salvador, Haiti, Honduras, Nicaragua,
Panama e Venezuela) e em 2017 (Brasil, Equador, México, Nicaragua e Venezuela).
Por essa razéo, a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) recomendou aos
paises dessa regido que fortalecam suas acdes de vigilancia e controle da malaria,
alertando sobre o risco de surtos, aumento de casos e mortes nas areas endémicas,
e até a reintroducdo de casos em areas nas quais nao ocorria mais transmissao
(13). Os programas de controle da malaria vém se intensificado e conseguiram
reduzir a incidéncia global em 18% entre 2010 e 2016. De acordo com o ultimo
relatério de malaria da OMS, o mundo ainda estd longe de alcangar as metas
globais tragadas nos planos de controle, porém de 2000 a 2015 estima-se que 6,2
milhdes de pessoas foram salvas, a maioria (5,9 milhdées) criangas menores de 5
anos de idade. Contudo foi notavel o aumento no numero de casos relatados no
ultimo ano. Sendo assim, os esforgos estdo direcionados na busca por progressos
fundamentais no controle da malaria e sera preciso vontade politica, novos
remédios, métodos de controle dos vetores e inovagdes tecnolégicas como vacinas
para proteger e salvar as vidas que vém sendo perdidas anualmente por conta da

doenca.

1.1.4 Situagao da malaria no Brasil

Atualmente, o Brasil representa 18% dos 562.800 casos de malaria relatados
em toda a regido das Américas, atras apenas da Venezuela com 34,4% dos casos.
Foram registrados 193.839 casos de malaria no Brasil no ano de 2017,
representando um aumento de 34% no numero de casos comparado ao ano anterior
(SIVEP-Malaria, SVS). O pais ja apresentou indices muito mais elevados na sua
histéria, com registro de duas grandes epidemias, uma em meados de 1870 e outra
na década de 1940, atingindo entre 80 e 90% da populagao brasileira em varias

localidades. No inicio da década de 60, o Brasil adotou a estratégia de erradicacéo
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da malaria preconizada pela OMS e atingiu os indices mais baixos da doenga, que
ficou restrita, quase que exclusivamente, a Regido Amazodnica. Entretanto, os casos
de malaria notificados aumentaram progressivamente devido a movimentos
migratorios e as atividades de mineragdo incentivadas por diversos 6érgaos
governamentais, tendo sido registrado um aumento importante no numero de casos
nos anos de 1998 e 1999 (14).

Em julho de 2000, diante da grave situagdo da malaria no pais, foi langado
pelo Ministério da Saude o Plano de Intensificacdo das Acbes de Controle da
Malaria (PIACM) na Regido Amazénica, com meta de reduzir em 50% os casos da
doenca até o final do ano de 2001. A estratégia estava centrada na mobilizagcao
politica e na estruturacdo dos sistemas locais de saude, capacitando-os para a
coordenagao e execucgao das agdes de controle da malaria e, desta forma, fortalecer
o processo de descentralizacdo e garantir sua sustentabilidade. Apesar dos bons
resultados obtidos com o PIACM, a reducao observada no periodo de 1999 a 2001
nao ocorreu de forma homogénea. O maior percentual de decréscimo registrou-se
no estado do Amazonas (71%), seguido do Acre (67%), enquanto que nos estados
de Ronddnia e Amapa a reducao foi de 9% e 15%, respectivamente.

Na perspectiva de manter a malaria em numeros aceitaveis no Brasil como os
observados na década de 1970 (IPA 3,9/1.000) e dar continuidade aos avangos
proporcionados pelo PIACM, foi entdo criado o Programa Nacional de Controle da
Malaria (PNCM). Essas acgdes, juntamente com implementagdes no tratamento,
afetaram as frequéncias das duas principais espécies plasmodiais presentes no
pais, P. falciparum e P. vivax, reduzindo o numero de casos por P. falciparum
drasticamente. Até os dias atuais, P. vivax ainda é a espécie plasmodial prevalente
no Brasil, representando 88,3% dos casos em 2017, e causando morbidade
importante que afeta as comunidades endémicas. No pais, 99% dos casos sao por
infeccbes por P. vivax elou P. falciparum, enquanto infecgdes por P. malariae sao
encontradas em um percentual reduzido (0,01%) (SIVEP-Malaria).

Conforme demonstrado na Figura 2, apesar dos avangos expressivos
alcancados com as medidas de controle adotadas, o nimero de casos de malaria
volta a crescer a partir de 2003. Este aumento foi atribuido a ocupacdes
desordenadas, mudangas climaticas e a atividades como extracdo de madeira,
agricultura e mineragdo. Nos Ultimos anos houve uma redugdo constante e

significativa na incidéncia de malaria, porém os dados de 2017 sédo preocupantes



porque mostraram uma nova expansao da doenga que ¢é atribuida pelo Ministério da

Saude as mudangas climaticas e ao préprio ciclo da doenga (15).

Figura 2. Variagdo no numero de casos de malaria no Brasil.
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Estima-se que 98% do total de casos relatados no pais sao autdctones e
registrados, em sua maioria, na Amazonia Legal, regido que inclui nove estados do
territério nacional: Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondénia, Roraima e Tocantins, com distribuicdo heterogénea dos casos. Os
estados do Amazonas, Para, Acre, Amapa e Roraima apresentaram os maiores
indices de casos de malaria em 2017. Em Roraima, 8% do total de casos de malaria

registrados sao casos importados da Venezuela (Tabela 1) (16).

Tabela 1. Numero de casos de malaria na Amazénia Legal (2017)

Importados Importados Infeccoes Infecgoes

Total de
positivos Autoctones de outra de outro por P. por P.
UF pais vivax falciparum
Amazonas  81.297 79.678 929 649 73.243 7.270
Para 36.812 35.602 1.061 149 33.600 1.273
Acre 36.728 35.721 945 62 28.878 7.387
Amapa  15.505 14.345 866 294 13.783 1.474
Roraima  14.074 11.048 115 2.911 12.869 1.067
Rondénia 7.808 6.541 1.194 73 6.575 1.169
Maranhao 958 328 116 514 834 91
Mato Grosso 589 439 130 20 569 12
Tocantins 72 36 29 7 71 1

Dados Sivep-Malaria.



Em um levantamento do nimero de casos de malaria entre 2007-2014,
observou-se que na regiao extra-amazénica foram notificados apenas 0,5% do total
de casos de malaria do Brasil. Desses, 89% foram importados dos estados da area
endémica e dos paises da Africa (17,18). A regido Extra-Amazénica inclui 18
estados das regides sudeste, sul, centro-oeste e nordeste, e € considerada uma
area receptiva para transmissdo de malaria, uma vez que possui os vetores e
ambiente climatico propicio. Em consequéncia da baixa transmissao Extra-
Amazoénica, a letalidade da doencga € maior pelo atraso no diagnéstico devido a falta
de conhecimento da doencga pelos clinicos locais. Entre 2007 e 2013 foram relatados
cerca de 7 mil casos na regidao, menos de 1% do total de casos no pais no mesmo
periodo, sendo 932 casos autéctones. Destes, 74,7% ocorreram nas areas cobertas
por Mata Atlantica, nos estados de Sao Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Parana (19). Nas regides de Mata Atlantica a ocorréncia da malaria esta
associada com a presenca de plantas da familia Bromeliaceae, que funcionam como
criadouros dos mosquitos vetores Anopheles do subgénero Kertezia (20). Assim, de
acordo com o ambiente e a situagao epidemiolégica o vetor pode variar, visto que
varias espécies de anofelinos estdo presentes em todo territorio nacional (21). A
presenca do anofelino juntamente com caracteristicas geograficas e ambientais que
favorecem a interagao do plasmaédio com o vetor contribuem para a manutencao da

malaria.

1.1.5 Ciclo de vida do plasmédio

Os seres humanos estdo entre os hospedeiros vertebrados no ciclo de vida
dos plasmoddios, e sdo infectados pelo parasito durante a picada da fémea do
mosquito Anopheles, o hospedeiro invertebrado e vetor da doenca. O ciclo de vida
do plasmodio € complexo, constituido por uma fase sexuada (esporogbnica) no
hospedeiro invertebrado e duas fases assexuadas (esquizogbnica) no hospedeiro

vertebrado, fases pré-eritrocitica e eritrocitica (Figura 3).



Figura 3. Ciclo biolégico do Plasmodium spp.
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De acordo com o ciclo biolégico dos parasitos da malaria humana,
representado na figura 3, o hospedeiro vertebrado é infectado quando a fémea do
anofelino infectada inocula esporozoitos (forma infectante) presentes na saliva na
pele do hospedeiro através da picada. Apds a inoculagdo alguns esporozoitos
podem permanecer na derme por algumas horas (1-3 horas) e serem eliminados por
fagocitos. Quanto aos demais esporozoitos que deixam o local da picada, grande
parte invade os vasos sanguineos para chegar ao figado (22) e outros podem ser
drenados por vasos linfaticos, se acumulando nos linfonodos (23,24). Uma vez no
figado, os esporozoitos se aderem as células endoteliais dos sinusoéides hepaticos e
iniciam o gliding, processo de locomocéo intermediado por um mecanismo de actina-
miosina. Com este mecanismo o esporozoito pode invadir as células hepaticas por
duas maneiras: penetrando a célula dentro de um vacuolo parasitoéforo, formado
através da invaginagdo da membrana plasmatica da célula hospedeira por meio de

jungdes méveis, ou migrando através e fora da célula em passagens sucessivas, a
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transmigracao (25). Este processo de locomogao parece ser essencial, pois induz a
secrecao de fator de crescimento dos hepatécitos (HGF) tornando os hepatécitos
mais susceptiveis a infeccao (26). A invasao dos hepatdcitos é auxiliada por duas
proteinas principais do parasito, a circumsporozoita (CSP) e a proteina adesiva
relacionada a trombospondina (TRAP- do inglés thrombospondin-related adhesive
protein) que se ligam aos sulfatos de heparina dos proteoglicanos, na superficie dos
hepatocitos (27).

Protegidos no vacuolo parasitéforo, os esporozoitos iniciam um processo de
maturacdo e de divisdo celular denominado esquizogonia pré-eritrocitica, uma
reprodugdo assexuada que vai causar a diferenciacdo do esporozoito em trofozoito
e a formagao dos esquizontes hepaticos repletos de merozoitos. Nessa fase, as
espécies P. vivax e P. ovale podem se desenvolver em formas latentes
(hipnozoitos), que vao permanecer dormentes no interior dos hepatdcitos. Como
consequéncia, os hipnozoitos sao responsaveis por episédios de recaida, meses ou

até anos apos a infecgao inicial (28) (Figura 4).

Figura 4. Formacao de hipnozoitos de P. vivax e P. ovale.
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Os merozoitos formados véao ser liberados diretamente na corrente sanguinea
através de vesiculas delimitadas pela membrana da prépria célula hospedeira, os
merossomos, marcando o fim da fase pré-eritrocitica do ciclo do parasito (29). Esta
fase dura geralmente seis dias para P. vivax, oito dias para P. falciparum e entre
doze a quinze dias para P. malariae. Uma vez livres na corrente sanguinea, os

merozoitos invadem os eritrocitos dando inicio a fase eritrocitica ou ciclo assexuado
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sanguineo. O processo de invasao dos eritrocitos ocorre por meio de interagdes que
envolvem o reconhecimento de receptores especificos. Este processo consiste em
quatro etapas: primeiro, o parasito adere de forma reversivel a parede do eritrécito;
em seguida ocorre a reorientagdo do parasito, na qual ele posiciona o polo apical
perpendicularmente a membrana eritrocitica; posteriormente, se inicia a formacao de
uma zona de contato irreversivel entre a superficie do polo apical e a superficie do
eritrocito (tigh junction), e por fim, ocorre a invasdo com invaginacao da membrana
eritrocitica e formagao da membrana do vacuolo parasitéforo. Durante a invasao a
jungao é deslocada para o polo posterior e o conteudo de organelas situadas na
regiao apical, como roptrias, granulos densos e micronemas, é liberado (30-32).

O desenvolvimento intra-eritrocitico do parasito pode seguir dois caminhos
distintos. No primeiro, apdés a formagcdo de um novo vacuolo parasitéforo, os
merozoitos se diferenciam em anéis (trofozoitos jovens), depois trofozoitos maduros,
que iniciam um processo de esquizogonia assexuada formando esquizontes repletos
de novos merozoitos que irdo romper a membrana dos eritrécitos, sendo liberados
na circulagdo sanguinea novamente para invadir outros eritrocitos e repetir o ciclo
eritrocitico dentro de um periodo que varia entre 36 e 72 horas, dependendo da
espécie plasmodial (P. falciparum: ciclos febris de 36 a 48 horas, P. vivax de 48
horas e P. malariae de 72 horas). O aumento da temperatura corporal e o
aparecimento de outras manifestacdes clinicas da malaria coincide com o fim de
cada ciclo eritrocitico que se repete sucessivas vezes (33). No segundo caminho, os
merozoitos dentro do eritrécito se diferenciam em estagios sexuados: o0s
microgametécitos masculinos e macrogametocitos femininos. Estas formas
sexuadas presentes na circulagdo vao ser ingeridas pelo mosquito vetor durante o
repasto sanguineo.

No interior do intestino médio do mosquito, os gametdcitos se diferenciam em
gametas no processo de exflagelaggo e se fundem formando o zigoto,
caracterizando a fase sexuada do parasito (34). O zigoto se transforma em oocineto,
uma forma movel que penetra a membrana peritréfica do intestino médio do
anofelino e se diferencia em oocisto. Os oocistos vao passar por sucessivas divisdes
mitéticas e diferenciagao celular (esporogonia) e produzir milhares de esporozoitos.
Ao romperem o0s oocistos, os esporozoitos sao liberados na hemocele e se
acumulam na gléndula salivar do mosquito na qual sdo armazenados até serem

inoculados em um novo hospedeiro vertebrado.
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1.1.6 Resposta imunolégica na malaria

Os mecanismos envolvidos na resposta imunolégica da malaria sao
complexos e varios componentes do sistema imune parecem estar envolvidos. A
resposta imune celular é considerada a mais importante no controle do estagio
hepatico da infecgao, enquanto no estagio eritrocitico o controle do parasito se deve
principalmente a resposta humoral. Nestas interagdes, estdo envolvidas as
moléculas do complexo de histocompatibilidade (do inglés major histocompatiblity
complex - MHC), receptores de linfécitos B e T, e anticorpos, cujas agdes contribuem
no desenvolvimento da resposta imune adaptativa (35).

Durante a resposta inicial, estudos em modelos murinos demonstraram que
uma pequena parte dos esporozoitos inoculados alcanga o sistema linfatico e chega
ao linfonodo drenante, sendo degradados e apresentados aos linfécitos T por células
dendriticas. Quanto aqueles que permanecem na derme, a saliva do mosquito induz
a degranulacdo de mastdcitos e a infiltragdo de neutréfilos no sitio de inoculagao,
destruindo os parasitos (22). O processo de entrada do esporozoito na pele até a
invasao dos hepatécitos no figado ocorre num curto espago de tempo, exigindo uma
resposta imune rapida para a eliminagdo do parasito. Além disso, assim como os
merozoitos, 0s esporozoitos sdo extracelulares, sendo alvos importantes de
anticorpos, componentes chave na imunidade antimalarica. A proteina
circumsporozoita (CS), que recobre toda a superficie do esporozoito, € um dos
principais alvos do reconhecimento da resposta humoral nesse estagio, assim como
um estimulo para a produgdo de IFN-y, a partir de macréfagos e células T-CD4*
(36,37).

Na fase hepatica, o esporozoito é reconhecido por células de Kupffer que irao
apresentar fragmentos de antigeno para células T-CD4" através da ligagdo com
MHC de classe Il (38). Células T-CD8" migram para o local da infecgdo devido
ativacao pela secrecao de IL-2 e IFN-y, perfil Th1 direcionado pela producgao de IL-
12 por células dendriticas e responsavel pela amplificacdo da resposta imune
adaptativa (39,40). As células T-CD8", NKT e Tyd ativadas v&o promover a morte de
parasitos pré-eritrocitarios em hepatdcitos infectados com o auxilio de IFN-y no
aumento da expressao de MHC de classe | (41). A resposta imune protetora nessa
fase implica no reconhecimento dos antigenos CS e TRAP expressos na superficie
do esporozoito (42).

Enquanto a fase hepatica da infecgdo é clinicamente silenciosa, a infecgao

por eritrécitos leva a doenga e a todas as suas complicacdes. Um dos problemas na
13



fase eritrocitica € que as hemacias nao apresentam moléculas de MHC, estruturas
importantes no reconhecimento de células infectadas através da apresentacido de
antigenos (24,43). Por essa razao, a resposta humoral exerce um papel crucial no
controle da malaria. Os anticorpos atuam no bloqueio da invasao dos eritrécitos por
meio do reconhecimento de proteinas da regido apical do merozoito, e na
opsonizagao dos merozoitos, o que facilita seu reconhecimento e fagocitose pelos
macréfagos (44). Experimentos de transferéncia passiva de anticorpos IgG de soro
de adultos imunes para criancas diminuiam a parasitemia e protegiam as criancas
do desenvolvimento da forma grave da doenga, comprovando o papel protetor dos
anticorpos (45,46). Assim, a presenca de anticorpos citofilicos (IgG1 e 1gG3) esta
associada com a protecédo a doenga, reduzindo sintomas e carga parasitaria, através
da opsonizagao do parasito ou da hemacia infectada o que pode impedir a invasao e
citoaderéncia das hemacias e o desenvolvimento intra-eritrocitico, em colaboragao
com mondcitos e macrofagos (inibicdo celular dependente de anticorpos, do inglés
antibody-dependent cell-mediated inhibition - ADCI) (47-49). Além do papel
fundamental dos anticorpos, a resposta imune contra os estagios eritrociticos
também é mediada por células e contribui numa resposta imunolégica do tipo Th1
com a proliferacdo de células T-CD4" e T-CD8®, secrecdo de IFN-y e alta
concentracao de radicais de nitrogénio e oxigénio (NO e ROS) em células
mononucleares do sangue periférico (50). A resposta imune é direcionada
principalmente aos seguintes antigenos: proteinas de superficie de membrana do
merozoito, as MSPs (do inglés membrane surface protein), dentre elas MSP-1, MSP-
3 e MSP-9, proteinas de merozoito ligadas aos eritrocitos, as EBPs (do inglés
erythrocyte binding protein), dentre elas a DBP de P. vivax (duffy binding protein), e
a proteina de membrana apical, AMA-1 (do inglés apical membrane antigen-1) (42).
Num quadro geral da resposta imune, se destacam aquelas direcionadas aos
estagios de vida do plasmodio que irdo atenuar o quadro clinico da doenca pela

aquisicao de uma resposta imune humoral e celular (Figura 5).
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Figura 5. Resposta imune aos estagios do parasito.
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Em populagbes de areas endémicas de malaria, criangas mais velhas e
adultos podem desenvolver uma imunidade naturalmente protetora apds varios anos
de exposicao e sucessivas infeccdes que favorecem o desenvolvimento de células
de memoéria, T-CD4", T-CD8" e as células B. Esta imunidade denominada de
premunicdo é capaz de reduzir a parasitemia e por consequéncia os sintomas da
doenga, porém essa imunidade ndo é estéril (Figura 6). Além disso, essa imunidade
€ labil, pode ser perdida se o contato com o parasito for interrompido, e é espécie
especifica, requerendo a exposi¢cdo a um repertério de isolados circulantes para

adquirir protecao efetiva.
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Figura 6. Aquisicdo de imunidade em area endémica.
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Idealmente, a resposta imune contra a malaria deve ser rapida e mediada por
componentes pré-inflamatdrios a fim de controlar o crescimento parasitario. O
balango entre respostas pré e anti-inflamatdrias € critico para uma protecao clinica
efetiva, ou seja, pouca ativagdo pode nao inibir o crescimento do parasito e em
excesso pode levar a patologia da doengca. Componentes anti-inflamatérios devem
agir suprimindo a resposta para reduzir a inflamacéo e evitar danos causados pela
prépria resposta imune. Os antigenos de superficie dos parasitos sdo polimorficos
ou exibem variacdo antigénica clonal, sendo necessario que a resposta imune
desenvolva um repertorio diversificado de anticorpos capazes de bloquear a invasao
parasitaria e a adesao tecidual (51). Os titulos de anticorpos anti-esporozoitos em
soros de individuos naturalmente infectados sdo na ordem de centenas, enquanto
que os de individuos imunizados com esporozoitos irradiados de milhares (52). A
compreensdo de antigenos alvos e mecanismos da imunidade humana a malaria é
crucial para o avanco de vacinas eficazes e para o desenvolvimento de ferramentas

para medir a imunidade e a exposi¢cao em populacdes endémicas.

1.1.7 Proteina circumsporozoita: um alvo imunogénico relevante

Ha muito tempo se sabe que uma imunidade protetora a malaria pode ser
induzida experimentalmente em humanos pela imunizacdo com esporozoitos
atenuados por irradiacdo, ou pela inoculagcdo de esporozoitos sob um esquema de

tratamento profilatico com cloroquina, indicando que a imunizagao com esporozoitas
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induz uma resposta imune capaz de inibir o desenvolvimento do parasita antes que
ele aparega no sangue e produza os sintomas clinicos da doenga (53). Soros de
animais e humanos, protegidos por este tipo de imunizacdo, reconhecem, entre
outras moléculas, a proteina circumsporozoita (CS) que é abundante na superficie
do esporozoito e esta envolvida no processo de invasao dos hepatdcitos. Por isso a
proteina CS de Plasmodium tem sido o antigeno mais estudado e promissor na
indugao de imunidade protetora em animais e humanos (54-56).

A proteina CS, com cerca de 58 kDA, possui uma estrutura altamente
conservada nas diferentes espécies plasmodiais. A figura 7 mostra a estrutura da
proteina CS constituida por um dominio N terminal, uma regido de repeticdo central
localizada entre duas regides conservadas, regiao | (RI) e regido Il (RIl), e uma
ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) fixada no extremo C-terminal. A regidao de
repeticdo central contém epitopos de célula B imunodominantes, alvo de anticorpos
protetores, enquanto as regides N e C-terminal contém epitopos de células T-CD4" e
CD8" reconhecidos por células T na resposta citotoxica e auxiliar. O dominio
repetitivo central possui niUmeros variados de repeticoes de aminoacidos em tandem
e as extremidades amino e carboxila altamente conservadas (57,58). As sequéncias
em tandem no dominio central sdo especificas para cada espécie plasmodial,
apresentando-se conservadas para o P. falciparum, P. malariae e P. brasilianum.
Contudo, para o P. vivax, essa sequéncia apresenta trés variantes de acordo com a
composi¢cao de aminoacidos das repeticdes: VK210, VK247 e P. vivax-like. A
primeira variante sequenciada e que se caracteriza pela presenca de um
nonapeptideo (GDRA (A/D) GQPA) repetido em tandem no dominio central da
proteina, foi denominada VK210, considerada a forma classica de P. vivax (59). Em
cepas da Tailandia, outra variante foi descrita com a repeticdo de aminoacidos
ANGA (G/D) (N/D) QPG, denominada VK247 (60). Posteriormente, em Papua Nova
Guiné, foi relatada a existéncia de uma variante com morfologia semelhante ao P.
vivax, mas com sequéncia repetitiva diferente das outras, APGANQ (E/G) GGAA,

denominada P. vivax-like (61).
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Figura 7. Estrutura da proteina circumsporozoita.
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Em relagcdo a CS de P. falciparum, por se tratar da espécie plasmodial que é
responsavel pela alta mortalidade em criancas na Africa, foram feitos grandes
investimentos nos ultimos anos e, recentemente, resultados promissores foram
obtidos em ensaios clinicos conduzidos com uma vacina recombinante composta
pela regido repetitiva e C terminal da proteina CS de esporozoito de P. falciparum
fusionada ao antigeno de superficie do virus da hepatite B (vacina RTS,S) (62).
RTS’S, agora conhecida como MosquirixTM, € a vacina mais avancada contra a
malaria humana causada pelo P. falciparum. Ensaios clinicos de fase Il demonstram
que, ao longo dos primeiros 18 meses apods trés doses de RTS,S, os casos de
malaria foram reduzidos em quase metade das criangas com idade de 5-17 meses
no momento da primeira vacinacao, e em 27% dos bebés com idade de 6-12
semanas. Ao final do estudo, quatro doses de RTS,S reduziram os casos de malaria
em 39% ao longo de quatro anos de acompanhamento das criangas, e em 27% ao
longo de trés anos de acompanhamento em bebés (62).

No que se refere a malaria causada por P. vivax, em estudos de imunizagao
de camundongos C57/BL6 (63), macacos Rhesus (64) e seres humanos (65) com
uma vacina sintética baseada na CS de P. vivax, a VMPO0O01 (do inglés vivax malaria
protein 001), foram observadas resposta imune humoral e celular robustas. No
entanto, embora os anticorpos especificos contra a CS paregam ser protetores, uma
vez que causam aglutinagdo de esporozoitos vivos, os resultados do ensaio clinico
Fase |/ lla embora nao comprovassem o papel protetor dos anticorpos,
demonstraram que a vacinagdo com peptideos sintéticos longos (LSP)

representando a CS de P. vivax ligados a um epitopo universal da toxina tetanica em
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primatas ndo-humanos produz anticorpos IgG1 e IgG3 que reconheceram a LSP e
CS desde a primeira imunizagédo (55). Estudos de imunizagdo com esporozoitos
irradiados de P. vivax em humanos tém sido limitados pela falta de cultura in vitro
que pudesse ser usada como fonte de gametdcitos para infecgdo do mosquito. Em
humanos a investigagdo da resposta imune a proteina CS tem sido limitada a dados
sorolégicos empregando peptideos sintéticos das regides repetitivas da CS das trés
variantes de P. vivax (66,67). Os niveis e a soroprevaléncia de anticorpos contra
esporozoitos de P. falciparum, em especial contra o epitopo repetitivo da CS de P.
falciparum, sao considerados indicadores de exposi¢do ao parasito ao longo do
tempo e tem sido utilizado como marcador de intensidade de transmissdo da malaria
em areas endémicas (68-71).

A variante P. vivax, VK210, possui maior distribuicdo global, com presenca
relatada no Brasil, india, Tailandia e Peru (72-75). Dados sorolégicos utilizando
peptideos sintéticos das regides repetitivas da CS das trés variantes de P. vivax,
identificaram a presenca de anticorpos para todas as variantes em amostras de
areas endémicas de malaria do Estado do Amazonas, Para, Rondénia, Mato Grosso
e Acre (76,77). Estudos moleculares também confirmaram a presencga das variantes
de P. vivax em individuos infectados nos Estados de Rondbnia, Amapa, Para e
Amazonas (72,78). Da Silva et al. (2006) relataram diferengas na infectividade de
anofelinos para as variantes, indicando que o A. darlingi era mais suscetivel a
infecgéo pelo P. vivax VK210 (79). Foi observada também diferentes caracteristicas
exibidas pelas variantes tanto na resposta aos medicamentos quanto na
sintomatologia (72,80).

A proteina CS é estruturalmente necessaria na formagao de esporozoitos e
desempenha papéis cruciais durante a jornada dos esporozoitos, incluindo invasao
de glandulas salivares em mosquitos, maturacdo do esporozoita e invasdo de
hepatocitos no figado do hospedeiro humano (81-83). Ela possui dois estados
conformacionais, uma conformagao adesiva que expde a regiao C-terminal e uma
nao adesiva, que mascara a regido C-terminal e expde a regido N-terminal,
conferindo um fendtipo migratério aos esporozoitos (84). O conhecimento das
mudangas conformacionais da CS juntamente com suas fun¢des é importante para o
desenvolvimento de vacinas pré-eritrociticas eficientes. Como demonstrado na figura
8, epitopos de células T encontrados na porcdo N-terminal ficam expostos no
momento da invasdo celular e no processo migratorio, momento critico para a
indugdo da resposta imune protetora no hospedeiro. No desenvolvimento do
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esporozoito e na invasao dos hepatdcitos se expde a por¢gao C-terminal que contém
uma sequéncia de repeticdo de trombospondina denominada TSR (do inglés
thrombospondin-like type | repeat), reconhecida por sua propriedade adesiva. Além
disso, apesar da vacina RTS’S se basear na regido C-terminal, estudos recentes
destacaram a importancia fisiolégica da regiao N-terminal na ligacdo de células
hepaticas envolvendo um epitopo considerado imunogénico e capaz de induzir

anticorpos protetores (85-87).

Figura 8. Mudanca conformacional da proteina CS.
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Proteinas de superficie, como a CS, apresentam polimorfismo alélico e estao

polimorfismo génico na proteina CS é o niumero de repeticdes na regiao central (88—
90). Oliveira-Ferreira e colaboradores (2004) demonstraram associagcao entre
resposta humoral e polimorfismos na regido central da CS de P. vivax (variantes
genotipicas de P. vivax) em individuos de area endémica brasileira. Foi observada
associacao entre respostas de anticorpos as repeticdbes de CS da variante VK247 e
a presencga de HLA-DR16 e entre HLA-DR7 e a auséncia de respostas de anticorpos
as repeticdes de CS da forma classica VK210 (77). Ja Ribeiro e colaboradores
(2016) demonstraram pela primeira vez que as diferentes variantes podem causar
efeitos na resposta imune do hospedeiro. A variante VK247 esta associada com
cargas parasitarias e perfil de citocinas pro-inflamatérias maiores em comparagao

com o observado para com a forma classica VK210 (91). Esses achados mostram
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que a presenca de polimorfismos em proteinas imunogénicas pode ser determinante

no desfecho da doenca.

1.1.8 Influéncia de polimorfismos na malaria

O polimorfismo génico pode ser definido como a ocorréncia de multiplos
alelos num Jocus (local ocupado por um gene). Neste cenario, pode-se levantar a
hipétese de que algum fator de selegcdo atuou sobre aquele gene, causando o
aumento da frequéncia do alelo atipico (92). A presenga destes polimorfismos em
um determinado gene pode ou nao acarretar em alteragdes funcionais.

Sendo uma doencga de elevada prevaléncia ao longo de milhares de anos, a
malaria tem exercido forte pressao seletiva no genoma humano (93). Os fatores
genéticos do hospedeiro contribuem significativamente na diversidade de quadros
observados na malaria, conferindo resisténcia inata ou susceptibilidade a doenca.
Em 1949, Haldane incentivou a investigacdo nesse campo quando propds que um
alelo mutante atinge e mantém uma elevada frequéncia como consequéncia de uma
vantagem seletiva contra a malaria, cuja distribuicdo coincide com a da talassemia
(doenga hereditaria autossbmica recessiva caracterizada por reducdo da taxa de
sintese de uma das cadeias de globina que forma a hemoglobina) (94).

No ciclo intraeritrocitario do plasmddio, os eritrocitos apresentam papel
fundamental como células hospedeiras, carregando o maior numero de variagdes
genéticas que afetam a estrutura e/ou funcionalidade ja descritas como associadas a
protecao contra malaria, implicando uma pressao seletiva positiva com aumento de
frequéncia de genes superior a 1%. Dentre as alteracdes genéticas ja associadas
com a doenga podemos citar as talassemias, o antigeno Duffy, o sistema ABO, a
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a de piruvato cinase (PK)
(95-98).

Além desses disturbios genéticos, existem evidéncias acumuladas que
destacam outros polimorfismos nos genes de codificagcdo de moléculas envolvidas
na regulacéo génica da resposta imune do hospedeiro a malaria, como moléculas do
sistema antigeno leucocitario (do inglés Human leucocyte antigen, HLA), importantes
citocinas e mediadores produzidos por macrofagos, linfécitos T ativados, células de
Kupffer, células NK e células endoteliais.
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1.1.8.1 Associagéo do HLA

Enquanto linfocitos B reconhecem diretamente os antigenos soluveis através
de seus receptores de superficie, os linfécitos T CD4" e CD8" necessitam que o
antigeno seja processado e apresentado por uma célula apresentadora de antigeno
(do inglés antigen-presenting cells, APC) em associacdo a moléculas de
histocompatibilidade (glicoproteinas). Essas glicoproteinas sdo codificadas em um
grande grupo de genes que foram identificados pela primeira vez por seus efeitos
potentes na resposta imune aos tecidos transplantados. Por essa razdo, o complexo
genético foi denominado complexo de histocompatibilidade principal (do inglés Major
histocompatibility complex, MHC). O complexo MHC ¢é a regido mais variavel do
genoma humano que carrega diferentes loci que codificam genes funcionais
extremamente polimérficos, o que varia sua capacidade de ligagdo ao antigeno (99).
Esses genes pertencem ao sistema de antigenos leucocitarios humanos (do inglés
Human leukocyte antigen, HLA), e codificam as principais moléculas encarregadas
da apresentagdo de antigeno na superficie celular. Localizado no cromossoma 6, o
complexo HLA consiste em mais de 200 genes divididos em trés classes: classe |, Il
e lll. Os genes MHC de classe Il, reconhecidos por seu controle da resposta
imunoldgica, codificam duas cadeias que formam os heterodimeros funcionais HLA-
DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM e HLA-DO (2.649 alelos conhecidos), sendo HLA-
DR o locus mais polimorfico (42,100). O MHC de classe Il é expresso
predominantemente em APCs como macrofagos, células dendriticas, células de
Langerhans, células de Kupffer e linfécitos B, e tem influéncia reconhecida na
producao de anticorpos.

Ha estudos que vém relatando associacdo de certos alelos HLA com a
susceptibilidade ou resisténcia a doencas infeciosas como a hanseniase, a
leishmaniose tegumentar, a tuberculose, a esquistossomose e a malaria (101-104).
Na malaria, a associagdo com antigenos de HLA apresenta caracteristicas muito
peculiares. Estudos sobre a importancia dos genes que regulam a resposta imune a
malaria permitiram estabelecer a ideia de que a selecdo natural exercida pela
presenca do parasito tem contribuido para a manutencdo da extensa diversidade
alélica de HLA. Hill e colaboradores reforcaram essa visdo ao demonstrar a
influéncia dos genes HLA na protecdo contra a malaria grave na Africa subsaariana
(104). Outro estudo longitudinal realizado por Jepson e colaboradores mostrou que a
susceptibilidade a episddios de febre malarica em gémeos na Gambia é

determinada por fatores genéticos ligados ao MHC (105).
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As associagdes encontradas entre os antigenos de HLA e a malaria vém
apresentando resultados variados. No Quénia, a protegdo contra malaria grave
estava associada com o alelo DRB1*0101, no norte de Gana com DRB1*04, e na
capital da india com o alelo DRB1*0809 (106-108). Enquanto isso, em outros
estudos que investigavam as correlagdes de HLA-DQ e -DR nenhuma associagao
entre os alelos de HLA e a reposta a malaria foi estabelecida (109-113).

As associacdes do sistema HLA atuam através da selecao de peptideos de
um patdégeno para apresentagao aos linfécitos. Sendo HLA-B uma cadeia de classe |
expressa nos hepatdcitos, o alelo HLA-B53 foi associado com o reconhecimento de
epitopos derivados de um antigeno de célula hepatica (LSA-1) (114). A producéo de
citocinas induzidas pelo LSA-1 também parece estar sendo modulada pelo complexo
HLA. Foi observado uma resposta especifica a este antigeno com altos niveis de
IFN-y associada com o alelo DQB1*0501 no Gabao, e um favorecimento da indugao
de IL-6 e IFN-y pelos alelos DQB1*0201 e 0301, assim como a indugéo de IL-10 por
DQB1*06 (115). As associagbes da resposta especifica com as formas hepaticas
indicam que essas formas do parasito sdao alvos da resposta imune e potenciais
alvos para uma vacina. O desencadeamento ou nao de uma resposta imune
protetora a determinados patdégenos e/ou imundgenos, pode estar associado com
fatores genéticos. Estudos sobre a influéncia das moléculas HLA na resposta imune
em populagdes etnicamente diversas sao importantes antes da implementagcéo de
ensaios vacinais. Neste sentido, vem sendo relatada associacdo de potenciais

candidatos vacinais com diferentes alelos de HLA (Tabela 2).
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Tabela 2. Associacido de alelos de HLA e da resposta humoral contra antigenos de

P. vivax.
Antigeno/Proteina HLA Associagao Referéncia
CS variante
DRB1*16 + Oliveira-Ferreira et al., 2004
VK247
CS variante
DRB1*07 - Oliveira-Ferreira et al., 2004
VK210
CS peptideo N DRB1*03 - Storti-Mello et al., 2011
DRB1*11,12
CS peptideo N - Storti-Mello et al., 2011
(DR5)
DRB1*03, 04, 06
MSP3-NT,CT e FL 16 + Lima-Junior et al., 2012
e
MSP9-RIRII DRB1*01 - Lima-Junior et al., 2012
MSP9-RIRII DRB1*04 + Lima-Junior et al., 2012
MSP9-RII DRB1*01 - Lima-Junior et al., 2012
MSP9-RII DRB1*04 + Lima-Junior et al., 2012
MSP9-CT DRB1*04 + Lima-Junior et al., 2012
AMA-1 DRB1*03 + Storti-Mello et al., 2011

Adaptado de Lima-Junior et al., 2016.

Embora candidatos vacinais de P. vivax tenham se mostrado pouco
imunogénicos em ensaios clinicos, Ferreira e colaboradores construiram uma
proteina quimérica denominada PvRMC-RBP1, composta de um dominio
imunodominante da proteina-1 de ligacdo a reticuldcitos de P. vivax (do inglés
Plasmodium vivax reticulocyte binding protein-1 RBP) e de epitopos promiscuos de
células T do MHC de classe Il, e comprovaram a preservacao de epitopos
conformacionais de células B na proteina quimérica. Contudo, nao foi encontrada
associacao entre os alelos HLA-DRB1*04 e os alelos HLA-DQB1*03 e as respostas
de anticorpos IgG as proteinas quiméricas ou nativas (113). Em estudos que
avaliaram proteinas de superficie de merozoitos (MSPs) de P. vivax, foi observado
altos niveis de anticorpos IgG especificos em individuos brasileiros carreadores dos
alelos HLA-DRB1*04 e HLA-DQB1*03. Os altos niveis de anticorpos observados
foram associados a uma possivel pressdo seletiva por P. vivax na populacao
amerindia (112). Uma associacgao significativa foi encontrada entre niveis elevados
de anticorpos IgG contra a MSP-1 de P. vivax e a presenga do alelo HLA-DR3 (111).
No que se refere a proteina CS, candidato vacinal mais avangado nos ensaios
clinicos, um estudo de fase | utilizando uma vacina de peptideo do antigeno multiplo

de P. falciparum induziu niveis elevados de anticorpos especificos em voluntarios
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que expressavam as moléculas HLA-DQB1*0603, HLA-DRB1*0401 ou HLA-
DRB1*1101 (116). Os resultados de Oliveira-Ferreira e colaboradores mostraram em
individuos de Rondbnia uma associagao significativa entre a resposta de anticorpos
contra as repeticbes da CS correspondente a variante VK 247 de P. vivax e a
presenca do alelo HLA-DRB1*16, bem como uma associag¢ao entre a presenca de
HLA-DRB1*07 e a auséncia de respostas de anticorpos as repeticoes da CS da
variante VK210 (77). Ja Storti-Mello e colaboradores descreveram uma associagéo
significativa entre a auséncia de resposta de anticorpos a regiao N-terminal da CS e
a presenca de HLA-DRB1*03 e DR5 em um estudo com individuos de diferentes
regides da Amazoénia brasileira (111).

O conjunto dos achados descritos nos ultimos anos sobre a influéncia do
sistema HLA na modulacéo da resposta contra a malaria é extremamente importante
e util e pode abrir portas para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes para a

malaria.

1.1.8.2 Polimorfismos nos genes de citocinas

Estudos em modelos murino e humano demonstraram que as citocinas
juntamente com as células T, células NK e macrofagos, contribuem para o controle
da imunopatologia na malaria. O equilibrio entre as citocinas de perfil Th1 e Th2 (T
helper 1 e 2) parece ser crucial no controle dos sintomas clinicos da doenga livrando
o hospedeiro do desenvolvimento dos quadros graves ou moderados da infecgéo. A
partir da evidéncia encontrada por Kwiatkowski e colaboradores, que mostraram que
o polimorfismo do gene fator de necrose tumoral (do inglés tumoral necrose factor,
TNF) estava associado com susceptibilidade a malaria cerebral, polimorfismos na
regidao reguladora de citocinas vém sendo descritos. Os gendtipos especificos de
importantes citocinas envolvidas na resposta imune também estdo sendo
associados com risco de rejeicdo de Orgados apods transplantes e com a
susceptibilidade ou gravidade em certas doencas infecciosas e autoimunes
(117,118). Com efeito, polimorfismos funcionais em genes de citocinas, que podem
alterar a sintese e secrecao destas proteinas, tém sido associados a doencas que
tém uma patogénese inflamatéria (119).

Os polimorfismos mais comuns dentro do genoma humano sao os do tipo
SNP, polimorfismo de nucleotideo unico (do inglés single nucleotide polymorphism).
Eles se caracterizam pela variagdo em apenas um nucleotideo no interior de uma

sequéncia de DNA, que pode ser codificante ou n&do, e ocorrem aproximadamente
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uma vez a cada 1.350 pares de bases no genoma humano (120). A presenca de
SNPs pode influenciar a expressédo génica, a fungéo proteica e a susceptibilidade a
doencas. A base de dados de SNP do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) conta com mais de 11 milhdes de SNP identificados em humanos, porém a
maior parte dos polimorfismos causa pequeno impacto na saude. Até o presente
momento, poucas dezenas de SNPs funcionais em genes de mediadores da

resposta imunoldgica foram relacionados a protecdo ou susceptibilidade a malaria

(Tabela 3).

Tabela 3. SNPs envolvidos na resposta imune da malaria.

Gene

Efeito

Referéncia

polimorfismo MIF-173

Susceptibilidade a alta parasitemia em
criancas infectadas

Awandare, 2006

polimorfismos IL-18-31C/T

Aumento da susceptibilidade a anemia

Ouma, 2008
e -511A/G severa e niveis circulantes de IL-13 !
alelo IL4-524T Aumento dos niveis de anticorpos contra a Luoni, 2001
CS e Pf332
haplétipo IL4+33T/-590T Aumento de IgE e;g\:?nges com malaria Gyan, 2004
alelo IL4-590T Prevaléncia de infecgbes por P. falciparum Vafa, 2007

genétipo IL4 VNTR %,

Associagao com malaria grave

Cabantous, 2009

haplétipo IL4-590T/-34T e

Proteca t lari ha, 2012
intron VNTR R2 rote¢do contra a malaria Jha, 20
haplétipo . .
Protecao contra anemia severa Ouma, 2008
IL10-1082G/-819C/-592C
Haplétipo
Protegéo de 49% contra a malaria grave Wilson, 2005

IL10+4949G/+919C/-627G/-
1117C/-3585T

Haplétipo
IL10-1082A/-819T/-592°

Risco de anemia em recém-nascidos

Lokossou, 2013

gendtipo IL10-1082AA

Aumento dos niveis de IgG contra MSP-
2/3d7 e AMA-1 em maes e recém-nascidos

Lokossou, 2013

polimorfismo

IL10-3575T/A

Associagdo com a producado de IL-10 e a
ocorréncia dos sintomas

Domingues, 2016

genotipo IL13-1055TT

Reducéao dos niveis de IgG contra AMA-1
em recém-nascidos

Lokossou, 2013

alelo IL13-1055T

Protecao contra a malaria severa

Ohashi, 2003

alelo IL22+708T

Prote¢do contra anemia severa

Koch, 2005
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alelo 1L22-1394G Associagao fracg com susceptibilidade a Koch, 2005
malaria cerebral

haplétipo ~

Protecao contra a doenca Koch, 2005
IL22-394A/+708T
IL17RA LD Associacdo com malaria cerebral Marquet, 2015
alelo TNF-2382 Risco de anemia severa e malaria cerebral Mcguire, 1999
alelo TNF-2382 Altera o balango da IL-10 em criangas com May, 2000

malaria grave

Susceptibilidade a malaria severa e

polimorfismo TNF-238 desfecho clinico de infecgdes por P.

Olaniyan, 2016

falciparum
polimorfismos TNF-308, - Aumento da parasitemia e sintomatologia Nguyen, 2017
238 e -244 u parastiemia e sl g guyen,
polimorfismo NOS2A- Protegdo contra malaria cerebral e anemia Hobbs. 2002
1173CIT severa ’
polimorfismo NOS2A-
954G/C + microssatélite Protegéo contra hiperparasitemia Cramer, 2004
CCTTT,
polimorfismo NOS2A-
1173C/T + microssatélite Relagdo com maior nimero de casos fatais Cramer, 2004
CCTTT(13)

Apesar das citocinas apresentarem baixo grau de variagdo genética, se
observa um numero cada vez maior de estudos incriminando os polimorfismos
localizados em regides reguladoras de genes de citocinas como fator que pode
influenciar na susceptibilidade ou na evolucdo da malaria. O papel de cada citocina
em humanos durante a infecgdo ainda nao esta claro, porém existem evidéncias de
que a expressao de algumas citocinas e mediadores celulares sao extremamente
importantes na evolucao da doencga. Esse trabalho destaca o papel e a influéncia de
duas principais citocinas de perfil Th1 e Th2, IFN-y e IL-10, e de radicais reativos de

oxigénio como o neurotransmissor 6xido nitrico (do inglés nitric oxide, NO).

«» |Interferon-gamma (IFN-y)

O IFN-y é uma citocina soluvel descrita como o indutor chave dos
mecanismos imunes efetores essenciais para o controle inicial da infecgdo malarica,
tanto nos estagios preé-eritrociticos quanto nos eritrociticos. Na malaria, o IFN-y tem
acao antiparasitaria direta e, em sinergismo com o TNF-a, é capaz de induzir a
producao de éxido nitrico (em inglés nitric oxide, NO) e radicais livres. Andrade e
colaboradores (2010) evidenciaram uma correlagao positiva entre os niveis de IFN-y

e a gravidade da doenca (121).
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A codificacdo desta citocina se da pelo gene humano /IFNG localizado no
cromossomo 12 na regiao 12924.1 (122). Mutag¢des nesse gene estdo associadas a
uma maior susceptibilidade a infecgdes virais, bacterianas e parasitarias e a varias
doengas autoimunes (123-127). No primeiro intron do gene IFNG ocorre uma
sequéncia microssatélite polimérfica formada por curtas repeticbes em tandem (do
inglés short tandem repeat, STR) de dois nucleotideos (C e A), caracterizando
diferentes alelos e expressdes do gene (128-130). Junto a essa regiao no extremo
5 de uma repeticdo CA foi descrito o principal SNP na posi¢ao +874 (rs2430561,
polimorfismo +874T/A), coincidindo também com o sitio de ligacdo do fator de
transcricdo NF-KB. Este SNP apresenta troca do alelo T por A, e esta mutagao esta
relacionada com a expressao alterada de IFN-y, na qual individuos portadores do
alelo selvagem T produzem quantidades normais da citocina, enquanto portadores
do alelo mutante A apresentam producdo reduzida. Essa alteracdo pode explicar a
associacao deste polimorfismo na susceptibilidade de varias doencas infecciosas
como a sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA), hepatite B, cancer cervical,
tuberculose e toxoplasmose (131-135). Entretanto, n&o foi encontrada associagao
desse polimorfismo com pancreatite crénica, leishmaniose, tuberculose e hepatite C
(136—139).

O polimorfismo IFNG+874T/A pode desempenhar um papel significativo na
susceptibilidade para a malaria. Medina e colaboradores (2011) analisaram a
distribuicdo de alelos e gendtipos desse polimorfismo em individuos de area
endémica brasileira com infecgéo por P. vivax, € nao encontraram associacao deste
polimorfismo na susceptibilidade e progressdo da doenga. Porém, ao analisar a
influéncia deste polimorfismo na producgao de IFN-y, observaram forte associagéo do
gendtipo AA com produgao reduzida da citocina (140). Outro estudo brasileiro de
Furini e colaboradores (2016) avaliou a influéncia do polimorfismo IFNG+874T/A nos
niveis de anticorpos IgG contra proteinas de estagio eritrocitico de P. vivax. Apesar
de niveis de IgG especificos superiores em individuos portadores do genétipo TT
(selvagem), essa diferenca nao foi significativa, ndo havendo associacéo dos alelos
e genotipos desse polimorfismo com os niveis de IgG especificos (141). Na
populagdo africana, Koch e colaboradores (2005) também n&o encontraram
associacdo deste SNP com a susceptibilidade a malaria grave (142). No mesmo
ano, um estudo de ancestralidade conduzido por Upperman e colaboradores (2005)
testou a hipotese de associagcado da deficiéncia G6PD com SNPs de citocinas pré e
anti-inflamatérias. Analisando a ocorréncia do SNP IFNG+874T/A em pacientes com
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e sem a deficiéncia de G6PD, os autores observaram uma baixa produgcao
significativa de IFN-y em individuos portadores da deficiéncia associada ao alelo T
selvagem (143). Estudos demonstraram que o polimorfismo IFNG+874T/A apresenta
associagao a maior susceptibilidade a uma variedade de doengas infeciosas (144) e
pode estar ligado ao perfil imunogenético responsavel pela protegdo contra a

infeccao por Plasmodium, como as respostas celular e humoral desenvolvidas.

< Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria produzida tardiamente por células

Th2, células CD8", mondcitos, células B ativadas e timdcitos, com efeito pleiotropico
biolégico em varios tipos celulares. A IL-10 pode estimular e suprimir a resposta
imunoldgica, inibindo a produg¢do de citocinas importantes como IFN-y e IL-12, de
coestimuladores e de moléculas do MHC de classe Il, resultando numa forte inibicao
da capacidade de apresentacédo de antigeno e consequente inibicdo da proliferagao
de linfécitos T. Ela atua na proliferacdo e diferenciacao de células B, granuldcitos,
neutrofilos, células dendriticas, queratindcitos e células endoteliais (145-147).

Na malaria, a IL-10 esta associada com a protegéo e reinfeccado em estagios
hepaticos (148). Na presenga da infecgcao pelo plasmédio ocorre um aumento na
producao de IL-10 quando a parasitemia esta elevada. Niveis elevados de IL-10
durante os episédios de malaria sdo benéficos, neutralizando os efeitos das outras
citocinas produzidas pelas células Th1 e CD8", que sdo responsaveis por grande
parte da imunopatologia associada com a superprodugao de IFN-y (149).

A IL-10 é codificada pelo gene humano /IL10A localizado no cromossomo 1 na
regiao 1931-32 e apresenta mais de 27 sitios polimérficos. Os polimorfismos que
ocorrem na regido promotora do gene IL10A estdo associados com a producao
alterada desta citocina (150). Dentre os polimorfismos que ocorrem na regiao
promotora, os SNPs nas posicdes -1082, -819 e -592 (-1082A/G, -819T/C e -
592A/C) tém sido deveras investigados e foram descritos por influenciar a
transcricdo do RNA mensageiro e a expressao de IL-10 in vitro (151,152). Estes
SNPs foram associados com a protegdo a anemia grave e o aumento da produgao
de IL-10 em criangas quenianas parasitadas por P. falciparum (153). Lokossou e
colaboradores (2013) também identificaram associacdo com estes SNPs. Na
presenca do haplétipo IL10A-1082A/-819T/-592A o risco de anemia em recém-
nascidos é aumentado. Além disso, os mesmos autores demonstraram que recém-
nascidos e maes carreando o gendtipo IL10A-1082AA apresentaram maiores niveis
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de IgG contra proteinas de estagio sanguineo do plasmédio (154). Em contraponto,
Carpenter et al. (2009) ndo encontraram evidéncia de associagdo da malaria com
polimorfismos na regidao promotora do gene de IL-10 (155).

A analise de um painel inclusivo de variagdo em genes envolvidos na
resposta imune pode fornecer uma visdo amplificada do complexo painel de
citocinas cruciais na determinagdo da gravidade dos sintomas clinicos, no grau de

parasitemia e ainda na eliminagéo da malaria.

% Oxido nitrico (NO)

Apesar do 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) ser uma das mais simples

moléculas bioldgicas da natureza, ele esta envolvido em importantes processos
fisioldgicos como neurotransmissao, controle da pressao sanguinea, coagulagcédo do
sangue e participacdo na capacidade do sistema imunologico de destruir células
tumorais e parasitas intracelulares (156,157). Uma caracteristica importante é a sua
capacidade de ser benéfica ou potencialmente toxica de acordo com a concentragao
e/ou depuracgéo tecidual (158).

Sabe-se que na malaria altos niveis de NO podem ser produzidos para a
eliminacao direta dos parasitos ou limitando o crescimento parasitario, contribuindo
ainda para a ativacdo patolégica do sistema imune, prejudicando a sinalizagao
neuronal e causando dano oxidativo nas células sanguineas, o que conduz ao
quadro de anemia (159). Contudo, diversas evidéncias mostram que durante a
malaria os niveis de produgcdo de NO s&o baixos devido a hiporargeninemia
(deficiéncia na enzima arginase |), ao aumento da inibigdo de NO pela hemoglobina
livre e pelos niveis elevados de superédxido provocados pela infecgdo (160). Resta
determinar se a biodisponibilidade do NO esta associada a gravidade da malaria,
particularmente a malaria cerebral, enquanto outros estudos evidenciam um papel
protetor (159).

A enzima responsavel por catalisar a produgdo de NO pode ser de origem
endotelial (eNOS ou NOS3), neuronal (hnNOS ou NOS1) e a que sustenta a
producado mais abundante, a induzivel (iNOS ou NOS2). A produc¢do de NO induzida
pela INOS esta envolvida no sistema imune inato e contribui para a morte intra-
hepatica de parasitas em resposta a IFN-y, TNF-a, IL-18 e IL-6 secretados por
células T e NK ativadas (161). A enzima INOS é expressa pelo gene humano
NOS2A localizado no cromossomo 17 na regiao 17q11.2-q12. A expressao génica &
regulada por varias vias: inducdo da expressdo por NF-KB, IFN-y (sinalizando
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através da cascata JAK-STAT) e fatores indutores de hipoxia (HIF-1); e inibicdo da
expressao por TGF-B e interleucinas 4, 10 e 13.

A presenca de polimorfismos na regidao promotora do gene NOS2A causa
alteragdes na atividade do produto génico (enzima iNOS), enquanto polimorfismos
que ocorrem na regido reguladora alteram os niveis do produto do gene. Foram
descritos trés polimorfismos na regido promotora do gene NOS2A que foram
associados a doengas como o diabetes, HIV, artrite reumatoide, psoriase e acalasia
idiopatica (162-166). Dentre estes polimorfismos estdo duas repeticdes de
microssatélite (TAAA e CCTTT) e um SNP na posi¢ao -954 (NOS2A-954G/C).

Na infecgdo malarica, estes polimorfismos presentes na regidao promotora do
gene NOS2A apresentaram papel importante. Ohashi e colaboradores (2002)
demonstraram numa populacdo da Tailandia uma forte associacdo entre as
repeticoes CCTTT e o risco de malaria grave, assim como com o nivel de transcrigao
da iNOS. Porém, nao foi observada correlacdo com os niveis de NO. O mesmo
estudo avaliou a influéncia do SNP NOS2A-954G/C e verificou associacdo da
presenca do alelo C com altos niveis de atividade da enzima NOS (167). O estudo
desenvolvido por Cramer e colaboradores (2004) observaram que o polimorfismo
NOS2A-954G/C em associagéo com a repeticdo CCTTT ) sdo fatores de protegdo a
hiperparasitemia em criangas ganenses (168). A mesma tendéncia foi relatada por
Kun e Planche e seus colaboradores. O primeiro encontrou associagao do
polimorfismo NOS2A-954G/C com a protecdo a malaria em criangas do Gabao,
Nigéria e Senegal, e 0 segundo encontrou associacdo com a protecdo contra a
malaria grave, também em criangas do Gabdo (169,170). Ja Burgner e
colaboradores encontraram uma associagao alélica fraca desse SNP com a malaria
na populagao de Gambia (171), o que evidencia a necessidade de investigagao da
influéncia destes polimorfismos funcionais em diferentes populacbes de areas

endémicas de malaria.

1.2 Justificativa

A malaria continua sendo um problema de saude publica global causando
mais de 400 mil mortes anualmente. No Brasil, apesar da grande redugédo do
numero de casos nos ultimos sete anos as conquistas alcancadas podem ser

comprometidas se as acbes de vigilancia e controle ndo forem fortalecidas. Em
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2017, o numero de casos notificados foi 193.839, um aumento de 34% em relagcao a
2016.

O P. vivax & a espécie predominante no Brasil (88% do total), seguido por P.
falciparum (10%), infecgbes mistas por P. vivax e P. falciparum (0,6%) e P. malariae
(0,01%). Embora as perspectivas de eliminagdo da malaria por P. falciparum sejam
boas, um aumento progressivo nos casos de P. vivax permanece um desafio. A
presenca de portadores assintomaticos e a possibilidade de recaida juntamente com
a falta de diagndstico dos estagios hepaticos inativos (hipnozoitos) sao obstaculos
para o controle e vigilancia dessa espécie plasmodial. Adicionalmente, nas ultimas
décadas também foram relatadas variagcbes no gene da proteina circumsporozoita
(CS) de P. vivax, proteina necessaria na formagao dos esporozoitos, envolvida na
invasdo parasitaria de hepatocitos e atualmente considerada importante candidata
vacinal. Essas variantes de P. vivax foram relatadas universalmente e em diversas
areas da Amazbnia brasileira. Informagdes sobre a distribuicdo geografica do
parasita sdo importantes para a interpretacdo precisa dos dados epidemiologicos.

Antes da era do diagndstico molecular, a sorologia foi usada para identificar
individuos com infecgdo atual ou recente e tem sido utilizada para monitorar a
intensidade e a exposigdo da transmissdo de P. falciparum e P. vivax. Embora
inumeros trabalhos tenham utilizado a sorologia para a proteina CS para monitorar
as mudangas na transmissao, identificar "hotspots" de transmisséo e grupos de alto
risco, os dados sdo discordantes. Dentro deste contexto, avaliamos se a
soroprevaléncia para a proteina CS de P. falciparum, P. vivax e P. malariae poderia
ser uma boa ferramenta para monitorar a exposicao e a distribuicdo dessas espécies
em uma area rural de Porto Velho, Rondbnia. Essa area endémica experimentou um
declinio na propor¢cao de casos de P. falciparum, um aumento progressivo na
proporcéo de P. vivax e poucos casos relatados de P. malariae.

A importancia dos genes que regulam a resposta imune na malaria foi
demonstrada em vaérios estudos. Polimorfismos nos genes codificadores de
moléculas, como o sistema HLA e outros genes, como os de citocinas e mediadores
da resposta imune tém influéncia reconhecida na resposta imune especifica e na
susceptibilidade a infec¢ao. Deste modo, avaliamos a influéncia de polimorfismos no
sistema HLA e nos genes de IFN-y, IL-10 e 6xido nitrico na infeccdo maléarica e na

modulagao da resposta imune adquirida as proteinas de P. vivax.
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Os nossos dados, no contexto da eliminagao da malaria, mostram que fatores
que afetam a aquisicdo e a manutencao de anticorpos antimalaricos sao importantes
para o desenvolvimento de ferramentas de vigilancia soroldgica.

A nossa hipétese é de que a proteina CS pode ser utilizada como marcador
de exposicao recente e transmissdo da malaria por P. vivax na area endémica e de
que polimorfismos génicos do sistema HLA e dos genes de componentes da
resposta imunolégica como as citocinas e a iINOS podem causar alteragbes na
aquisicao natural da resposta de anticorpos contra a CS, favorecendo a
susceptibilidade do hospedeiro ao Plasmodium e influenciando a soroprevaléncia

para a CS de P. falciparum, P. vivax e P. malariae.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a resposta imune humoral naturalmente adquirida para as
proteinas CS de esporozoitos e de estagios eritrociticos (MSP1 e AMA1) de P. vivax
e avaliar a influéncia de polimorfismos no sistema HLA e nos genes de citocinas na
modulagao da resposta imune em individuos de areas endémicas da Amazonia

brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar o diagnéstico das espécies plasmodiais por reacdo de PCR e
sequenciamento das variantes de P. vivax;

e Avaliar a resposta imune humoral adquirida para as proteinas CS de P.
falciparum, P. malariae e P. vivax, e suas variantes genotipicas;

e Verificar se os polimorfismos de HLA influenciam a reposta imune
naturalmente adquirida contra a malaria e a resposta especifica a CS em uma
populacao da Amazdnia brasileira exposta a infec¢ao;

e Verificar a presenga dos polimorfismos nos genes das citocinas interferon
gama e interleucina 10, e da enzima o6xido nitrico sintase induzida e suas
influéncias nos niveis plasmaticos e na susceptibilidade a malaria em uma
populacdo da Amazédnia brasileira exposta a infecgao.

e Comparar a resposta imune humoral adquirida para as proteinas CS, AMA-1
e MSP-149 de P. vivax e verificar a influéncia dos polimorfismos das citocinas
IFN-y (IFNG+874T/A) e IL-10 (IL10A-819T/C e IL10A-592A/C), e da molécula
de 6xido nitrico (NOS2A-954G/C) na resposta.
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3 RESULTADOS

3.1 Artigo 1

PEREIRA, V.A.; SANCHEZ-ARCILA, J.C.; VASCONCELOS, M.P.; FERREIRA, AR;;
VIDEIRA, L.S.; TEVA, A, PERCE-DA-SILVA, D.S.; MARQUES, M.T.Q,;
CARVALHO, L.H.; BANIC, D.M.; PORTO, L.C.M.S; OLIVEIRA-FERREIRA, J.
Evaluating seroprevalence to circumsporozoite protein to estimate exposure to P.
falciparum, P. vivax, and P. malariae in the Brazilian Amazon. Infect Dis Poverty.
2018;

Esse trabalho teve como objetivo verificar se a prevaléncia e os niveis de anticorpos
para a proteina circunsporozoita (CS) de P. falciparum, P. malariae e P. vivax podem
ser utilizados como ferramenta para monitorar a presenca e o grau de exposicao da

populacao a essas espécies plasmodiais, em areas endémicas brasileiras.

35



Pereira et al. Infectious Diseases of Poverty (2018) 7:46

https://doi.org/10.1186/540249-018-0428-1 Infectious Dlsea ses of POVerty

RESEARCH ARTICLE Open Access

Evaluating seroprevalence to @
circumsporozoite protein to estimate

exposure to three species of Plasmodium

in the Brazilian Amazon

Virginia Araujo Pereira’, Juan Camilo Sénchez-Arcila’, Mariana Pinheiro Alves Vasconcelos?,

Amanda Ribeiro Ferreira', Lorene de Souza Videira', Antonio Teva®, Daiana Perce-da-Silva®,

Maria Teresa Queiroz Marquess. Luzia Helena de Carvalho®, Dalma Maria Banic®, Luiz Cristdvao Sobrino Péria’
and Joseli Oliveira-Ferreira'”

Abstract

Background: Brazil has seen a great decline in malaria and the country is moving towards elimination. However,
for eventual elimination, the control program needs efficient tools in order to monitor malaria exposure and
transmission. In this study, we aimed to evaluate whether seroprevalence to the circumsporozoite protein (CSP) is
a good tool for monitoring the exposure to and/or evaluating the burden and distribution of Plasmodium species
in the Brazilian Amazon,

Methods: Cross-sectional surveys were conducted in a rural area of Porto Velho, Ronddnia state. Parasite infection was
detected by microscopy and polymerase chain reaction. Antibodies to the sporozoite CSP repeats of Plasmodium vivax,
P. falciparum, and P. malariae (PvCS, PFCS, and Pm(S) were detected using the enzyme-linked immunosorbent assay
technigue. Human leukocyte antigen (HLA)-DRB1 and DCGB1 genes were typed using Luminex® xMAP® technology.

Results: The prevalence of immunoglobulin G against P. vivax CSP peptide (62%) was higher than P. falciparum (49%)
and P, malariae (46%) CSP peptide. Most of the studied individuals had antibodies to at least one of the three peptides
(72%6), 34% had antibodies to all three peptides and 28% were non-responders. Although the majority of the
population was not infected at the time of the survey, 74.3% of parasite-negative individuals had antibodies
to at least one of the CSPs. Importantly, among individuals carrying the haplotypes DRB1*04~DQB1%03, there
was a significantly higher frequency of PRCS responders, and DRB1*16~DQB1*03 haplotype for PvCS and PfCS
responders. In contrast, HLA-DRB1*01 and HLA-DQB1*05 allelic groups were associated with a lack of antibodies to

P. vivax and P. falciparum CSP repeats, and the haplotype DRB1*01~DQB1*05 was also associated with non-responders,
including non-responders to P. malariae,
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populations.

Rondénia, Brazil

Conclusions: Our results show that in low transmission settings, naturally acquired antibody responses against the CSP
repeats of P. vivax, P. falciparumn, and P. malariae in a single cross-sectional study may not represent a valuable marker
for monitoring recent malaria exposure, especially In an area with a high prevalence of P, vivax, Furthermore, HLA class
Il molecules play an important role in antibody response and require further study with a larger sample size. It will be
of interest to consider HLA analysis when using serosurveillance to monitor malaria exposure among genetically diverse
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Multilingual abstracts

Please see Additional file 1 for translations of the
abstract into the five official working languages of the
United Nations.

Background

Malaria remains an acute public health problem, particu-
larly in Sub-Saharan Africa, despite an impressive reduc-
tion in the number of cases globally. According to the
latest estimates from the World Health Organization,
there were 212 million new cases of malaria and 429 000
deaths in 2015 worldwide [1].

In Brazil, major successful control efforts have contrib-
uted to the number of cases declining from 615246 in
2000 to 143 145 in 2014, a reduction of 76.7% [2]. Based
on this achievement, the Ministry of Health launched
the Plan for the Elimination of Malaria in Brazil, in
November 2015 [3]. In 2016, 128503 cases were re-
ported in Brazil, with Plasmodium vivax representing
88.3%, P. falciparum 11.7%, and only a few cases of P.
malariae being reported (however, molecular techniques
have detected this species in 9-12% of malaria patients
in selected settings) [4, 5]. While the prospects for elim-
inating P. falciparum malaria are good, a progressive in-
crease in . vivax cases remains a challenge [6, 7). In P.
vivax infections, the presence of asymptomatic carriers
and the possibility of relapse impose additional chal-
lenges for surveillance. In addition, there is no current
method for diagnosing hypnozoite carriers and P. vivax
infections that recur after drug treatment can be
attributed to relapse arising from the dormant liver
stages (hypnozoites) or recrudescence originating from
asexual blood-stage parasites that survived drug treat-
ment, or a reinfection resulting from a new mosquito
inoculation [8].

The challenge to sustain and ensure malaria elimin-
ation is to detect asymptomatic infections in order to
block transmission. In endemic areas, the risk of infec-
tion has been routinely estimated by parasite prevalence
using microscopy and rapid diagnostic tests (RDTs) or
estimated using the entomological inoculation rate (EIR)
[9, 10]. Microscopy and RDT are easy to deploy, but are

not sensitive enough to detect low-grade infections that
are typical of settings with residual malaria transmission.
The EIR method is time consuming, requires very large
mosquito samples, and has been found to be less accurate
in low transmission areas [11]. Many studies have been
reporting the evaluation and validation of polymerase
chain reaction (PCR) assays for the detection of malaria
in the field. However, costs and technical requirements
currently hamper their implementation in endemic
areas [12].

Prior to the molecular diagnosis era, serology was used
to identify subjects with evidence of current or recent
infection, with this method having the potential to detect
not only ongoing blood stage infections but also symp-
tomatic or asymptomatic infections [13-15]. In recent
years, using serological data to monitor P. falciparum
and P. vivax transmission intensity and exposure has
gained recognition in the monitoring of changes in
transmission, and in identifying hotspots of transmission
and high-risk groups [16-19].

Numerous studies conducted in a variety of epidemio-
logical settings have revealed that the levels and sero-
prevalence of sporozoite antibodies, especially those
against the repetitive epitope of circumsporozoite pro-
tein (CSP) of P. falciparum, are a predictor of parasite
exposure over time and are a good indicator of malaria
transmission intensity [20-24]. However, the persistence
of antibody responses long after malaria transmission
has ceased has been reported in a non-endemic region
of Brazil and in a low transmission area in Thailand, and
long-lived anti-CSP antibody responses have been de-
tected in the absence of a blood-stage infection [25, 26].
Moreover, antibody responses to sporozoite showed
some evidence that host genetics, such as human
leukocyte antigen (HLA) class II, do affect antibody
responses [27-29],

In naturally exposed individuals in the Brazilian Ama-
zon, the expression of HLA-DR7 has been associated with
poor responses against the CSP repetitive region of P.
vivax (VK210), HLA-DR3, and HLA-DR5, with poor re-
sponses against N-terminal region [28-30]. In a phase |
trial of P. falciparum multiple antigen peptide vaccine, the
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formulation elicited high levels of parasite-specific anti-
bodies in volunteers expressing DQB1°0603, DRB1°0401,
or DRBE1*1101 class II molecules [31]. HLA class II mole-
cules may play an important role in antibody response
and show huge variability. In humans, this will need to be
considered when employing serosurveillance.

In Brazil, a number of cross-sectional studies have
aimed to characterize antibody response to CSPs of all
three Plasmodium species: P. falciparum, P. vivax, and
P. malariae. Most of the studies on the antibody re-
sponses to CSPs of P. vivax and P. falciparum point out
an association with malaria exposure [24, 32].

In this study, we aimed to test whether seroprevalence
to CSPs of P. falciparum, P. vivax, and P. malariae is a
good tool for monitoring the exposure to and/or evalu-
ating the burden and distribution of these species in a
rural area of Porto Velho, Rondonia state. This endemic
area has experienced a decline in P. falciparum cases, a
progressive increase in P. vivax cases, and has had a few
reported cases of P. malariae. The influence of HLA-
DRB1 and HLA-DQBI allelic products on the antibody
responses was also taken into consideration.

Methods

Study population and sample collection

This study comprised of cross-sectional surveys being
conducted in a rural community of Porto Velho (6354
13"'W 8'45°'43'’S), municipality of Rondonia state,
Brazilian Amazon.

In this region, malaria transmission occurs through-
out the year with seasonal fluctuations and an in-
creased number of cases in the dry months between
April and September. Anopheles darlingi is the main
vector in all Amazon areas and is the dominant spe-
cies in Rondonia [33-35]. The numbers of malaria
cases in Rondonia were 43514 in 2010 and 30412 in
2011 (when the survey was conducted). In both years,
P. vivax was the predominant species, accounting for
more than 88% malaria cases, there were 10.8% of P.
falciparum cases in 2010 and 7.2% in 2011, and no P.
malariae cases were reported [36].

Samples and survey data were collected during the
dry months of June-September in 2010 and 2011.
Study participants were recruited via visits to their
houses, which were randomly selected. Those who
were diagnosed at the outpatient clinic were also
recruited. The enrolment exclusion criteria were as
follows: age < 10years old, pregnancy, breastfeeding,
antimalarial drug use, mental disorders, and status as
a member of an indigenous population. Informed
consent was obtained from all participants and the
protocol of this study was reviewed and approved by
the Fundagio Oswaldo Cruz Ethical Committee (CEP/
FIOCRUZ, 492/08).
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All individuals answered a questionnaire and were
asked if they had any symptoms, such as fever, head-
aches, chills, myalgia, and/or nausea. After the epi-
demiological survey was conducted, blood was drawn
from each participant by venipuncture and malaria
infection was diagnosed by microscopic examination
of Giemsa-stained blood smears and PCR using
primers specific for genus (Plasmodium spp.) and
species (P. falciparum, P. vivax, and P, malariae).
The amplification protocols have been described
previously [37].

Subjects were considered positive for Plasmodium
infection if they were positive according to the thick
blood smear and/or PCR. The parasitological evaluations
were performed by examination of 200 fields at 1000-
fold magnification under oil immersion. Parasite dens-
ities were estimated by counting the number of parasites
per microliter of blood (all species and stages) per 200
leukocytes in thick blood films, multiplying this by the
number of individual leukocytes, and dividing this by
200. All smear-positive individuals were treated with
antimalarial drugs, as according to the protocol of the
Brazilian Ministry of Health.

Peptide synthesis

Synthetic peptides representing the repeated immune-
dominant epitope of the CSP were used as an antigen
for the detection of immunoglobulin G (IgG) antibodies.
For P. vivax, all three variant sequences were used: P,
vivax VK210 DGQPAGDRAAGQPAG-(DRADGQPAG),,
P. vivax VK247 (ANGAGNQPG);-ANGAGN, and P.
vivax-like (APGANQEGGAA)z. For P. falciparum and P.
malariae, sequences (NANP)y and (GNAA),-GNDA-
(GNAA), were used, respectively.

Measuring IgG responses

The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the
detection of antibodies to the CSP was conducted, as pre-
viously described [38]. Briefly, MaxiSorp™ plates (Nunc,
Carlsbad, CA, USA) were coated with 5ug/ml of the syn-
thetic peptides representing CSP repeats of P. vivax
(PvCS), P. falciparum (PfCS), and P. malariae (PmCS),
and incubated overnight at 4 °C. Individual plasma sam-
ples were assayed at a dilution of 1:100 for one hour at
37 °C. Bound antibodies were detected by IgG-peroxidase
conjugated goat anti-human IgG (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA), followed by O-phenylenediamine dihy-
drochloride (Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO) and hydrogen
peroxide, The optical densities (ODs) were recorded on
an ELISA reader (BioTek ELx800™) at 490 nm. On each
plate, reactive standard sera and non-reactive standard
sera from individuals living in non-endemic areas who
have never been exposed to malaria infection were placed.
Results were expressed as reactivity index (RI), which was
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calculated by dividing the mean OD values of tested sam-
ples by the mean plus three standard deviations (SDs) of
negative controls tested simultaneously. Samples with an
RI greater than 1 were considered positive for the CSP
peptide tested. In the case of P. vivax, positive samples
presenting RI > 1 for any of the three CSP repeats repre-
senting P. vivax CSP genotypes (VK210, VK247, and P.
vivax-like) were considered.

HLA genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood with eth-
ylenediaminetetraacetic acid (EDTA) using QIAamp®
DNA Blood Midi Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA,
USA). The concentration and quality of all DNA were
analysed using NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). HLA-DRB1 and
HLA-DQB1 genes were typed using a Luminex” Multi-
analyte profiling system (One Lambda, Inc, Canoga
Park, CA, USA). This system uses LABType* SSO One
Lambda typing kit (One Lambda, Inc., CA, USA) and is
based on the PCR sequence-specific oligonucleotide
probes. The highly polymorphic exons 2 of the HLA-
DRB1 and HLA-DQB1 genes were amplified using the
kit-specific primer pairs. The 5' ends of the upstream
primers were labeled with biotin. Hybridized amplicons
were labeled with streptavidin, R-phycoerythrin, and
quantified on the Luminex" 100 flow analyzer (One
Lambda, Inc, CA, USA). The hybridized patterns
were classified using HLA Visual 2.0 software (One
Lambda, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

Table 1 Epidemniclogical characteristics of study participants
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Statistical analysis

Analysis were done using Epi Info™ 2002 (CDC, Atlanta,
GA, USA), GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Soft-
ware, Inc, San Diego, CA, USA), and R version 3.4.0
(Vienna, Austria) [39]. Differences in medians in terms
of the study population data were calculated using the
non-parametric Mann—Whitney U test. The student’s t-
test was used to compare the means of normally
distributed data, or normalized transformations were
performed on raw data before testing by one-way ana-
lysis of variance (ANOVA). Differences in the propor-
tions of the frequencies between variables were
evaluated using the chi-square (y°) test. Associations
between antibody levels and epidemiological data were
assessed with Spearman’s rank correlation. Overall
associations of antibody responses with the alleles from
each HLA-DRB1* and HLA-DQB1* loci were evaluated
by comparing the allele frequencies between seronega-
tive (non-responders) and seropositive (responders)
subjects using a Fisher's exact test 2x 2 contingency
table. Statistical significance was set at P < 0.05.

Results

Characteristics of the study participants

Details about the study population are summarized in
Table 1. Three hundred and fifty-seven individuals were
enrolled in this study. The majority of individuals in-
cluded in this study were randomly selected (i =285).
Only 72 individuals were recruited from the outpatient
clinic, but they lived in the same area as the other partici-
pants and had similar exposure to malaria infections.

Malaria diagnosis

Pasitive Negative Total P-value
n=98 n=7259 n=357
Gender n (%) Female 30(194) 125 (80.6) 155 (434) 0003
Male 68 (33.7) 134 (66.3) 202 {56.6)
Age (years} 02+116 305+155 304 + 145 0.862
Time of residence in endemic area 256+ 115 242+131 2451127 0352
Previous malaria infection 77+124 117+152 106+ 145 0021
Time since last malaria infection 297 +694 A 6+667 383+675 0137
Previous Plasmodium species
P, vivax 35 (473) 71 {32.0) 106 {35.8)
P. falciparum 1 (14 13 (5.9) 14 (4.7) 0.236
P, vivax/P. falciparum 38(51.3) 137 (61.6) 175 (59.1)
Current Plasmodium species
P. vivax - - 71 (725)
£, falciparum - 26 (26.5) < 0.0001
P vivaxfP. falciparum - - 11010

Gender: n (%]); Age: mean + 50; Time of residence in endemic area (years): mean + 50 Previous malaria infection: mean + 50; Time since the last malaria infection
{months): mean + 50; Previous Plasmodium species: n (%); Current Plasmodium species: n (%)
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Parasite prevalence determined by microscopy and/or
PCR was 27% (71 had P. vivax, 26 had P. falciparum,
and one had a mixed infection). It is worth noting that
all individuals testing positive by microscopy were also
positive by PCR, except five individuals who were found
positive only by PCR.

The proportion of males to females was not signifi-
cant, but the infection rate was higher in males. No dif-
ferences were observed in the mean age, time of
residence in endemic area, and time elapsed since the
last malaria episode between parasite-positive and
parasite-negative individuals. However, individuals who
were parasite-negative recalled a higher number of pre-
vious malaria episodes than those who were parasite-
positive. The studied population recalled, by memory,
having had previous episodes with confirmed diagnosis
of P. vivax or P. falciparum malaria, but no history
of P. malariae.

Malaria-associated symptoms were present in 86.7% of
the infected individuals, even though they all reported re-
peated malaria infections. The most common symptoms
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reported by the participants at the time of blood collection
were fever (66%), headaches (76%), chills (54%), myalgia
(57%), and nausea (43%).

Naturally acquired antibody responses against the CSP

The prevalence of naturally acquired antibodies to PvCS,
PfCS, and PmCS was measured. Of the study participants,
72% presented 1gG against at least one of the three pep-
tides. The prevalence of IgG against PvCS (62%) was higher
than PECS (49%, P < 0.01) and PmCS (46%, P < 0,001), Most
of the individuals had antibodies to at least one of the three
peptides (72%), 34% had antibodies to all three peptides
and 28% were non-responders. Although P. malariae was
not detected by microscopy or PCR in the study population,
the prevalence of antibodies to PmCS (46%) was similar to
PFCS (49%) (see Fig. 1a). Levels of antibodies, expressed as
the RI, were significantly higher in responders to PfCS than
to PvCS (see Fig. 1b). However, the IgG RI of anti-CS anti-
body was also not associated with time of residence in en-
demic area (r=0.048 P=0.36 for PvCS; r=0.04, P=045
for PFCS, and r=0.058, P=0.27 for PmCS) or number of
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Fig. 1 Prevalence and magnitude of antibodies to CSP repeats. a Frequency of responders to PvCS, PCS, and PrCs. Py represents individuals responding
1o PvCS peptide only, P for FICS only, Pm for PmCS only, PyPf for both PvCS and PACS peptides, PvPrm for both PvCS and PmiCS peptides, PIPm for bath
PRCS and PmCS peptides, and PvPfPm responders to all three peptides. NR represents non-responders to all three peptides. b Rl of IgG antibodies against
each C5 peptide, Rl = 1 was considered positive. The bars indicate the median and the range
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past malaria infections (r=0.016, P=0.75 for PvCS;
r=0.010, P=0.84 for PfCS, and r=0.053, P=0.31
for PmCS). We did not find any association between
antibody responses and age (r=0.006, P=0.11 for
PvCS; r=0.009, P=0.06 for PfCS, and r=0.004, P=021
for PmCS).

Effect of P. falciparum and P. vivax infections on IgG
positivity and magnitude

The prevalence and magnitude of specific CSP anti-
bodies in parasite-positive individuals showed that 51.4%
of P. vivax- and 62.9% of P. falciparum-infected individ-
uals had antibodies to the corresponding CSP repeats. In
individuals diagnosed with P. vivax, the prevalence of
antibodies to PvCS was similar to PfCS and PmCS, and
41.7% were non-responders. In individuals diagnosed
with P. falciparum, the prevalence of antibodies to PfCS
was also similar to PvCS and PmCS. However, only 14.8%
were non-responders, and the prevalence of antibodies to
PfCS and PmCS were significantly higher in individuals
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with P. falciparum when compared to P. vivax-infected
individuals. Although the majority of the population (72%)
was not infected at the time of the survey (n = 257), 74.3%
of the parasite-negative individuals had antibodies to at
least one of the CSPs. Among the parasite-negative indi-
viduals, the prevalence of antibodies to PvCS was signifi-
cantly higher when compared to PfCS (P<0.01) and
PmCS (P<0.0001), and 25.7% were non-responders (see
Fig. 2a). Comparing the antibody levels between malaria-
positive and malaria-negative individuals, the presence
of parasites did not have any impact on the IgG RI of
responders. Likewise, no significant differences were
observed in the magnitude of PvCS antibodies in P
vivax parasite-positive individuals and PfCS antibodies
in P falciparum parasite-positive individuals. Al-
though individuals who were parasite-negative seemed
to have higher antibody levels, no significant differ-
ences were observed between parasite-positive and
parasite-negative individuals for all three CSPs (see
Fig. 2b).
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Fig. 2 Frevalence and magnitude of antibodies to CSF repeats in parasite-pasitive and parasite-negative individuals, a Frequency of respanders
to PyCS, PICS, and PrCS among F, vivax and P, falciparum parasite-positive individuals and parasite-negative individuals (negatives). b 1gG Rl of
antibodies to PyCS, PCS, and PmCS among P. vivax and £, falciparum parasite-positive individuals and parasite-negative individuals (negatives).
The bars indicate the median and the range
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Antibody responses to CSP according to the time elapsed
since the last malaria infection

To investigate the ability of the CSP antibody to deter-
mine whether individuals had been infected in the recent
past, we compared the prevalence and the RI of anti-
CSP antibodies according to the time elapsed since the
individuals' last malaria infection according to their re-
call in memory.

Individuals positive for malaria were assigned as
having malaria in the last <1 month. Figure 3a shows
that the frequency of responders to PvCS, PfCS, and
PmCS did not significantly differ between individuals
who had been infected more recently (<1 month and
(1, 12] meonths). In individuals who had the last
malaria infection over a year ago (> 12 months), the
prevalence rates of antibodies to PvCS and PfCS were
higher when compared with individuals more recently
infected. The IgG RI to PvCS, PfCS, and PmCS did
not differ according to the time since the last malaria
infection. It is noteworthy that among individuals
who reported their last malaria infection over the
past 12 months, IgG levels to PfCS and PmCS were
higher when compared to PvCS (see Fig. 3b). How-
ever, no association was observed between the lgG
RI and time elapsed since the last malaria infection
for all the CSP antigens (r=0.009, P=0.85 for PvCS;
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r=0.015, P=0.78 for PfCS, and r=0.024, P=0.64 for
PmCS).

HLA-DRB1 and HLA-DQB1 allele and antibody responses
Considering that HLA class II molecules play an im-
portant role in antibody response and that 28% of in-
dividuals did not respond to all three CSP peptides,
we evaluated the influence of HLA-DRBEI and HLA-
DQBI1 alleles on the naturally acquired IgG responses
to the CSPs of P. vivax, P. falciparum, and P. malar-
iae in 280 individuals. The frequency of each allele in
responders and non-responders to all three CSPs are
summarized in Table 2.

Common allele groups ranged from 13 at the HLA-
DRE1 locus and five at the HLA-DQBI locus. The pre-
dominant HLA-DRB1 allelic groups were HLA-DRB1*04
(16%) and HLA-DRB1*13 (14%), and the most frequent
HLA-DQB1 were HLA-DQB1*03 (38%) and HLA-
DQB1%06 (21%). Although 72% of the population were
positive to at least one of the peptides, the frequency of
HLA-DRB1*01 was significantly higher in non-responders
to PvCS and PfCS and HLA-DQB1%05 in non-responders
to PvCS and PfCS. In contrast, we observed a higher fre-
quency of HLA-DQB1*02 genotype in responders to PfCS
peptide. Antibodies to PmCS showed no association with
particular HLA-DRB1 and HLA-DQB1 genotypes.
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Fig. 3 Prevalence and magnitude of antibodies against CSP repeats accord
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01, 12} monthyn=52
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Table 2 Frequency (f) and number (n) of antibody responders (R} and non-responders (NR) to C5 peptide repeats for P. vivax, P.
falciparum, and P. malariae according to HLA-DRB1 and HLA-DOB1 genotypes

PuCS PFCS PmCs

R MR R NR R MR

fim fim f{r f{m f{n) fin)

HLA-DRB1
DRB1*01 005 (18) 0.15 (30) *** 004 (12) 013 (36) *** 006 (15) 0.1 (33)
DRB1*03 0.06 (23) 0.05 (3) 00607 005 (15) 0.06 (16} 0.05 (16)
DRB1*04 0.6 (59) 0.15 (29) 018 (52 013 (3g) 0.14 (35) 0.7 {53)
DRB1*07 012 (43) 008 (16} 0.13 (36) 008 {23) 011 (27) 0.10{32)
DRB1*0B 007 127) 010 (19 0.09 (25) 008 (21) 0008 (23) 0,07 (23)
DRB1*09 0.02 (9) 0.03 (6) 002 (8) 003 (9) 002 (6) 003 (9)
DRB1*10 003 (12) 002 (3) 0m 4 004 0171) 003 (7) 0.03 (8)
DRBI*1T 0.7 (40) 010 (19 01027 012432 01231 009 (28)
DRBI"12 001 (2} 003 (5) 001 (3) o0 4 001 3) 0.01 {4)
DRB1*13 0.15 (58) 011 (22) 0.15 (41) 0.13(37) 0,14 (34) 0.14 (44)
DRB1*14 004 (16) 0.04 (7) 005 013) 0.04 (10 004 (9) 0.05 {14}
DRB1*15 009 (33) 0.0 (19} 0.08 (23) 0,10 (29) 0.0 (28) 0.08 (26)
DRBI"16 0.08 (28) 005 (10} 0.08 (23) 005015 007 (18) 0.06 {20)
HLA-DGB1

DOB1*02 017 i62) 012 (24) 019 (53)* 012 33) Q17 (43} 0.14 {43)
DOB1*03 040 (145) 0.34 (B5) 041 (116) 034 (94) 038 (96) 037 (114)
DOB1*04 (.08 (30) 0.08 (16} 007 (21) 0.09(25) 0.06 (16) 0.10 (30
DOB10s 0.15 (54) 0.24 (47} ™ 0.13 (36) 023 (65) * 0.7 (42) 0.19 (59)
DOBE1*06 0.20 (74) 022 (42) 0.20 (55) 0221{61) 0.21 (52 021 {64)

The association was verified sing a Fisher's exact test 2 x 2 contingency table; *P < 0.01, ** P < 0,001, *** P < 0.0001. Each individual contributed with two HLA

allele observations

Evaluation of HLA-DRB1 and HLA-DQB1 haplotypes and
antibody responses

Associations attributed to individual DRB1 and DQE1 al-
lele groups were partially reflected by the DRB1~DQEBE1
haplotypes. These allele groups contributed to 10 com-
mon DRB1~DQB1 haplotypes.

Frequencies of responders and non-responders to
each peptide according to the haplotypes are described
in Fig. 4. The association between DRB1°01 and
DQB1*05 of non-responders was mostly due to
DRB1°01~DQB1%05 haplotype for PvCS, PfCS, and
PmCS. The positive association of DQB1°02 with
responders to PfCS was mainly because of the
DRB1*07~DQB1°02 haplotype. Among individuals car-
rying the haplotypes DRB1°04~DQB1*03, there was a
significantly higher frequency of responders to PfCS,
and DRB1*16~DQB1%03 haplotype for PvCS and PfCS,

Discussion

Malaria elimination is on the agenda of the control pro-
gram in Brazil, and effective monitoring of disease trans-
mission is crucial. From 2007 to 2017, P. falciparum has
been decreasing (under 11%), P. vivax has become the

predominant species (88%), and only a few cases of P.
malariae have been reported in Rondénia state. This
epidemiological situation gave us the opportunity to
investigate whether seroprevalence to the CSPs of P. fal-
ciparum, P. vivax, and P. malariae is a good tool for
monitoring the exposure to and/or evaluating the bur-
den and distribution of these species in a rural area of
Porto Velho, Rondonia.

Our results show that antibody responses against the
CSP repeats of P. vivax and P. falciparum were higher
than those estimated based on blood analysis and/or
PCR, and revealed the presence of anti-CSP antibody to
P. malariae. This is not surprising as a high prevalence
of anti-CSP antibody to P. malariae has been reported
in five states of the Amazon, including Rondédnia [32].
Although we did not detect P. malariae infection by
PCR, this species seems to be more common than sug-
gested by official data based on microscopy. Studies
using nested PCR have found significantly more cases of
P. malariae infection in patients from Rondénia (10%)
and Mato Grosso (11.9%) [4, 5, 32]. In addition, case
reports documented that P. malariae has the ability to
persist in a single host for decades as a chronic, low-
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density, asymptomatic infection, and there is a risk of
recurrence decades after initial exposure, even when
the infected individuals have left the endemic region
[40-42]. Even though P. malariae reported cases in
Rondonia have been rare, the high prevalence of anti-
bodies to the CSP repeats of P. malariae in the
absence of detected cases during the surveys could be
due to the presence of antibodies cross-reacting with
P. vivax, P. falciparum or with the simian P. brasilia-
mum antigens [43]. Indeed, P. malariae and P. brasi-
lianum share identical CS repeat sequences and do
not segregate into distinct types in all genomic
markers used so far [44].

44

Overall, production of anti-CSP antibodies was
independent of a blood-stage infection. Current or re-
cent blood infections appear to have little impact on
seropositivity and do not seem to boost the anti-CSP
response, as prevalence and levels of anti-CSP anti-
bodies were not significantly different between
parasite-positive and parasite-negative individuals.
This is consistent with other studies that showed the
absence of anti-CS antibody responses in individuals
with confirmed exposure to P. falciparum, P. vivax
and P. malariae [24, 45—48]. However, it also import-
ant to note that in the case of P vivax, the presence
of blood stage infection does not necessarily indicate
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a new infection as it may be due to a relapse. It is
not known if the presence of hypnozoites/relapses
could influence serological profile, especially those
against sporozoites.

Numerous studies that evaluated anti-CSP antibody
responses in endemic populations showed that an anti-
sporozoite humoral immune response was independent
of a blood stage infection, but correlates with exposure
and increases with age [49-51]. We were unable to
establish a correlation between specific anti-CSP
responses and age, time of residence in endemic area,
number of previous malaria infections, and time
elapsed since the last malaria infection, corroborating
with previous observations that anti-CSP antibodies do
not necessarily correlate with recent exposure [17, 46,
47]. However, seroprevalence indicates ongoing expos-
ure to all three Plasmodium species in the area.

As infection and exposure refer to infective bites by a
mosquito regardless whether it results in a blood-stage
infection, it is difficult to obtain data that reflect individ-
ual natural exposure to infective bites. On the other
hand, several studies showed that anti-CSP antibody re-
sponses change with seasonal or geographical transmis-
sion intensity. In low transmission settings, anti-CSP
antibodies formed at a slower rate and decayed at a fas-
ter rate compared to anti-blood-stage antibodies [21]. In
contrast, half-life of antibodies against CSP has been re-
ported as long as several years in a malaria outbreak in
Brazil and in Africa, and as short as 27 days in Thailand
125, 52, 53].

Although we were unable to establish a correlation be-
tween time since the last malaria infection and specific
anti-CSP responses, the prevalence of antibodies to
PvCS and PfCS was higher in individuals for whom the
time elapsed since the last malaria infection was more
than one year ago.

One major limitation of our study is that serological
measures were performed from a single cross-sectional
survey at the malaria transmission season and changes
in prevalences and the persistence of antibodies to the
CSP after the end of the transmission was not evaluated.
Interestingly, in our study, a proportion of naturally
exposed individuals remained unresponsive to all CSP
repeats (28%), even after a history of repeated malaria
exposures and current P. falciparum and P. vivax infec-
tion. Non-responsiveness to CSP in a proportion of indi-
viduals living in endemic areas is a well-documented
finding and several studies have reported an association
between specific HLA alleles and immune response to
malaria antigen [28, 54]. In the current study, HLA-
DRB1*01 and HLA-DQB1*05 allelic groups were associ-
ated with a lack of antibodies to PvCS and PfCS, and the
haplotype DRB1*01~DQB1*05 was also associated with
non-responders, including non-responders to P. malariae.
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Interestingly, according to the Brazilian National Registry
of Bone Marrow Voluntary Donors, the allelic frequency
of DRBI1*01 in the Amazon region is 19.73% and in
Rondonia, it is 19.79% [55]. In addition, in 99.3% and 98.
9% of times (Amazon region and Rondénia, respectively)
that both DRB1 and DQB1 were typed, the presence of
DREB1*01 was associated with DQB1*05 allele, indicating a
total linkage disequilibrium. Considering that the DRB1°01
allele is frequent in the studied population and in the
Amazon region, although the ethnicity of the population
may impact the frequency of HLA, a great number of indi-
viduals could be non-responders. HLA-DRB1*01 was
also negatively associated with repetitive regions of P,
vivax MSP-9 antigen in the Brazilian Amazon, and
HLA-DQBI1%05 along with HLA-DRB1*13 has been
associated with a reduced susceptibility to severe
malaria in Gambian children [28, 51, 54].

In contrast, we observed a higher frequency of
DRB1*07~DQB1*02 and DRB1'04~DQB1°03 haplotypes
in responders to PICS, and DRB1*16~DQB1*03 haplotype
for both PfCS and PvCS. These antibody responses did
not seem to be related to exposure as no difference was
observed between time of residence, number of previous
malaria infection, and time since the last malaria infection,
and the presence of these alleles.

Conclusions
Our results show that in a low transmission setting, natur-
ally acquired antibody responses against the CSP repeats
of P, vivax, P. falciparum, and P. vivax measured in a sin-
gle cross-sectional study may not represent a valuable
marker for monitoring recent malaria exposure, especially
in an area with a high prevalence of P. vivax. Furthermore,
HLA class II alleles (HLA-DRB1*01, HLA-DQB1%02, and
HLA-DQB1*05) were associated with antibody response
for CSP of P. vivax and P. falciparum, and it will be of
interest to consider a HLA analysis when using serosur-
veillance among genetically diverse populations. In the
context of malaria elimination, factors affecting the acqui-
sition and maintenance of antimalarial antibodies are im-
portant for the development of serosurveillance tools.
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Abstract

Background: Cytokines play an important role in human immune responses to malaria and variation in their
production may influence the course of infection and determine the outcome of the disease. The differential
production of cytokines has been linked to single nucleotide polymorphisms in gene promaoter regions, signal
sequences, and gene introns. Although some polymorphisms play significant roles in susceptibility to malaria,
gene polymorphism studies in Brazil are scarce.

Methods: A population of 267 individuals from Brazilian Amazon exposed to malaria was genotyped for five single
nucleotide polymarphisms (SNPs), IFNG + 874 T/A, IL10A-1082G/A, IL10A-592A/C, IL10A-819 T/C and NOS2A-954G/C.
Specific DNA fragments were amplified by polymerase chain reaction, allowing the detection of the polymorphism
genotypes. The polymorphisms ILT0A-592A/C and IL10A-819 T/C were estimated by a single analysis due to the
complete linkage disequilibrium between the two SNPs with D'=0.99. Plasma was used to measure the levels of
IFN-y and IL-10 cytokines by Luminex and nitrogen radicals by Griess reaction.

Results: No differences were observed in genotype and allelic frequency of IFNG + 874 T/A and NOS52A-954G/C
between positive and negative subjects for malaria infection. Interesting, the genotype NOS2A-954C/C was not
identified in the study population, Significant differences were found in IL104-592A/C and IL10A-819 T/C genotypes
distribution, carriers of IL10A -592A/-819 T alleles (genotypes AA/TT + AC/TC) were more frequent among subjects
with malaria than in negative subjects that presented a higher frequency of the variant C allele {p < 0.0001). The
presence of the allele C was associated with low producer of IL-10 and low parasitaemia. In addition, the GTA
haplotypes formed from combinations of investigated polymorphisms in IL104 were significantly associated

with malaria (+) and the CCA haplotype with malaria (—) groups. The IL10A-1082G/A polymorphism showed high
frequency of heterozygous AG genotype in the population, but it was not possible to infer any association of the
polymorphism because their distribution was not in Hardy Weinberg equilibrium.

Conclusion: This study shows that the ILT0A-5924/C and ILTOA-818 T/C polymorphisms were associated with
malaria and decreased |L-10 levels and low parasite density suggesting that this polymorphism influence IL-10 levels
and may influence in the susceptibility to clinical malaria.

Keywords: Malaria disease, Cytokines, Nitric oxide synthase, Polymorphism
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Background

Malaria is an infectious disease that affects millions of
people each year worldwide. The species of Plasmodium
that affect humans have different pathogenic potential.
However, beyond the pathogenic potential of the para-
site, there are environmental factors, host genetics and
parasite virulence associated to susceptibility and resist-
ance to malaria [1,2]. The identification of host factors
may increase the understanding of the interactions be-
tween the parasite and host, as well as the mechanisms
involved in the pathology and immunity. In human mal-
aria, a link between enhanced IFN-y, TNEF, IL-6, IL-10
and nitric oxide (NO) levels and severity of the disease
have long been reported [3-7], although this is not a
consistent finding [8-10]. In recent years, several studies
have demonstrated that the presence of polymorphisms
in IFN-y, IL-10 and NO gene have been associated with
susceptibility or resistance to various diseases [11-15],

The main polymorphism in the gene encoding IFN-y
(IFNG + 874 T/A polymorphism) is located in its first in-
tron at position +874 and studies have reported only
weak associations between IFNG SNPs and susceptibility
to severe malaria [16,17]. In Brazil, there is one study
showing that IFNG + 874 T/A polymorphism are associ-
ated with reduced levels of IFN-y in patients with the
homozygote mutant AA genotype while carriers of the
wild alleles (AT and TT) were associated with higher
levels of this cytokine [18].

IL-10 cytokine has an important regulatory role and
polymorphisms in the promoter region of IL10A impair
the production of this cytokine [19,20], and may contrib-
ute to the pathog of di s. In malaria, the role
of IL-10 in regulating the inflammatory response remain
conflicting since several studies suggest that enhanced
IL-10 is associated with increased pathogenesis while
others associate with protection [10,21-23]. The coding
gene of IL-10 cytokine contains a promoter region with
at least 5 kb, which were described over 27 polymor-
phisms [19]. In malaria, polymorphisms in the promoter
region (IL-10A-1082A/G, -819 T/C and -592A/C) were
associated with reduced IL-10 plasma levels and with
the development of acute anaemia in Kenyan children
with P. falciparum malaria in holoendemic areas [20].

Nitric oxide synthase 2 is the critical enzyme involved
in the synthesis of nitric oxide (NO), a molecule with di-
verse functions. There has been much speculation about
the part played by nitric oxide in malaria, both as an
antiparasitic agent and as a potential cause of cerebral
malaria [24-27]. A report from Gabon suggests that a
single nucleotide polymorphism in the inducible nitric
oxide synthase (NOS2A) promoter is associated with
protection from all forms of severe malaria, including
susceptibility to reinfection while other study report an
association with the risk of fatal cerebral malaria [28].
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Recently, an association was found between mutation of
a nucleotide at position 84 in the gene of the enzyme,
NOS2A and a higher risk of cerebral malaria [29]. More-
over, associations between protection against severe mal-
aria and polymorphic forms of the promoter region in
African children have also been described [26]. However,
few studies evaluate the effect of the gene polymorphism
in the promoter of the NOS2A gene in NO production.
Although some polymorphisms play significant roles in
susceptibility to malaria, several findings are inconclusive
and contradictory and studies that explore the influence of
these polymorphisms in Brazil is scarce [18,30-32]. Thus,
cytokine gene polymorphisms have an unquestionable role
in the orchestration of the immune response, leading to
different functional scenario, which in turn influence the
outcome of disease establishment and evolution.

The hypothesis is that SNP polymorphisms may result in
changes in recognition sites of some transcription factors
that influence the levels of pro-and anti-inflammatory
cytokines in malaria infection and may lead to imbalance
between these molecules that could favor the host suscep-
tibility to Plasmodium and increase the risk for clinical
malaria in individuals naturally exposed to infections.
Therefore, this study examined the SNPs polymorphisms
that affect the expression of genes encoding IFN-y
(-874 T/A), IL-10 (-1082A/G, -819 T/C and -592A/C)
and iNOS (-954G/C) from a Brazilian Amazonian popula-
tion living in malaria endemic area of Brazil.

Methods

Subjects and methods

The present study included 267 individuals (malaria-ex-
posed group) from Porto Velho, Ronddnia State, malaria
endemic area in the southwestern Brazilian Amazon.
Among these individuals 73 (27.3%) were positive for
malaria infection (malaria (+) group) and 194 (72.7%)
individuals living in the same area were negative for
malaria infection (malaria (-) group). Malaria diagnosis
was performed in Giemsa-stained thin and thick blood
smears and parasitological evaluation was done by examin-
ation of 200 fields at 1,000X magnification under oil-
immersion. The parasitaemia was expressed as the number
of parasites/pl of blood in the thick blood smear. The num-
ber of parasites/pl of blood was calculated by multiplying
the number of parasites counted against 500 leucocytes,
and the number of leukocytes of the subject and dividing
the product by 500. A researcher expert in malaria diagno-
sis examined all slides. To confirm the parasitological
diagnosis, molecular analyses of all samples was performed
using primers specific for genus (Plasmodium sp.) and
species (Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax).
The amplification protocols were described previously by
Snounou et al. [33]. Subjects were considered to have mal-
aria if they were positive in the thick blood smear and/or
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polymerase chain reaction (PCR). Positive volunteers for P.
vivax and/or P. falciparum at the time of blood collection
were subsequently treated using the chemotherapeutic regi-
men recommended by the Brazilian Ministry of Health
[34]. Written informed consent was obtained from all
volunteers and the study was reviewed and approved by the
Fundagio Oswaldo Cruz Ethical Committee and the
Brazilian National Ethical Committee. All volunteers
were clinically evaluated and answered an epidemio-
logical questionnaire, including data as age, gender,
time of residence in endemic area, number of past in-
fections, past and last Plasmodium species infection
and time since last infection.

DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted using the kit QlAamp®
DNA Blood Midi/Maxi (QIAgen, Hilden, Germany),
quantified using the NanoDrop ND-1000 and stored
at -20°C until use. Amplification Refractory Mutation
System (ARMS-PCR), first described by Newton et al.
[35], analysed single nucleotide polymorphisms (SNPs)
for the IFNG +874 T/A, IL-10A-1082A/G, IL10A-
819 T/C and ILI0A-592A/C, and NOS2A-954G/C
polymorphism by Restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) [26]. The polymorphisms [LI0A-
592A/C and IL10A-819 T/C were estimated by a single
analysis due to the complete linkage disequilibrium
between the two SNPs with D'=0.99. Amplifications
were performed in a GeneAmp PCR System 9700 (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA) using 2.5UI for
IFNG and [L10A and 1.5UI for NOS2A of Tag DNA
polymerase (5U/ pL, lnvitrogen). Cycling PCR condi-
tions for IFNG + 874 T/A were 95°C (3 minutes), 10 -
cycles of 95°C (15 seconds), 65°C (50 seconds), 72°C
(40 seconds) followed by 20 cycles of 95°C (20 sec-
onds), 55°C (50 seconds) and 72°C (50 seconds), 72°C
(7 minutes) 4°C until use. Cycling PCR conditions for
IL10A polymorphisms were 95°C (1 minute), 10 cycles
of 95°C (15 seconds), 65°C (50 seconds), 72°C (40 sec-
onds) followed by 20 cycles of 95°C (20 seconds), 59°C
(50 seconds) and 72°C (50 seconds), 4°C until use.
Cycling PCR conditions for NOS24-954G/C were 95°C
(3 minutes), 30 cycles of 94°C (10 seconds), 60°C
(30 seconds), 72°C (30 seconds); 72°C (7 minutes) and
4°C until use. The NOS2A-954G/C amplified product was
subsequently digested with BSAI restriction enzyme in the
following condition: 50°C (60 minutes), 65°C (20 minutes)
and 4°C until use. All amplified products were evaluated
by electrophoresis on a 1.5% (IFNG and IL10A) and
2.5% (NOS2A) agarose gel containing ethidium brom-
ide (0.5 pg/mL). After electrophoresis, the fragments
were displayed and the images were photographed on
a transilluminator Multi Doc-It™ Digital Imaging System
(UVP, Upland, CA) (Figure 1).
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Analysis of plasma cytokines concentration

Levels of IFN-y and IL-10 were detected in plasma
samples by a multiplex assay (Bio-Plex assay, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions using the Luminex system
(Luminex Corporation, Austin, TX, USA) and analysed
with a Bio-Plex suspension array system (Bio-Rad La-
boratories). Fluorescence intensity was transformed
into cytokine concentration using the Bio-Plex man-
ager software (version 3.0). A minimum of 100 beads
per region were analysed. A curve fit was applied to
each standard curve according to the manufacturer's
manual and sample concentrations were interpolated
from the standard curves. The limit of detection was
0.79 pg/mL for IFN-y and 2 pg/mL for IL-10.

Griess microassay detection of nitrite and nitrate

A modified Griess reaction was used to detect nitrite
and nitrate [36,37]. The NO levels in samples were indir-
ectly measured after first converting nitrates to nitrites
with a nitrate reductase treatment (Aspergillus species
NAD [P] H, Sigma, UK) and NADPH B-nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (Sigma Diagnostics,
St. Louis, USA). Griess reagent [5% phosphoric acid,
1% sulphanilic acid and 0.1% N-(1-naphthyl-1)-ethy-
lendiaminedihydrochloride, all from Sigma, UK, dissolved
in 100 mL deionized water] was added and proteins were
subsequently precipitated by trichloroacetic acid (BDH,
England). The tube contents were mixed and centrifuged
(Eppendorf centrifuge 5415 C, Germany); two samples of
each supernatant were transferred to a flat-bottomed
microplate and their absorbances were read at 520 nm
using a microplate reader (SpectraMax, Molecular
Devices Inc). NO values were calculated from standard
calibration plots.

Statistical analysis

Epidemiological and experimental data were stored in
the Epi- Info 3.5.1 (CDC, Atlanta, USA). Allele and
genotype frequencies were estimated by gene counting
and differences between groups by x” test. The risk of
malaria associated with polymorphisms was estimated
using odds ratios (OR) and confidence interval of
95% (CI) with and without adjustment by age, gender,
length of residence in an endemic area and number
of previous episodes of malaria. Differences between
malaria (+) and malaria (-} groups were estimated by
Mann—Whitney and t tests. Relationships between epi-
demiological factors and cytokine levels were assessed
by Spearman’s correlation The Hardy-Weinberg equilib-
rium (HWE) was assessed by }(2 test and Fisher Person.
The genetic analyses correspond to codominant logistic
regression model (homozygous major allele VS, Heterozy-
gote + homozygote secondary). The linkage disequilibrium
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A IFNG+874T/4

1 2 3 4

N TNHH_H

426bp—>
258bp—>

1.100bp DNA Ladder;

2. Homozygous TT or AA;
3. Heterozypgous TC or AC;
4. Homozygous CC.

specific bands for G and A alleles of ILT04-1082G/4 polymorphism,

Figure 1 Visualization of amplified fragments on agarose gel. 426 bp fragment: band carrespanding to internal control using a palr of
primers designed fram the nucleotide sequence of human growth hormone; A, 263 bp fragment: specific bands for T and A alleles of IFNG +
874 T/A palymorphism; B. 437 and 136 bp fragments: specific bands for G allele of NOS24-854G/C polymarphism; 573 bp fragment: specific band
for C allele of NOS2A-854G/C palymorphism; C. 258 bp fragment: specific bands for A/T and C alleles of IL104-5924/C and IL10A-818 T/C
polymorphisms were estimated by a single analysis due to the complete linkage disequilibrium of the two SNPs (¥ = 0.99), D. 233 bp fragment:

B  Nos24-954G6/c

573bp —>
437bp —>

136bp —>

1. 100 bp DNA Ladder;
2. Homozygous GG;
3. Heterozygous GC.

D  mio4-10826/4

was calculated by D statistic and frequency haplotypes by
calculating the maximum likelihood estimator via the
EM algorithm (Expectation Maximization) using two-step,
step “E” (Hope) and step “M” (max) until convergence is
achieved. Statistical analyses were performed using Graph
Pad Prism software and SNPStats 5.0 (San Diego,
California, USA). Statistically significant values of p < 0.05
was considered.

Results

Description of the studied population

The epidemiological surveillance shows that a significant
proportion (93.16%) of the inhabitants reported a
prior infection with P. vivax and/or P. falciparum in-
dicating that the majority of the individuals were
exposed to malaria parasite throughout the years.

Among studied participants, 55.4% were male and the
mean age was 30.99 +14.37 years. Comparing both
groups, a higher frequency of males was observed in
malaria (+) group. However, no statistical differences
were identified regarding age, the length of residence
in an endemic area and number of previous episodes
of malaria between groups. Yet, the time since last in-
fection was higher in malaria () group (Table 1). In
malaria (+) group, 53 (72.6%) individuals were infected
with P. vivax and 20 (27.4%) with P. falciparum, con-
sistent with Plasmodium species distribution reported
by the Brazilian Ministry of Health [34]. No cases of
severe malaria were seen and fever and headache were
the main reported symptoms in all patients. Parasit-
aemia and symptoms were similar in patients infected
with both plasmodial species (Table 2).
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Table 1 Characteristics of the study participants
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Malarla dlagnom

Positive N=73 Negative N= 194 Total N =267 *P value
Gender n (%)
L) 21 (28:8%) 98 (50.5%) 119 [44.6%) 0.001
a8 52 (71.2%5) 96 (49,5%) 148 (55.4%) 0.0
Age 28 (9-54) 30 {471} 29{4-71) 0531
TREA (years) 251(1-33) 24(2-30) 24 (1-63) Q079
NPE 5(0-500 5 {0-99) 51{0-99) 0072
TLI (Months) & (0-360) 125 (0-420) 12 {0-420) 0016

Data expressed as n (%) of patients; Time of Residence in years TREA; Number of Previous Episodes NPE; Time since Last Infection TLE Age, TREA, NPE and TLI

P d as median

IFN-y, IL-10 and NO plasma levels

The means levels of IFN-y (66.71 pg/mL [2.00-3629.00])
and IL-10 (795.34 pg/mL [1.15-16782.93]), were higher
in plasma of malaria (+) when compared with malaria
(=) group (IFN-y 19.44 pg/mL [1.46-3919.00] and IL-10
1.29 pg/mL [0.40-989.00]). The levels of NO did not
differ significantly when the groups were compared
(malaria (+) 2549 pM [11.65-75.85] and malaria (-)
3541 pM [0.52-110.95]) (Figure 2A). No differences
were observed in the levels of IFN-y (58.96 pg/mL [2—
3629]), IL-10 (627.39 pg/mL [1.15-16782.9]) and NO
levels (23.98 uM [11.65-75.85]) in P. vivax (n=53) in-
fected individuals when compared with the levels of
IFN-y (98.40 pg/mL [2.00-548.15]), IL-10 (1149.88 pg/
mL [3.02-6540.45]) and NO levels (28.49 puM [12.99-
40.31]) in P. falciparum (n=20) infected individuals
(Figure 2B). Although both IL-10 and IFN-y were higher
in malaria (+) group, Figure 3 shows that the correlation
between cytokine levels and parasite density were only
observed for IL-10 (rho = 0.58 p < 0.0001).

Alleles, genotypes and haplotypes frequencies obtained
for IFNG, IL10A and NOS52A genes

The SNPs investigated, their location in the gene, the
genotype and allele frequencies observed in malaria (+)

*Statistical significance determined by Mann Whitney U and Chi-square tests.

and malaria (-) groups are presented in Table 3. The
groups fell within Hardy-Weinberg equilibrium with
non-significant values by x* test for the genotype ob-
served and expected for all polymorphism except for the
IL10A-1082G/A (X" =41.76, p<0.0001, x*=3233, p<
0.0001). The [FNG + 874 T/A genotype and allelic fre-
quencies did not differ between malaria (+) and malaria
(=) groups. In both groups, the most frequent genotype
for IFNG + 874 T/A was the homozygous mutant AA
followed by AT heterozygous and homozygous wild T al-
lele. The variant allele +874 A was more frequent than
wild T. In contrast, the distribution of the IL10A-1082G/
A genotype differed between malaria (+) and malaria (-)
groups while allelic frequencies were similar in both
groups. Although the heterozygous AG genotype were
more frequent in both groups, this genotype was sig-
nificantly higher in malaria (+) (p <0.001). The poly-
morphisms [LI0A-592A/C and IL10A-819 T/C were
estimated by a single analysis due to the complete link-
age disequilibrium between the two SNPs with D'=0.99.
The A allele of [LI0A-592A/C was always linked with the
T allele of and IL10A-819 T/C and C with C. IL10A-592A/
A and IL10A-819 T/T genotypes were more frequently
observed in malaria (+) compared with malaria (=) group
(p < 0.001), even when adjusted by sex and age. Similarly

Table 2 Malaria symptoms and parasitaemia according to plasmodial species

Plasmodial species (n=73)

P. vivax P. falciparum Total *P value
Number of infected n (%) 53 (726%) 20 (27 4%) 73 <0000
Parasitaemia 2286 (50-17933) 1214 (52-12623) 2097 (50-17933) 0334
Days since the onset of symptoms 2(1-5) 3010 3(1-10)
Fever 38 (71.7%) 15 (75%) 53 (726%) 0779
Headache 40 (755%) 15 (75%) 55 (75.3%) 0568
Chill 32 (60.4%) 13 (65%) 45 (61.6%) 0719
Myalgia 31 (58.5%) 14 (70%) 45 (51.6%) 0368
Nausea 20 (37.7%) 11 {55%) 31 (425%) 0184
Data expressed as n (%) of patients; Parasi (numb WL of blood) and onset of symp P i as median (mini

*Statistical significance determined by Mann Whitney U and Chl -square tms

53



Pereira et al. Malaria Journal (2015) 14:30

Page 6 of 12

falciparum infections. Data are expressed as means levels (means £ 5EM)
Whitnay U test; ***P value < 0.0001
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Figure 2 Levels of IFN-y (pg/mL), IL-10 (pa/mL) and NO (pg/mL) were compared in Malaria (+) and Malaria (-) groups and according

to the plasmodial species. Levels of [FN-y, IL-10 and NO in: A Malaria (+) and Malaria (-) groups and B. Plasmadium vivax and Plasmodium

on a logarithmic scale; Statistical significance determined by Mann

the wild alleles A/T were more frequent in malaria (+)
than malaria (-) groups (OR = 0.45; p < 0.0001). Stratifica-
tion of the individuals into haplotypic groups based on the
tree promoter [LI0A polymorphisms at positions -592/-
819/-1082 yielded the following haplotypes distribution:
Hapl (CCG), Hap2 (ATA), Hap3 (CCA) and Hap4 (ATG)
with frequencies that varied from 7% to 38% in both mal-
aria (+) and malaria () groups. As shown in Table 4,
Hapl and Hap2 were the most frequent haplotypes with
similar distribution in the groups. The distribution of the
haplotypes Hap3 and Hap4 were significantly different
between malaria (+) and malaria (-) groups, while the
Hapl and Hap2 were similar between the groups. The
Hap3 haplotype was more frequent in malaria (-) while
the Hap4 were more frequent in malaria (+) group. The

distribution of NOS2A4-954G/C genotype in the population
showed that the homozygous GG was more frequent in
both groups and the genotype NOS2A-954C/C was not
identified in the study population. The G allele was also
the most frequent allele with similar distribution in both
groups.

Association between IFNG, IL-10 and NO52A genotypes
and their products

No association was observed between [FNG-874 T/A,
NOS2A-954G/C and [L10A-1082G/A SNPs and the levels
of their products in plasma (Figure 4A-C). However, indi-
viduals with IL104-592A/C and IL10A-819 T/C genotypes
were strongly associated with the plasma levels of IL-10.
The 1L-10 levels were lower in subjects who carried the

A B C
24 =21 2,
l- |
= - W R @ @
3 i =
-E . o _E s
o | - . 2o = ©
= i F = o
b3 - = =z
Jv | L % Call ; -
t e I Ny "‘__,' ;';: et
g g K Aot Roared
o~ o~ o~
tho=0,58 P<0,0001 tho=0,15 P=0,201 | rhio=-0,053 P=0 68
ol e & &l
4 5 [} T ] 8 10 4 5 & T 8 ] 10 4 - é T [} ] 10
Log Parasites/u L Log Parasites/y L Log Parasites/u L
Figure 3 Correlation of cy and nitrogen radicals levels with p density in malaria pati A. IL-10 levels, B. IFN-y levels and
€. NO levels, High titers of IL-10 serum levels were correlated with parasitaemia by Spearman correlation irho = 0.58, p < 0.0001).
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Table 3 Genotypic and allelic frequencies of single nucleotide polymorphi in malaria (+) and malaria (-) groups
Studied polymorphisms Malaria (+) Malaria (-) OR (95% CI) *P value
(n=73) (n=194)

IFNG + 874 T/A

Genotypes ASH 38 (52%) 101 (32.1%) 1.00 052
AT 30 (41.19%) 77 (39.7%) 097 (0.55-1.70)
T 5 (6.8%) 16 (8.24) 1.20 (041-351)

Alleles 106 (73%) 279 (72%) 0.16 (068 - 1.58) 0.87

40 (27%) 109 (28%)

NOS2A-952G/C

Genotypes GG 70 (95.9%) 183 (94.3%6) 1.00 06
G/C 3 (4.1%) 11 (5.74%) 140 (0.38-5.18)
(wa

Alleles G 143 (98%) 377 (97%) 139 (0.38 - 5.05) 06
c 3 (2%) 11 (3%)

IL10A-1082G/A

Genotypes AR 3 (4.1%) 40 (20.6%) 1.00 00009
A 64 (87.7%) 135 (69.6%) 0.16 (0.05-0.53)
G/G 6 (8.29%) 19 (9.8%) .24 (0.05-1.05)

Alleles A 70 (48%) 215 (62%) 0.74 (050 - 1.08) 0.12
G 76 (52%) 173 (45%)

IL10A-592A/C and IL10A-819 T/C

Genotypes oic 13 (17.8%) 70 (36,1%) 1.00 0.0002
AGT/C 36 (49.3%) 100 (51,19 052 (0.26-1.04)
A TIT 24 (32.9%) 24 (124%) 0.19 (0.08-042)

Alleles C 62 (429%) 240 (629%) 045 (0.30 - 067) 0.0001
AT B4 (58%) 148 (38%)

IFNG + 874 T/A, NOS2A-954G/C, ILT0A-T082G/4, ILT0A-5924/C and IL10A-819 T/C polymorphisms: Alleles, n (%); Genotypes n (%); OR (95% Cl), calculating odds ratios
with confidence interval (CI) of 95%; *Analysis by x* test using the Fisher model codominance.

homozygous variant IL10A-592CC and -819CC (1.19 pg/
mL [0.4-2241]) compared to subjects with IL10A-592 AC
and -819TC (2.3 pg/mL [0.4-11233]) and wild homozy-
gous individuals with IL10A-592AA/-819TT (18.4 pg/mL
[0.4-16782]) (p<0.0001). Wild homozygous individuals
with TL10A-592AA/-819TT presented IL-10 levels three
times higher than individuals carrying variant allele C, in-
dicating an association between the AA/TT genotypes
with clinical malaria risk (Figure 4D).

Polymorphisms and parasitaemia levels association

The parasite densities among the different genotypes
and carried alleles were evaluated and the parasitaemia
was not influenced by the /FNG +874 T/A, NOS2A-
954G/C and IL10A-1082G/A polymorphisms (Figure 5).
Among the IFNG+874 T/A genotypes, the median
parasitaemia was 37.85 (50-17933) parasites/pL for het-
erozygous genotype AT, 11.72 (199-6518) parasites/pL
for homozygous wild TT and 1861 (52-11546) parasites/

Table 4 Haplotypes frequencies of ILT0A in malaria (+) and malaria (~) groups

Haplotypes frequencies

=592 -819 -1082 Malaria (+} Malaria (<) OR (95% ClI) *P value
Hap1 [ C G 03257 037 100 -
Hap2 A T A 03805 03056 085 (040 -1.77) 066
Hap3 [a C A 0,0989 0.2486 036 (.14 - 0.93) 0.036
Hap4 A i G 01948 00759 383 (140 -1045) 0.009

-592/-819/-1082; Positions of polymorphisms in the promoter region of the interleukin 10 gene; OR (95% Cl), calculating odds ratios with confidence interval (Cl)
of 95%; “Analysis by calculating EMV via EM algorithm using a logistic regression model.
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Figure 4 IFN-y, IL-10 and nitrogen radicals levels by different alleles carried of polymorphisms. A IFN-y levels in IFNG-874 T4 genotypes,
B. NO levels in NOS24-954G/C genotypes, €. IL-10 levels in ILT0A-1082G/A genotypes, D, IL-10 levels in ILT0A-5924/C and IL104-819 T/C genotypes.
Data are expressed as means levels (means + SEM) on a logarithmic scale; Statistical significance determined by Mann Whitney U test;

cc ACITC+AAITT
1L10-592A/C and IL10-819T/C genotypes

pL for homozygous variant AA (Figure 5A). Among the
NOS2A-954G/C polymorphism, the homozygous CC
variant was not detected and the median parasite density
was 1758 (524-8888) parasites/uL for GC genotype
and 2120 (50-17933) parasites/pL. for homozygous GG
(Figure 5B). The IL10A-1082G/A genotypes, the median
parasitaemia was 1485 (510-3210) parasites/pl. for the
homozygous AA variant, 2200 (50-17933) parasites/pL
for the heterozygous AG and 1906 (84-6000) parasites/
pL for homozygous GG wild (Figure 5C). The IL10A-
592AA and ILI0A-819TT genotypes presented 2440
(52-17933) parasites/pL. while the heterozygous IL10A-
592 AC and IL10A-819TC presented 2280 (84-14891)
parasites/ul. (Figure 5D). These genotypes (carriers of
the wild type) presented higher parasites densities when
compared with the homozygous variant [L10A-592CC
and IL10A-819CC 1108 (50—6000) parasites/pL.

Discussion

Human populations display differences in susceptibility
to many diseases and the basis for this differential suscep-
tibility is, at least in part, genetically determined [38,39].
Significant associations between cytokine polymorphism

and diseases support that cytokine gene polymorphisms
have an unquestionable role in the orchestration of the
immune response, leading to different functional scenario,
which in turn influence the outcome of disease establish-
ment and evolution [38,40]. Thus, the present study
aimed at exploring cytokine and NO polymorphism in
populations naturally exposed to malaria, residents in
Rondonia State, southwestern of Brazilian Amazon in
order to establish the possible implications of these poly-
morphisms in malaria infection as well as analysing
whether the alleles and genotypes are associated with
their expression. In recent years, evaluation of SNPs have
been considered a common approach for testing human
genetic variation [37].

The SNPs investigated include [FNG (-874 T/A),
IL10A (-1082A/G, -819 T/C and -592A/C) and NOS24
(-954G/C). Firstly, genotypic and allelic frequencies of
the IFNG +874 T/A polymorphism showed that the
variant allele A was more common in the population as
well as the corresponding homozygous AA genotype,
The frequencies found in the study population, are in
agreement with previous studies conducted in other Bra-
zilian [18] and Colombian Amazon regions populations
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[41]. However, studies conducted in Brazil in non-
Amazonian areas the homozygous AA genotype was pre-
dominant in patients with tuberculosis, while the control
group of individuals from the same region had the hetero-
zygous genotype predominantly AT, demonstrating a
heterogeneous composition in different geographic region
of Brazil, beyond the significant association of this poly-
morphism with tuberculosis [11,13].

In the study population, no difference in the allelic
and genotypic distribution of IFNG+874 T/A poly-
morphism was observed between malaria (+) or malaria
(=) groups. Few studies find associations between severe
malaria and /FNG + 8§74 T/A polymorphism and these
associations were weak and not significant after correc-
tion for multiple comparisons [42,43]. In malaria-
infected individuals, the relationships between [FNG +
874 T/A polymorphism and IFN-y serum levels were
not observed in this study, although high levels of IFN-y
were detected in malaria (+) subjects. The results of this
study were different from Medina et al. that reported in
a population of an endemic area in Brazil, a concentra-
tion of IFN-y significantly lower in the serum of patients
with AA individuals compared with T wild allele carriers
[18]. The possibility that there exist functional [FNG
polymorphisms that were not effectively tagged by this

marker cannot be excluded, and further studies of the
locus are warranted.

In the ILI0A gene, investigation of three polymorphisms
at positions —592, —819 and 1082 of the promoter region,
were associated with the actual production of IL-10, which
has an important role in the immune response to malaria
infection [21,44,45]. The ILI0A gene polymorphism at
position -1082, have been associated with decreased pro-
duction of 1L-10 and clinical and severe malaria [7,20,46].
However, no association was found between this poly-
morphism and the levels of [L-10 nor with the occurrence
of the disease and this polymorphism were not in Hardy-
Weinberg equilibrium in the studied population, demon-
strating the need for a representative sample to verify a
possible association of this polymorphism with IL-10
levels in malaria patients. In the studied population the
heterozygous GA was the most frequent genotype in both
malaria (+) and malaria (-) groups. Medina et al [18] re-
ported the homozygous AA variant as the most common
genotype in the population of Belem (Para state) but
showed weak association between IL-10 concentration
and parasite density [18], while a study in the Amazonas
state revealed an association between [L-10A-1082G/A
polymorphism with reduced risk to clinical malaria [32].
Some studies that have addressed this polymorphism
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showed variation in the allele and genotype distribution
according to ethnicity [18,20,47]. In the case of the IL10A-
5924/C and -819 T/C polymorphisms, it was observed as-
sociation with 1L-10 production and parasite density.
Interestingly, a high prevalence of the C alleles and homo-
zygous variant -592CC/-819CC was found in malaria (-)
group while a higher prevalence of wild alleles A/T and
homozygous genotype -592AA/-819TT in malaria (+),
suggesting that the C allele were at lower risk to have mal-
aria due to its prevalence in the malaria (-) group. The
homozygous genotype -592CC/-819CC was associated
with a reduced IL-10 levels and low parasite density com-
pared to other genotypes. Indeed, carriers of the C allele
variant were low producers of 1L-10 and presented low
parasite density while carriers of A/T wild alleles were
high producer of IL-10 and presented high parasite dens-
ity. The presence of the CC genotype may create site for
enhanced binding of repressor that favor reduced IL-10
production.

Considering the haplotypes of IL10A at positions
-592/-819/-1082, no association was observed between
the most frequent haplotypes CCG and ATA with the
risk of having malaria. However, carriers of the less fre-
quent haplotype GTA were more prevalent in malaria
(+) group while carriers of the ACC haplotype were
more prevalent in malaria (~) group. The haplotype ana-
lysis of these three polymorphism in the Amazonas state,
the GCT allelic combination were associated with low
risk of any form of malaria, this haplotype was not
present in the study population in Rondénia State nei-
ther in Para State, both Amazonian endemic areas [31].
The differences in haplotypes distribution in the same
region are consistent with the heterogeneous genetic
profile of Brazilian population [48]. Study in Kenia re-
ported relationship between common Africa ILI0A pro-
moter variants and protection against severe malarial
anaemia and increased production of 1L-10 [20]. How-
ever, other studies have shown no evidence of associ-
ation between the polymorphisms in the IL-10 gene and
malaria severity [18]. A study in Gambia showed an as-
sociation between the haplotype of five SNPs (+4949G,
4+919C, 627G, -1117C, -3585 T), not evaluated in this
study, and resistance to cerebral malaria and severe an-
aemia [49]. In Brazil, this is the first report that investi-
gate the frequency of the promoter region haplotypes in
ILI0A gene associated with malaria infection, IL-10
levels and parasite density. Similar [L10A haplotypes dis-
tribution were reported in a population from the State
of Para another malaria endemic area in Brazil. However,
the authors did not evaluate the IL-10 levels and did not
find any influence of these haplotypes in susceptibility to
malaria [31].

Finally, it was not found association between NOS2A-
954G/C polymorphism and susceptibility to malaria, NO
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levels or parasitaemia. Indeed, the G-954-C C allele was
present in less than 4% of the study population, it is ab-
sent in Caucasian and is found at low frequency in Asia,
[26]. In contrast, in African population this genotype is
present in high frequency where most of the associations
with malaria outcome were reported. Even though, there
has been much speculation about the role played by
nitric oxide (NO) in malaria, both as an antiparasitic
agent and as a potential cause of cerebral malaria [37].
In Brazil, the NOS24-954G/C polymorphism have been
reported in studies with tuberculosis and leprosy. In
both studies, the allelic and genotypic frequencies were
similar to the one found in this study, even though
their population were from South and Southeast re-
gion [50,51]. Although no association has been found,
this study is the first to report NOS24-954G/C poly-
morphism and NO levels in malaria exposed individ-
uals in endemic region of Brazil. Indeed, the NOS24
gene polymorphism have been associated with suscep-
tibility to P. falciparum malaria and conflicting results
have been obtained in studies that associate the pres-
ence of the G-954-C C allele and either risk of cere-
bral malaria or NO production [26,52]. It should be
noted that individual differences in the levels of the
cytokines and NO measured at a specific moment may
not only result from host genetic factors predisposing
to high or low production, but also for a great part from
the physiological condition at that time, as well as from
general immunity. The present findings reinforce the role
of mediators of inflammation in malaria susceptibility and
future studies in different setting with large samples num-
bers are warranted. Furthermore, it should be abserved
that not merely one genetic alteration but rather the com-
bination of a set of genetic factors might influence the sus-
ceptibility or resistance to malaria.

Conclusions

This study shows that IFNG + 874 T/A, IL10A-1082G/A
and NOS2A-954G/C polymorphisms was not associated
with the occurrence of malaria or with the production of
its respective cytokine and nitric oxide products. The
IL10A-592A/C and IL10A-819 T/C polymorphisms were
associated with malaria and decreased IL-10 levels and
low parasite density suggesting that this polymorphism
influence IL-10 levels and may influence in the suscepti-
bility to clinical malaria in Amazonian population.
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4 RESULTADOS COMPLEMENTARES

Estes dados farao parte do terceiro artigo, ainda em preparagao, e tem como
objetivo avaliar a resposta imune humoral naturalmente adquirida para as proteinas
CS, AMA-1 e MSP-149 de P. vivax assim como a influéncia dos polimorfismos das
citocinas IFN-y (IFNG+874T/A) e IL-10 (IL10A-819T/C e IL10A-592A/C), e da enzima
iINOS (NOS2A-954G/C) nesta resposta.

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Populagéo de Estudo

A populagéo de estudo ja foi descrita nos artigos 1 e 2 que compdem esta
tese. Brevemente, a area selecionada foi o municipio de Porto Velho, onde os
participantes foram recrutados através de visitas as suas casas, selecionadas
aleatoriamente, e através da procura ao atendimento médico na Policlinica Dra Ana
Adelaide. Todos os voluntarios incluidos neste estudo foram avaliados clinicamente
e responderam a um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) e um
questionario epidemioldgico (Apéndice B), antes da coleta da amostra de sangue. O
estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEP / FIOCRUZ, 024/09) (Anexo 1).

4.1.2 Sequenciamento genémico para o diagndstico das variantes de P. vivax

As amostras de DNA foram extraidas de acordo com o protocolo do fabricante
utiizando o kit QIAmp (Qiagen, Hllden, Alemanha). O segmento gendémico
correspondente a regido central da CSP de P. vivax foi amplificado pela técnica de
PCR. As reacdoes de amplificagdo foram realizadas num volume total de 50puL
contendo 5uL de tampao de PCR 10X, 1,5mM de MgCL,, 0,2 nmol de cada dNTP,
2,5 U de AmpliTag Gold DNA Polimerase, H,Od qg.s.p. € 0,2 mM de cada primer.
Foram utilizados dois pares de iniciadores AL60 (GTCGGAATTCATGAAGAACTTC-
ATTCTC) e AL61 (CAGCGGATCCTTAATTGAATAATGCTAGG) e PVCSP1 (AGG-
CAGAGGACTTGGTGAGA) e PVCSP2 (CCACAGGTTACACTGCATGG) nas
seguintes condigbes: par AL60/61 — 94°C/10°, 94°C/01’, 48°C/01’, 72°C/01" e
72°C/10’; par PVCSP1/2 - 94°C/10’, 94°C/01’, 60°C/01’, 72°C/01’ e 72°C/10’. Os
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produtos de PCR amplificados foram visualizados em gel de agarose 2%, e os
tamanhos dos produtos de PCR foram estimados utilizando uma escala de DNA de
100bp e 1kb. Apds a visualizagéo, os produtos amplificados foram concentrados e
purificados em gel de agarose a 2% com baixo ponto de fusdo e tampédo TAE 1X
com 0,5ug/mL de brometo de etidio. Os fragmentos obtidos foram cortados e
purificados novamente utilizando o kit Wizard SV Gel e o sistema PCR Clean-UP
(Promega, Wisconsin, EUA) e quantificados com kit Qubit dsDNA HS Assay
(Invitrogen, Califérnia, EUA), de acordo com as especificagbes do fabricante. As
amostras de DNA foram preparadas de acordo com o protocolo de reacdo de
sequenciamento do Big Dye Terminator Cycle Ready Reaction versao 3.1 (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) previamente padronizado pela Plataforma de
Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS/ FIOCRUZ). A reacédo do
sequenciamento foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Califérnia, EUA) com as seguintes condi¢cbes de ciclagem (40
ciclos: 94°C/10”, 50°C/05” e 60°C/04’). Depois, o DNA foi precipitado com
isopropanol a 75% e etanol e o sedimento obtido foi levado para a plataforma de
sequenciamento capilar automatico de DNA (ABI Prism® DNA Analyzer 3730-
PDTIS/ FIOCRUZ). As sequéncias nucleotidicas obtidas (senso e anti-senso) para
cada amostra foram analisadas utilizando SegMan 7.0.0, MegAlign 7.0.0, EditSeq
7.0.0 (Software DNASTAR/ Lasergene Madison, WI) e BLAST (Ferramenta de
procura de alinhamento local basico - NCBI).

O diagnéstico parasitolégico de género e espécie plasmodial foi realizado por
microscopia e confirmado por PCR de acordo com protocolos previamente descritos

nos artigos publicados, 1 e 2.

4.1.3 Dosagem de anticorpos IgG

Os niveis de anticorpos IgG totais contra as proteinas de P. vivax CS (PvCS),
AMA-1 (PvAMA-1), MSP-149 (PvMSP-149) foram estimados em amostras de plasma
usando a técnica de ELISA. Para a PvCS foram utilizados peptideos sintéticos
representando a regiao repetitiva da proteina, e para PvAMA-1 e PYMSP-1,9 foram
utilizadas proteinas recombinantes. Placas de 96 pogos (Nunc/Maxicorp) foram
sensibilizadas com 500ng de peptideos PvCS e 200 ng dos antigenos de PvAMA-1
e PvMSP-149 diluidos em PBS, e incubadas overnight a 4°C. Apds lavagem com
PBS-0,05%Tween 20, as placas foram bloqueadas com PBS-0,05%Tween20-5%

BSA para PvCS e PBS-0,05%Tween20-5%Molico (leite desnatado com baixo teor
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de gordura) para PvAMA-1 e PvMSP-149, e incubadas por 2 horas a 37°C. As placas
foram lavadas e incubadas por 1 hora a 37°C com plasma diluido 1:100 em PBS-
0,05%Tween20-5%Molico (PBS 0,05% Tween 20 2,5% BSA para PvCS). Em
seguida, as placas foram lavadas e incubadas por 1 hora a 37°C com anticorpo de
cabra anti-lgG humano conjugado a peroxidase (Sigma) diluido 1:1.000 em PBS-
0,05%Tween20-5%Molico (diluigdo 1: 5.000 em PBS-0,05%Tween20-2,5 %BSA
para PvCS). Apos outra lavagem, as placas foram incubadas durante 10 minutos a
temperatura ambiente com solugao reveladora (cloridrato de o-fenilenodiamino- +
tampéo citrato-fosfato + perdéxido de hidrogénio) e a reagao foi interrompida com
H>SO4 2N. As absorbancias foram lidas a 490 nm e o indice de reatividade (IR) para
a positividade foi calculado usando a média da densidade optica (DO) de cada
amostra dividida pela média da DO mais trés vezes o desvio padrdao de cinco
amostras controle negativo por experimento (individuos que nunca foram expostos a
transmissdo da malaria). Individuos com valores de IR superiores a 1 foram
considerados como respondedores. Todas as amostras foram testadas em
duplicata.

As subclasses de IgG anti-PvCS, anti-PvAMA1 e anti-PvMSP-149 foram
medidas para individuos com resposta positiva no ELISA para IgG total. O método
para subclasses foi o0 mesmo descrito acima para o total de IgG nas etapas de
sensibilizacdo, bloqueio e adicdo de amostras de plasma. Além disso, apds a
lavagem, as placas foram incubadas durante 1 hora a 37°C com mAbs de
camundongo para subclasses de IgG humana diluidos 1:1.000 em PBS-
0,05%Tween20-5%Molico e em PBS-0,05%Tween20-2,5%BSA para PvCS. Os
mAbs foram dos clones HP-6001 para IgG1, HP-6002 para IgG2, HP-6050 para
IgG3 e HP-6023 para IgG4 (Sigma). As placas foram lavadas novamente e
incubadas durante 1 hora a 37°C com anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo
marcado com peroxidase (KPL) diluido 1:1.000 em PBS-0,05%Tween20-5%Molico.
Apoés a incubagao, a etapa de revelagdo, a medida de DO e o indice de reatividade

(IR) foram realizados conforme descrito em ELISA para IgG total.

4.1.4 Dosagem de citocinas e 6xido nitrico e Detec¢ao dos polimorfismos

As concentragdes de citocina e oOxido nitrico (NO) foram determinadas
utilizando o ensaio BioPlex e reagao de Griess modificada, respectivamente. Para a
deteccdo dos polimorfismos nos genes IFNG na posi¢gao +874T/A, e IL10A nas

posicoes -1082G/A, -819T/C e -592A/C foi utilizada a técnica de ARMS-PCR
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(Amplification Refractory Mutation System). A técnica PCR-RFLP — Polimorfismos de
comprimentos dos fragmentos de restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorphism) foi utilizada para a deteccao do polimorfismo da iINOS na posi¢ao -

954 do gene (NOS2A). Os protocolos estao descritos detalhadamente no Artigo 2.

4.1.5 Analise estatistica dos dados

Os dados epidemioldgicos e experimentais foram armazenados no banco de
dados Epi-Info 3.5.1 (CDC, Atlanta, USA). As andlises foram feitas utilizando
SNPStats software, GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, EUA) e R versdo 3.4.0 (The R Foundation for Statistical Computing,
Viena, Austria). Diferengas entre as frequéncias de respondedores foram estimadas
usando intervalo de confianga de 95% (IC). O teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis com comparagdes multiplas foi utilizado para calcular diferengas nos indices
de reatividade dos anticorpos IgG entre os grupos. As frequéncias alélicas e
genotipicas foram comparadas entre os individuos e avaliadas utilizando o teste x2.
O risco para malaria associado aos polimorfismos foi estimado utilizando o odds ratio
(OR) e o intervalo de confianga de 95% (Cl). Também foi realizada andlises de
interagdes, cruzando pares de variaveis e estimando a associagao pelo OR e 95%
IC (172). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi calculado com o teste y? de
Person e de Fisher. Foi considerado estatisticamente significante os valores de p<
0.05. As analises genéticas correspondem ao modelo de regressdo logistica

codominante (alelo principal homozigoto VS. heterozigoto + homozigoto secundario).

4.2 Resultados

4.2.1 Caracterizagado da populagao de estudo

O estudo envolveu 353 individuos de uma coorte transversal realizada em
regido endémica de malaria em Porto Velho, Rondénia. A epidemiologia da malaria
dessa coorte ja foi descrita anteriormente (173). A genotipagem dos SNPs incluiu
332 voluntarios, mesma populacdo apresentada no Artigo 2 acrescida de 65
individuos genotipados posteriormente. No momento da amostragem, 96 (27,2%)
individuos foram positivos no diagnéstico de malaria (71 por P. vivax e 25 por P.
falciparum) e 257 (72,8%) individuos negativos. Todos os individuos diagnosticados

com malaria foram positivos por microscopia e PCR, exceto 5 individuos que foram
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detectados infectados apenas pelo teste de PCR. Dos 71 individuos infectados com
P. vivax, a variante genotipica foi determinada em 54 por sequenciamento. A maioria
dos individuos (n=49) estava infectada com a variante P. vivax-VK210, 3 com P.
vivax-VK247 e 2 com infec¢cao mista (VK210 e VK247). Nenhuma infecgéo por P.

vivax-like foi detectada.

4.2.2 Prevaléncia e niveis de IgG contra as proteinas PvAMA-1, PvMSP-1,9 e
PvCS

A prevaléncia de anticorpos IgG e subclasses especificos para os antigenos
PvMSP-149, PvAMA-1 e PvCS foi determinada no plasma de 353 individuos (Tabela
4). A frequéncia de individuos positivos para as trés proteinas foi similar, 66,6% para
PVvMSP-149, 64,0% para PvAMA1 e 61,8% para PvCS. Comparando o perfil das
subclasses de IgG, os anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 foram os mais frequentes.
Apesar dos anticorpos nao-citofilicos terem sido menos prevalentes, IgG4 foi mais
frequente para PVMSP-149 (46%) e 1gG2 para PvAMA-1 (37,6%) quando
comparados com os anticorpos néo citofilicos especificos para a PvCS (IgG2- 25,2%
e 1gG4- 22,0%). Dentre os respondedores, a maioria dos individuos apresentou
anticorpos para as trés proteinas (38%) e apenas 12% dos individuos néao

responderam para nenhuma das proteinas.

Tabela 4. Prevaléncia de IgG e subclasses para PvMSP-149, PvAMA-1 e PvCS.

Antigeno Anticorpos % 95%IC
PvMSP-1,, IgG total: 66.6 61.4 71.5
Subclasses: 1gG1 97.9 95.1 99.3
IgG2 25.1 19.7 311
IgG3 63.8 57.3 70.0
IgG4 46.0 39.5 52.6
PvAMA-1 IgG total: 64.0 58.8 69.0
Subclasses: 1gG1 96.5 93.1 98.5
1gG2 37.6 31.3 44.3
IgG3 73.0 66.7 78.7
IgG4 32.3 26.3 38.8
PvCS IgG total: 61.8 56.5 66.9
Subclasses: 1gG1 54.6 47.6 61.3
IgG2 252 19.6 315
IgG3 47.7 40.9 54.6
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IgG4 22.0 16.7 28.1

IC= Intervalo de confianca

A frequéncia de anticorpos IgG positivos ndao mostrou diferenga significativa,
mas os niveis de anticorpos, quantificados pelo indice de reatividade (IR), foram
significativamente diferentes entre os trés antigenos (Figura 9). Os niveis de IgG
especificos para PvAMA-1 foram maiores quando comparados com o0s niveis de
anticorpos para PvMSP-149 e a PvCS (p< 0,0001) (Figura 9.A). Observamos uma
correlagdo positiva entre os niveis de IgG especificos para PvCS com os niveis de
anticorpos para PvMSP-149 (r= 0,113, p= 0,032) e PvAMA-1 (r= 0,153, p= 0,004).
Avaliando os niveis de subclasses de IgG, os anticorpos citofilicos 1IgG1 e IgG3 para
PvMSP-119 e PvAMA-1 foram mais altos quando comparados aos anticorpos nao
citofilicos. Entretanto, para PvCS nao houve diferenga entre os niveis das

subclasses de IgG (Figura 9.B).

Figura 9. Niveis de anticorpos IgG especificos e de subclasses de IgG contra
PvMSP-149, PvAMA-1 e PvCS.
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Boxplots dos niveis de IgG total (A) e subclasses (B) contra PYMSP-1,9 (n= 235), PvAMA-1 (n= 226) e
PvCS (n= 218). Diferengas estatisticamente significativas sdo representadas nas barras e o nivel de

significancia é expresso como *** p< 0,0001.

4.2.3 Prevaléncia e niveis de IgG e subclasses contra a CS das variantes de P.

vivax

Entre os individuos IgG positivos para a CS de P. vivax (61,8%), a prevaléncia
de anticorpos especificos para as variantes da proteina CS de P. vivax foram
similares, 80,7% para PvCS-VK210; 68,3% para PvCS-VK247 e 65,6% para PvCS-

like (Figura 10A). J& na magnitude da resposta, foram observados niveis de I1gG
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aumentados para PvCS-VK210 quando comparados a PvCS-like (Figura 10.B).
Dentre os respondedores para a CS, a maioria dos individuos respondeu para as
trés variantes (44%), nado havendo diferenca na frequéncia de individuos que
respondem para apenas uma ou duas variantes (Figura 10.C). Entretanto, os niveis
de anticorpos foram maiores nos individuos que respondiam para PvCS-VK210 +
PvCS-VK247 quando comparados aos que respondiam para as trés proteinas
(PvCS-VK210 + PvCS-VK247 + PvCS-like) e para apenas PvCS-like (Figura 10.D).
Nao observamos nenhuma correlacdo nos niveis de anticorpos entre as variantes da
PvCS (p>0,05). Entretanto, observamos uma correlagéo positiva entre os niveis de
IgG especificos para PvCS-VK210 e PvMSP-149 (r= 0,169, p= 0,001), e PvAMA-1 (r=
0,186, p= 0,0004); PvCS-VK247 e PvMSP-149 (r= 0,170, p= 0,001), e PvAMA-1 (r=
0,138, p= 0,009); e PvCS-like e PvMSP-149 (r= 0,189, p= 0,0003), e PvAMA-119 (r=
0,140, p= 0,008).

Figura 10. Prevaléncia e indices de reatividade de anticorpos IgG adquiridos

naturalmente contra as repeticdes da CS das variantes de P. vivax.
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Prevaléncia (A e C) e niveis de anticorpos IgG (B e D) para as repeticdes da PvCSVK210 (n= 176),
PvCSVK247 (n= 149) e PvCS- (n= 143). Diferencgas estatisticamente significativas s&o representadas
nas barras e o nivel de significancia expresso como * p< 0,01; ** p< 0,001; *** p< 0,0001.

O perfil das subclasses de IgG para as variantes mostrou que o anticorpo
citofilico 1gG1 foi mais frequente para PvCS-VK210 e PvCS-VK247, enquanto que
para PvCS-like a subclasse 1gG3 foi a mais frequente (Figura 11. A). Comparando
os niveis de subclasses de IgG, os respondedores para PvCS-VK210 apresentaram
niveis mais elevados de IgG1 quando comparados a IgG3 e IgG4 e nao houve

diferenga nos niveis das subclasses para PvCS-VK247 e PvCS-like (Figura 11.B)

Figura 11. Prevaléncia e indices de reatividade de subclasses de IgG adquiridos
naturalmente contra as repeticdes da CS das variantes de P. vivax.
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Prevaléncia (A) e niveis de subclasses de IgG (B) para as repeti¢gdes da CS de PvCSVK210 (n= 176),
PvCSVK247 (n= 149) e PvCS-like (n= 143). Diferencas estatisticamente significativas sao
representadas nas barras e o nivel de significancia expresso como * p< 0,01; ** p< 0,001; *** p<
0,0001.
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4.2.4 Associagao do diagndéstico da malaria e a resposta humoral

No momento da coleta 27,2% dos individuos se encontravam com malaria. A
prevaléncia de anticorpos entre os individuos com e sem diagnostico de malaria
também foi comparada. Para as proteinas PvMSP-1,9 e PvAMA-1, a frequéncia de
respondedores foi significativamente maior no grupo de individuos positivos para
malaria [Malaria (+)]. Nos individuos negativos néo houve diferenga na prevaléncia
de anticorpos entre respondedores e nao respondedores (Figura 12.A). Para a PvCS
nao houve diferenca na frequéncia de respondedores e ndo respondedores, tanto no
grupo de individuos com malaria quanto nos sem malaria. Assim como os dados de
prevaléncia, os niveis de IgG contra as proteinas, PvMSP-19 € PVAMA-1, foram
superiores no grupo com malaria (p< 0,001 e p< 0,0001, respectivamente). Para a
proteina PvCS os IR dos anticorpos foram inferiores e nao houve diferenca entre os

individuos com e sem malaria (Figura 12.B).

Figura 12. Frequéncia e niveis de IgG nos grupos Malaria (+) e Malaria (-).
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Malaria (+): individuos com diagndstico positivo para malaria (n= 96); Malaria (-): individuos com
diagnostico negativo para maléria (n= 257). Respondedores: individuos 1gG positivos; Nao-
respondedores: individuos IgG negativos. *p< 0,01; **p< 0,001; ***p< 0,0001.

Avaliando as subclasses de IgG, foi observado uma predominancia de
anticorpos citofilicos IgG1 e 1IgG3 PvCS, PvMSP-119 e PvAMA-1 independente do
diagnodstico de malaria (Figura 13.A). Ja para as subclasses, ndo observamos
nenhuma diferenca nos IR em nenhuma das 3 proteinas testadas, com excecao de
IgG2, que se encontrava aumentada para AMA-1 no grupo de individuos sem

malaria (Figura 13.B).
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Figura 13. Prevaléncia e indice de reatividade das subclasses de IgG para as
proteinas de P. vivax nos grupos Malaria (+) e Malaria (-).
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Prevaléncia (A) e niveis de subclasses de IgG (B) para a PvCS, PvAMA-1 e PvMSP-1,9 nos grupos
Malaria (+), individuos com diagndstico positivo para malaria (n= 96), e Malaria (-), individuos com
diagnostico negativo para malaria (n= 257). Nivel de significancia expresso como *p< 0,01; **p<
0,001; ***p< 0,0001.

Entre os individuos infectados com a variante P. vivax VK210 a prevaléncia
de anticorpos para PvCS-VK210 foi de 48%, nos individuos com P. vivax-VK247
todos apresentaram anticorpos para PvCSVK247 e nos individuos com infecgao
mista (P. vivax VK210 e VK247) 50% apresentaram anticorpos para as regides

repetitivas correspondentes (dados n&o apresentados).

4.2.5 Frequéncia dos polimorfismos
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Aproveitando os dados de genotipagem do trabalho 2, com o acréscimo de
mais 64 individuos, a distribuicdo dos polimorfismos na populacdo foi mantida
(Figura 14). Os polimorfismos no gene da IL-10 (/L10A) nas posigcbes -592A/C e -
819T/C mostraram que os individuos portadores dos gendtipos heterozigotos AC e
TC (48,5%), assim como do alelo variante C, eram mais frequentes. Além disso,
esses polimorfismos apresentaram forte desequilibrio de ligagéo, indicando que a
ocorréncia dos dois SNPs é associada, com mesmas frequéncias de gendtipos e
alelos para os dois. No caso do polimorfismo IFNG+874T/A o gendtipo homozigoto
mutante AA foi o mais frequente na populagao (52,7%), seguido pelo heterozigoto
(38,6%) e uma menor frequéncia do homozigoto selvagem (8,7%). Para o
polimorfismo NOS2A-954G/C, mais de 90% da populagdo apresentou o genotipo
homozigoto selvagem GG, nao tendo sido encontrado nenhum individuo carreando o
gendtipo homozigoto variante CC. Quando aplicado o teste de Qui-quadrado (x?), foi
observado que apenas o polimorfismo IL10A-1082G/A nao se encontra em equilibrio
de Hardy-Weinberg (X2= 26,8; p= 0,000), invalidando possiveis associagcbes com a

resposta aos antigenos testados a esse polimorfismo.

Figura 14. Distribuicdo dos SNPs na populacao de estudo.
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4.2.6 Influéncia dos SNPs na resposta contra a PvMSP-1,5, PvAMA-1 e PvCS

A resposta de anticorpos IgG contra as proteinas CS, MSP-119 € AMA-1 de P.
vivax foi relacionada com os polimorfismos das citocinas IFN-y e IL-10 e da enzima
iNOS numa associagao de codominancia (Tabela 5).

Utilizando o modelo recessivo para a analise de )(2, encontramos associagao
da presenca do alelo T selvagem dos polimorfismos IFNG+874T/A com maior
frequéncia de respondedores de IgG para a proteina PvMSP-149, com OR= 1,58
(95% CIl= 1,00-2,50) e p= 0,049. Para a PvAMA-1, as frequéncias alélicas foram
semelhantes em ambos os grupos, com alelos variantes mais frequentes para os
polimorfismos IFNG+874T/A e IL10A-592A/C e -819T/C. A distribuicdo dos
gendtipos nos grupos estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (p> 0,05).

Nos grupos de individuos respondedores para a CS de P. vivax [PvCS (+)] e o
de individuos nao-respondedores [PvCS (-)] ndo foi observada diferenga entre os
gendétipos dos polimorfismos das citocinas IFN-y e IL-10 e da enzima iNOS (p>0,05).
A distribuigcao dos gendtipos nos grupos estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>
0,05).
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Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos nos grupos respondedores e nao-respondedores para as
proteinas PvCS, PvMSP-149 e PVAMA-1.

Valor Valor Valor
PvCS 0 PvAMA-1 0 PVMSP-1 0
Polimorfismo OR (95% IC) P OR (95%IC) P 19 OR (95% IC) P
R NR R NR R NR
(N=167) (N= 165) (N=209) (N=123) (N=216) (N=116)
IFNG+874T/A
Genétipos T 10 (6%) 19 (11,5%) 1,00 18 (8,6%) 11 (8,9%) 1,00 20 (9,3%) 9 (7,8%) 1,00
0,51 0,19 1,21 0,58 0,91 0,14
TIA 65(38,9%) 63 (38,2%) © oot 18) 85 (40,7%) 43 (35%) © 570 78) 90 (41,7%) 37 (31,9%) © 38.0 19)
AA 92 (55,1%) 83 (50,3%) © 201%1708) 106 (50,7%) 60 (56,1%) © 4(;?24 1) 106 (49,1%) 70 (60,3%) © 613’?'37 41)
IL10A-592A/C
e;,";;'g' AATIT  26(15,6%)  35(21,2%) 1,00 42 (20,1%) 19 (15,4%) 1,00 47 (21,8%) 14 (12,1%) 1,00
Genétipos
0,72 0,38 0,80 0,36 1,89 0,06
AIC;TIC  82(49,1%) 79 (47,9%) © 40-1 30) 103 (49,3%) 58 (47,1%) © 43.15 1) 103 (47,7%) 58 (50%) © 963 72)
ol[o} 59 (35,3%) 51 (30,9%) © 3(2_6142 " 64 (30,6%) 46 (37,4%) © 3(;?1322) 66 (30,6%) 44 (37,9%) 1 12(;_2: 54)
NOS2A-
952G/C GIG 156 (93,4%) 159 (96,4%) 1,00 197 (94,3%) 118 (95,9%) 1,00 204 (94,4%) 111 (95,7%) 1,00
Genétipos
0,22 0,5 0,62
GIC 11 (6,6%) 6 (3,6%) © 109;_51448) 12 (5,7%) 5 (4,1%) © 41;:'18) 12 (5,6%) 5 (4,3%) © 2%’_72723)
C/C - - - - - - - - -

IFNG: gene interferon gama; IL10A: gene interleucina 10; NOS2A: gene 6xido nitrico sintase indutase; Gendtipos, n (%); OR (95% cl), calculo de Odds Ratio com intervalo

de confianga (Cl) de 95%; Analise pelo teste x2 utilizando o modelo de codominéncia.
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4.2.7 Influéncia dos SNPs na resposta contra as variantes de P. vivax

A tabela 6 mostra as analises das frequéncias genotipicas dos polimorfismos
das citocinas IFN-y e IL-10 e da iINOS nos grupos de respondedores e nao-
respondedores para as repeticdes da CS das trés variantes genotipicas de P. vivax.
A distribuigcdo dos gendtipos nos grupos estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>
0,05). Para os grupos de individuos respondedores e nao-respondedores para a
repeticdo da variante VK210 [PvWK210 (+) e PvWK210 (-)] ndo foi observada
nenhuma associagdo com os diferentes genoétipos. Contudo, a variavel género
parece ter uma influéncia no gendétipo AA e TT dos polimorfismos do gene IL10A,
que apresentou maior frequéncia de respondedores do género masculino apés
ajuste da analise por idade e espécie plasmodial infectante (p= 0,0025).

Para os grupos de individuos respondedores e nio-respondedores para a
repeticdo da variante VK247 [PvVK247 (+) e PvVK247 (-)] também nao foi
encontrada associagdo com os polimorfismos € nem com outras variaveis
epidemioldgicas (p> 0,05).

Na anadlise dos grupos de individuos respondedores e nao-respondedores
para a repeticdo da variante P. vivax-like [Pvlike (+) e Pvlike (-)] foi encontrada
associagao entre a presenga dos gendtipos AC-TC e CC dos polimorfismos IL10A-
592A/C e -819T/C e a resposta especifica de IgG para Pvlike. Individuos carreando
esses genotipos tiveram maior frequéncia de respondedores tanto no modelo de
codominancia quanto no de dominancia para as analises de x° (p= 0,038 e p= 0,011,
respectivamente). Para os polimorfismos IFNG+874T/A e NOS2A-954G/C nao foi
encontrada associacdo com a resposta para Pvlike, assim como com as interagdes

com variaveis epidemiologicas.
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Tabela 6. Distribuicdo dos SNPs para os individuos respondedores e nao-respondedores para a CS das variantes de P. vivax

- PvCS-VK210 OR (95%IC) valor PvCS-VK247 OR (95%Ic) Vvalor PvCS-like OR (95%Ic) valor
Polimorfismo R NR P R NR P R NR P
(N=165) (N=167) (N=141) (N=191) (N=134) (N=198)
IFNG+874T/A
Genétipos T 11(6,7%)  18(10,8%) 1,00 11 (7,8%) 18 (9,4%) 1,00 8 (6%) 21 (10,6%) 1,00
0,59 0,41 0.79 0,85 0.58 0,28
0, 0, ’ 0, 0, ’ 0, 0, ’
TIA 65(39.4%)  63(37.7%) (261 3 56(39.7%)  T2(37T7%) (441 g 51(38,1%)  77(38.9%) (41 40)
0,59 0,83 0,51
0, 0, ’ 0, 0, ’ 0, 0, ’
A/A 89(53.9%)  86(51.5%) (o6 g 74(525%)  101(629%) 007 e 75(56%)  100(50.5%) oo
IL10A-592A/C
98’1"91;;’3' AATIT  26(158%) 35 (21%) 1,00 23(163%)  38(19,9%) 1,00 16 (11,9%)  45(22.7%) 1,00
Genétipos
AIC;T/IC  83(50,3%) 78 (46,7%) 0,70 047 67 (47,5%) 94 (49,2%) 0,85 052 71 (53%) 90 (45,5%) 0.45 0038
: e R (0,39-1,26) = en (0,46-1,56) ° =0 (0,24-0,86)
0,72 0,70 0,48
o, o, ’ (S 0, ’ 0, o ,
ciC 56 (33,9%) 54 (32,3%) (0.36-1.35) 51(36,2%) 59 (30,9%) (0.57-1.33) 47 (351%) 63 (31,8%) (0.24-0,04)
NOS2A-
952G/C GIG 155 (93,9%) 160 (95,8%) 1,00 131(92,9%) 184 (96,3%) 1,00 124 (92,5%) 191 (96,5%) 1,00
Genoétipos
0,68 0,44 0,50 0,16 0,45 0,12
0, 0, ’ 0, 0, ’ 0, 0, ’
G/C 10 (6,1%) 7 (4,2%) (0,251 83) 10 (7,1%) 7 (3,7%) (0.16-1.34) 10 (7,5%) 7 (3,5%) (0.17-1.23)
ciC - - - - - - - - -

IFNG: gene interferon gama; IL10A: gene interleucina 10; NOS2A: gene 6xido nitrico sintase indutase; Gendtipos, n (%); OR (95% cl), calculo de Odds Ratio com intervalo

de confianga (Cl) de 95%; Analise pelo teste x2 utilizando o modelo de codominéncia.
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Com o objetivo de verificar se a ocorréncia dos SNPs investigados
influenciava na frequéncia e magnitude da resposta para as proteinas PvMSP-14g,
PvAMA-1 e PvCS comparamos os niveis de IgG, medidos através do indice de
reatividade (IR), com os gendtipos encontrados na populagédo estudada (Figuras 15
a 16).

Na analise funcional dos polimorfismos investigados, IFNG+874T/A, IL10A-
592A/C, IL10A-819T/C e NOS2A-954G/C, os niveis de IgG para os antigenos
PvAMA-1, PvMSP-119 e PvCS foram semelhantes para os diferentes gendtipos

carreados na populacao estudada (Figura 15.A-l).

Figura 15. Niveis de IgG contra os antigenos de P. vivax de acordo com os gendétipos encontrados na

populagéo.
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IR, indice de reatividade de IgG contra cada proteina de P. vivax; Anti-PvAMA-1, IgG especifico para
a proteina AMA-1 de P. vivax; Anti-PvMSP-1,4, 1gG especifico para a proteina MSP-1,4 de P. vivax;
Anti-PvCS, IgG especifico para a proteina CS de P. vivax; IFNG, gene interferon gama; IL10A, gene

interleucina 10; NOS2A, gene 6xido nitrico sintase indutase.
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A analise funcional dos polimorfismos também foi conduzida para os niveis de
IgG especificos para as variantes genotipicas de P. vivax. Assim como demonstrado
nas analises para a CS de P. vivax acima, os niveis de IgG para as repeti¢cdes das
variantes de P. vivax também apresentaram niveis semelhantes entre os gendtipos
encontrados para os polimorfismos IFNG+874T/A (Figura 16 A, D e G), IL10A-
592A/C, IL10A-819T/C (Figura 16 B, E e H) e NOS2A-954G/C (Figuras 16 C, F e l).

Figura 16. Niveis de IgG contra as variantes de P. vivax de acordo com os genoétipos encontrados na populagao.
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IR, indice de reatividade de IgG contra cada variante de P. vivax; Anti-PvVK210, IgG especifico para
a repeticdo da CS de P. vivax-VK210; Anti-PvWK247, IgG especifico para a repeticdo da CS de P.
vivax-VK247; Anti-Pvlike, 1gG especifico para a repeticdo da CS de P. vivax-like; IFNG, gene
interferon gama; IL10A, gene interleucina 10; NOS2A, gene 6xido nitrico sintase indutase.
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5 DISCUSSAO

A resposta humoral a antigenos plasmodiais tem sido utilizada para medir a
intensidade de transmissdo da malaria e estd sendo cada vez mais incorporada em
estudos transversais e longitudinais para monitorar mudang¢as na transmissao,
identificar hot spots de transmissdo e grupos de alto risco em areas da Africa, Asia e
na regidao Amazonica (174-182). Entretanto, a utilidade dos marcadores sorolégicos
para avaliar a endemicidade em condicdes de baixa transmissao e seu potencial de
uso como evidéncia para a eliminagdo da malaria, ainda é controverso (71,183—
186).

Com o Brasil langando o plano de eliminagao de malaria por P. falciparum em
2015, achamos oportuno verificar se a prevaléncia e os niveis de anticorpos para a
proteina circumsporozoita (CS) de P. falciparum, P. malariae e P. vivax poderia ser
utilizada como ferramenta para monitorar a presenga e o grau de exposi¢éo da
populagdo a essas espécies plasmodiais (Artigo 1). Dentro desse contexto,
Rondénia tinha uma situagcado epidemioldgica favoravel a esse estudo. Nos ultimos
10 anos, o estado experimentou um declinio grande na propor¢ao de casos de P.
falciparum para quase 11%, um aumento progressivo na proporgédo de P. vivax para
88% e raros casos notificados de P. malariae.

Nossos resultados mostraram que a prevaléncia de anticorpos para as
repeticdes da CS de P. vivax (62%) e P. falciparum (49%) foram maiores do que as
estimadas com base na analise do diagnéstico parasitoscopico e/ou PCR e revelou
a presenga de anticorpos para a CS de P. malariae (46%) mesmo sem termos
diagnosticado essa espécie. Entretanto, este dado ndo nos surpreendeu, ja que
anticorpos para a CS de P. malariae ja foram relatados em 5 estados da regidao da
Amazobnia, incluindo Rondénia, tanto por testes soroldgicos quanto por moleculares
(76,187,188). Ja € bem documentado que o P. malariae tem a habilidade de
permanecer no hospedeiro como infeccdo crbénica assintomatica, de baixa
densidade e podendo recrudescer décadas apds a exposi¢ao inicial mesmo depois
de anos fora da area endémica (189-191). Portanto, as baixas parasitemias podem
ter dificultado a detecgao do P. malariae nos testes parasitoscopico e molecular ou
entao a presenca de anticorpos anti-CS de P. malariae, na auséncia de diagnostico

positivo, seja resultante de reacdes cruzadas com a CS do P. brasilianum (192,193).
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No geral, a prevaléncia de anticorpos anti-CS nao teve relagdo com a
infecgbes atuais, comprovadas na gota espessa/PCR, ou com historia pregressa de
infeccbes recentes relatadas pelos individuos, e parece ter pouco impacto na
soropositividade e na intensidade da resposta para CS, visto que a prevaléncia e os
niveis de anticorpos anti-CS ndo foram significativamente diferentes entre os
individuos com diagndstico positivo e negativo para malaria. Isso é consistente com
outros estudos que mostraram a auséncia de resposta de anticorpos anti-CS em
individuos com exposicdo confirmada (194—197). E importante notar que, no caso da
baixa resposta para a CS de P. vivax mesmo em individuos com diagndstico
positivo, a presenca de infeccdo no sangue nao indica necessariamente uma nova
infeccdo, mas pode ser decorrente de uma recaida ou falha do tratamento. Em uma
coorte na Papua Nova Guiné, estimou-se que 80% das infecgdes em criangas por P.
vivax foram atribuidas a recidivas (198). No municipio de Porto Velho, Rondénia,
também foi mostrado que 23% dos pacientes com P. vivax apresentaram de 1 a 11
recidivas por ano, sugerindo que as recidivas também sao frequentes em areas
endémicas brasileiras (199). Nao sabemos se a presenga de hipnozoitos influenciam
na manutencdo e intensidade da resposta imune humoral, principalmente ao
esporozoito.

Numerosos estudos associam a resposta imune humoral anti-esporozoita,
principalmente para a CS de P. falciparum, com o efeito cumulativo de infec¢oes
repetidas e com a idade (200-202). No nosso estudo ndo observamos nenhuma
correlacédo entre a resposta IgG especifica a CS e idade, tempo de residéncia em
area endémica, numero de infeccbes anteriores por malaria e tempo decorrido
desde a ultima infecgdo. A presenca de anticorpos anti-CS para as trés espécies
plasmodiais parece indicar apenas exposicdo da populacdo a essas espécies
(196,197,203). Por outro lado, observamos auséncia de resposta humoral para a CS
em 28% dos individuos com diagndstico positivo para P. falciparum ou para P. vivax,
incluindo individuos com historia pregressa de exposi¢gao a malaria.

Considerando que as moléculas do HLA Classe Il ttm um papel importante na
resposta imune humoral a antigenos plasmodiais, incluimos também estas analises
no nosso estudo (104,204). De fato, os grupos alélicos HLADRB1*01 e HLA-
DQB1*05 foram associados a auséncia de resposta para PvCS e PfCS, e o
haplétipo DRB1*01~DQB1*05 também foi associado ao grupo nao respondedor,
incluindo os que ndo respondem ao P. malariae. Vale ressaltar que segundo o
Registro Nacional Brasileiro dos Doadores Voluntarios da Medula Ossea, a
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frequéncia alélica de DRB1*01 na regiao amazobnica é de 19,73%, semelhante a
Rondénia que é de 19,79% (205). Além disso, nas vezes em que ambos DRB1 e
DQB1 foram tipados tanto na regido Amazdnica (99,3%) como em Ronddnia
(98,9%), a presenga de DRB1*01 esteve associada ao alelo DQB1*05, indicando um
desequilibrio de ligacdo. HLA-DRB1*01 também foi associado negativamente com
regides repetitivas do antigeno MSP-9 de P. vivax na Amazdnia brasileira, e o HLA-
DQB1*05 juntamente com o HLA-DRB1*13 foi associado a uma suscetibilidade
reduzida a malaria em criancas da Gambia (104,206). Em contraste, observamos
uma maior frequéncia dos haplétipos DRB1*07~DQB1*02 e DRB1*04~DQB1*03 em
respondedores para a PfCS e haplétipo DRB1*16~DQB1*03 para PfCS e PvCS. Os
dados do artigo 1 mostram que em areas de baixa transmissdo de malaria, a
sorologia para a CS de P. vivax, P. falciparum e P. malariae, medidas em um unico
estudo transversal, ndo € um bom indicador de intensidade de transmissao e nem de
exposicao recente a malaria, especialmente em area com alta prevaléncia de P.
vivax. Além disso, no contexto da eliminagdo da malaria, fatores que afetam a
aquisicdo e a manutencdo de anticorpos antimalaricos sao importantes para o
desenvolvimento de ferramentas de vigilancia soroldgica.

A susceptibilidade a doencas é pelo menos em parte geneticamente
determinada. Assim como observado na associacao entre a resposta humoral a CS
e os alelos de HLA, polimorfismos nos genes de citocinas também influenciam na
resposta imune (207-210). Na malaria, as citocinas sdo responsaveis pelos
sintomas, pelas alteragdes patoldgicas, pelo desfecho da infecgdo e dependem da
regulacdo das respostas pré e anti-inflamatérias. IFN-y, IL-10 e a enzima 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS) sdo capazes de mediar estes processos, € sua
producao pode ser afetada por polimorfismos de um uUnico nucleotideo (SNPs) nos
genes dessas citocinas. No artigo 2, a relagdo entre os niveis das citocinas IFN-y,
IL-10 e da iNOS e seus polimorfismos foi examinada em individuos infectados por P.
vivax e P. falciparum e nos expostos a infeccao.

Ao verificar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
IFNG+874T/A observamos que o alelo variante A foi mais comum na populacéo,
bem como o gendtipo homozigoto AA correspondente. Estes resultados estdo de
acordo com estudos anteriores realizados nas regides amazbnicas brasileira e
colombiana. Em outras regides do Brasil o gendétipo homozigoto AA é predominante,
e esse polimorfismo tem uma importante associagcdao com tuberculose (140,211—
213). Nao observamos nenhuma diferenga na distribuigdo dos genétipos e alelos no
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polimorfismo IFNG+874T/A entre os individuos com diagndstico positivo e negativo
para a malaria. Nos poucos trabalhos que encontraram associacdes entre a malaria
e o polimorfismo IFNG+874T/A, estas associag¢des foram fracas ou nao significativas
(214,215). Embora tenhamos encontrado altos niveis da citocina IFN-y nos
individuos com malaria, nao foi observada relacdo entre o polimorfismo
IFNG+874T/A e os niveis séricos de IFN-y. Contrario aos nossos resultados, Medina
e colaboradores relataram uma concentracdo menor de IFN-y em pacientes
carreando o gendtipo AA (140).

A investigagdo do polimorfismo no gene IL10A mostrou que nenhuma
associacao foi detectada entre o polimorfismo na posi¢cao -1082 e os niveis de IL-10
ou com a ocorréncia da doencga, apesar desse polimorfismo ter sido associado com
baixa producao de IL-10, malaria aguda ou grave e com niveis de IgG especificos
para proteinas do plasmodio (153,154,216-218). Entretanto, na nossa populagéo
este polimorfismo ndo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, impossibilitando a
analise deste polimorfismo com os niveis desta citocina nos pacientes com malaria.
No caso dos polimorfismos nas posi¢cdes 592A/C e -819T/C do gene IL10A, foi
possivel demonstrar associacido entre a producédo da IL-10 e densidade parasitaria.
Uma alta prevaléncia dos alelos C e da variante homozigética -592CC/-819CC foi
encontrada nos individuos sem malaria, enquanto que uma maior prevaléncia de
alelos selvagens A/T e genotipo homozigético -592AA/-819TT foi constatada nos
individuos com malaria, sugerindo que a presenga do alelo C propicie um menor
risco de contrair malaria. A presenca do genoétipo CC pode criar um sitio de ligagao
desfavoravel a produgédo da IL-10 (219). De fato, portadores do alelo C variante
foram baixos produtores de IL-10 e apresentaram baixa densidade de parasitos,
enquanto que os portadores de alelos A/T foram alto produtores de IL-10 e
apresentaram alta densidade parasitaria. Nos haplétipos de IL10A nas posi¢cdes
-592/ -819/ -1082, nao observamos nenhuma associagédo entre os haplétipos mais
frequentes, CCG e ATA, com o risco de ter malaria. No entanto, os portadores do
haplétipo GTA foram mais prevalentes no grupo de individuos com malaria enquanto
que os portadores do haplétipo ACC foram mais prevalentes no grupo sem malaria.
A combinacgao alélica GCT dos trés polimorfismos foi associada com baixo risco de
infecgbes por P. vivax no Amazonas (220), porém este haplétipo nao foi encontrado
na populag¢ao aqui estudada (Ronddnia), nem no estado do Para (140), ambas areas

endémicas da Amazoénia. A relagédo entre estes SNPs comuns da regido promotora
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do gene IL10A e a gravidade da malaria apresentou resultados contraditérios em
diferentes regides (140,153,218).

Para o polimorfismo NOS2A-954G/C as frequéncias alélicas e genotipicas
encontradas foram semelhantes as relatadas em populagdes da regiao sul e sudeste
do Brasil (162,221) e n&o observamos nenhuma associacdo com a suscetibilidade a
malaria, niveis de NO ou a parasitemia. Vale ressaltar que o alelo C estava presente
em menos de 4% da populacado estudada. Este alelo esta ausente em caucasianos e
é encontrado em baixa frequéncia na Asia (169), porém na populacdo africana
apresenta alta frequéncia e esta associado com a malaria (222). Embora nenhuma
associacao tenha sido encontrada, este estudo € o primeiro a relatar o polimorfismo
NOS2A-954G/C e os niveis de NO em individuos expostos a malaria em regiao
endémica do Brasil. Esse polimorfismo tem sido associado a susceptibilidade a
malaria por P. falciparum, mas o papel desempenhado pela molécula de NO na
malaria ainda é controverso. Alguns estudos associam a presenga do alelo C ao
risco de malaria cerebral e a maior producao de NO (167,169).

Os resultados complementares apresentados nesta tese, além de
descrever a resposta imune humoral para as proteinas de forma sanguinea e para
as variantes de P. vivax, também investigou a influéncia dos polimorfismos de
citocinas na resposta humoral especifica para antigenos plasmodiais. Os nossos
resultados mostraram que a populagao estudada apresentou prevaléncias similares
de anticorpos para as trés proteinas de P. vivax testadas (PvCS, PvAMA-1 e
PvMSP-149), demonstrando que essas proteinas foram imunogénicas. Estudos
conduzidos em diferentes areas endémicas brasileiras relataram uma importante
prevaléncia de anticorpos para essas proteinas no estado de Rondbnia, Par3,
Amazonas, Acre e Amapa (112,223-227). Para as subclasses de IgG, observamos
que na populacao estudada estes anticorpos eram predominantemente IgG1 e IgG3
para todos os antigenos testados, com niveis mais elevados para PVAMA-1 e
PvMSP-149, em comparacio a resposta contra a PvCS. O papel das subclasses de
IgG na protecdo a malaria ainda apresenta dados controversos, porém foi sugerido
que apenas os anticorpos citofilicos, IgG1 e 1gG3, tém papel protetor (228). Na Asia
Ocidental e na Africa a predominancia dos anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 foi
demonstrada na resposta contra a CS, MSP-119 e AMA-1 e foram correlacionadas
com protegdo a malaria (229,230). No geral, a produgao de anticorpos contra a CS
foi independente da infecgcao detectada no sangue, uma vez que a prevaléncia e os
niveis de anticorpos foram semelhantes nos individuos com exposicao confirmada a
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P. falciparum, P. vivax e P. malariae (68,195-197,231). Kusi e colaboradores
demonstraram que os anticorpos anti-CS de P. falciparum se formaram em uma taxa
mais lenta e decairam em uma taxa mais rapida em comparagdo com os anticorpos
contra os estagios sanguineos do soro de individuos de areas de baixa transmiss&o
acompanhados por 6 meses no Gana (70). Essa observacao também foi relatada na
aquisi¢gao natural de anticorpos IgG para a CS de P. falciparum em criangas da
Papua Nova Guiné (229). Na populagdo aqui estudada, a presenga da infecgao
malarica parece aumentar a prevaléncia e os niveis de IgG para os antigenos
PvAMA-1 e PvMSP-149, sugerindo que anticorpos IgG especificos aumentados para
essas proteinas podem ser um indicativo de infeccao recente. A observagao é
consistente com outros estudos que mostraram um aumento na prevaléncia de
anticorpos para AMA-1 e MSP-1 apés episdédio agudo de malaria em area de alta
transmissdo e confirmaram a alta imunogenicidade da PvMSP-19 em individuos
com exposicao recente a infecgdes por P. vivax (232,233). Além disso, o “boosting”
de resposta humoral especifica as proteinas AMA-1 e MSP-1 foi observado em
estudos de imunizagbes (234-236). Reforgando a relagdo da PvMSP-149 com a
exposigao recente, neste estudo os titulos de IgG foram superiores nos individuos
com menor tempo decorrido desde a ultima infec¢gado e decairam ao longo do tempo.
Para a resposta humoral especifica para a CS de P. vivax estudos relataram de 20 a
100% dos individuos apresentando manutengédo de anticorpos IgG especificos por
até 7 anos na auséncia de exposicao a infeccao em area de baixa transmissao da
malaria na Tailandia (237) e em area livre de transmissao no Brasil (238).

Na avaliagdo das variantes genotipicas de P. vivax foi visto que a maioria da
populagao do estudo estava infectada pela variante VK210, 5 individuos pela VK247
(2 com infeccao mista VK210+VK247) e nenhum infectado por P. vivax-like. Um
estudo molecular realizado em Rondbnia demonstrou alta frequéncia da variante
V210 de P. vivax e as outras duas variantes ocorreram apenas em infeccées mistas
(72). De fato, a ocorréncia global de variantes do P. vivax VK247 e do P. vivax-like
tem sido frequentemente encontrada em infecgoes mistas (239,240). Neste estudo,
os dados soroldgicos indicam que os individuos da area de estudo estdo expostos
as trés variantes genotipicas de P. vivax. Em pesquisas sorolégicas também no
estado de Rondénia, a frequéncia de anticorpos IgG para as repeticdes da CS de
todas as trés variantes de P. vivax apresenta resultados contraditérios, com
prevaléncia variando de 50 a 70% e de 24 a 34% (77,240). Na populagado
observamos maior frequéncia de individuos IgG positivo para a variante VK210 e
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frequéncias similares para VK247 e P. vivax-like. Estudos anteriores também
demonstraram maior prevaléncia de anticorpos naturalmente adquiridos para a
VK210 na Tailandia (75), Peru (74), Colémbia (241) e Brasil e india (239),
demonstrando a predominéncia da variante classica mesmo em paises tao distantes
uns dos outros. Além disso, os niveis de IgG estavam significativamente
aumentados para VK210 quando comparados aos niveis de P. vivax-like, e na
avaliagado das subclasses de IgG, o anticorpo citofilico 1IgG1 foi o mais frequente
para PvCS-VK210 e PvCS-VK247, enquanto que para PvCS-like a subclasse 1gG3
foi a mais frequente. Ao nosso conhecimento, este estudo € o primeiro a verificar a
resposta humoral das subclasses de IgG para as variantes de P. vivax.

Nossos resultados mostraram que a resposta humoral especifica para os
antigenos testados parece sofrer influéncia dos SNPs nos genes das citocinas. Para
o polimorfismo IFNG+874T/A, individuos carreando o alelo T selvagem, parecem
apresentar maior frequéncia de resposta de IgG para PvMSP-14, porém essa
diferenca ndo foi significativa. Ainda em area endémica brasileira, Furini e
colaboradores também relataram uma possivel associacdo do alelo T com a
resposta de IgG para PvMSP-149 em uma populagdo do Para (242). Para os
polimorfismos [L10A-5692A/C e IL10A-819T/C, individuos carreando o alelo C
variante apresentaram maior frequéncia de respondedores para a CS de P. vivax-
like. Visto que a IL-10 promove a ativagao e diferenciacado de células B, e a sintese
de anticorpos, é esperado que a associacdo encontrada do alelo C com baixos
niveis da IL-10 levasse a niveis reduzidos de IgG, porém surpreendentemente
encontramos dados controversos para a resposta da CS de Pvlike, necessitando de
maiores investigacdes acerca dos mecanismos envolvidos. Além disso, os alelos A e
T dos SNPs nas posi¢coes -592 e -819, altos produtores de IL-10, ja foram
relacionados com alta produgéo de IgE em individuos com Schistosoma mansoni no
Brasil, corroborando com a associagao positiva esperada entre a IL-10 e a produgéo
de anticorpos (243). No Brasil, dois estudos realizados em uma populagédo do Para
observaram uma distribuicdo genotipica semelhante para os polimorfismos /L710A-
592A/C e IL10A-819T/C entre os grupos de individuos infectados e nao-infectados,
nao encontrando associacao dos portadores deste polimorfismo com a ocorréncia da
malaria ou com os niveis de IgG para as proteinas PvAMA-1 e PvMSP-149(215,242).
Estudos que avaliaram o efeito dos SNPs nas posicoes -592 e -819 na resposta a
antigenos de P. falciparum, encontraram associagao entre estes SNPs e os niveis
de IgG anti-NANP e 1gG4 e IgE para extrato antigénico de formas sanguineas de P.
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falciparum (217,244). O polimorfismo NOS2A-954G/C foi relatado pela primeira vez
em uma area endémica de malaria no Gabao (169), sugerindo uma pressao seletiva
exercida pelo Plasmodium, contudo o alelo C variante foi pouco frequente na
populacdo estudada e nao observamos nenhuma associacdo entre a distribuicdo
alélica e genotipica deste SNP e a resposta humoral naturalmente desenvolvida aos
antigenos de P. vivax.

Considerando os achados deste estudo, foi possivel demonstrar a influéncia
do HLA na resposta especifica contra a CS, que se mostrou ndo ser um bom
marcador de transmissdo da doenca na area de estudo. Ao contrario do encontrado
para a CS, observamos associacdo entre a resposta de IgG especificos para as
proteinas de estagios sanguineos com a infeccao recente. Verificamos que a
presenca do alelo C mutante dos polimorfismos do gene da IL-10 parece ter um
papel na modulagao da resposta a infecgdo malarica, reduzindo os niveis da IL-10 e
da parasitemia. Além disso, a resposta especifica para a CS da variante P. vivax-like

€ aumentada em individuos carreadores deste alelo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem chegar as seguintes conclusdes:

“ A populacdo estudada esta exposta as 3 espécies plasmodiais, como
indicado pela presenca de individuos com anticorpos especificos para a regido
repetitiva da proteina CS de P. vivax, P. falciparum e P. malariae.

+ A alta prevaléncia de anticorpos para P. malariae confirma que essa espécie
ocorre no estado de Rondbnia apesar de ser raramente notificada.

++ A prevaléncia e os niveis de anticorpos para a proteina CS de P. falciparum,
P. malariae e P. vivax ndo é uma boa ferramenta para monitorar a presencga e o grau
de exposi¢cao da populacdo a essas espécies plasmodiais em areas endémicas
brasileiras.

+» Dentre as variantes de P. vivax, a VK210 é predominante no diagndstico
molecular, porém a sorologia para a CS de P. vivax mostra que a populagao esta
exposta aos trés genotipos (VK210, VK247 e P. vivax-like) no estado de Rondbnia.

+ A presencga de infecgao recente influencia a resposta de IgG especifica para
as proteinas AMA-1 e MSP-149 de P. vivax, enquanto para a CS de P. vivax néo ha
associagdo. Para as trés proteinas testadas a resposta é predominantemente de
anticorpos citofilicos (IgG1 e 1gG3).

+» A resposta de IgG para a proteina CS de P. falciparum esta associada com a
presenca dos haplétipos de HLADRB1*07~DQB1*02 e HLADRB1*04~DQB1*03, e
para a CS de P. vivax e P. falciparum com o haplétipo HLADRB1*16~DQB1*03. Em
contraste, a auséncia de resposta para a CS de P. vivax, P. falciparum e P. malariae
esta associada a presenca do haplétipo HLADRB1*01HLA~DQB1*05.

« A presenga dos polimorfismos no gene da enzima oéxido nitrico sintase
induzida e da citocina interferon gama nao influenciam nos niveis plasmaticos, na
susceptibilidade a malaria e nem na prevaléncia de anticorpos contra as proteinas
CS, AMA-1 e MSP-14g de P. vivax.

+ Para o polimorfismo no gene da citocina interleucina-10, a presenca do alelo
C dos SNPs IL10A-592A/C e -819T/C esta associada com baixos niveis de IL-10 e
de parasitemia, e com aumento de resposta de IgG para a CS da variante P. vivax-
like.
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ANEXO 1 - COMITE DE ETICA

Ministério da Saude
Fundagdo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 26 de margo de 2009.
Carta: 024/09
De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Joseli de Oliveira Ferreira e
- Dr. Christian M. Gabriel Niel

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 492/08 intitulado "Malaria,
leishmaniose tegumentar e tuberculose: aspectos clinico-epidemiolégico,
parasitolégico, bioquimico e imunolégicos e avaliagio das co-infecgbes
em area com populagdo de assentamento no Estado de Rondénia” com a
deliberagdo de APROVADO.

Atenciosamente

Carla Dias Netto
Secretaria Geral
CEP/Fiocruz

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Fundagdo Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705
Manguinhos - RJ. - CEP.: 21.040-360
Tels.: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815
e-mail: etica@fiocruz.br
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Instituigoes: Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rio de Janeiro; Laboratorio
Central de Saude — LACEN, Porto Velho.

Titulo do Projeto de Pesquisa: Malaria, Leishmaniose Tegumentar
Americana e Tuberculose: aspectos clinico-epidemioldgicos, parasitologicos,
bioquimicos e imunolégicos e avaliagdo das co-infecgdes em area com populagao
de assentamento no Estado de Rondonia.

Coordenadores da Pesquisa: Joseli de Oliveira Ferreira e Dalma Maria
Banic (Malaria), Antonio Teva e Fatima Conceicao Silva (Leishmaniose Tegumentar
Americana) e Paulo Zuquim Antas (Tuberculose).

Pesquisadores: Fatima Santos, Cesarino J. Lima Aprigio, Cleoni Mendes de
Lima, Rui Rafael Durlacher, Fabio Luis Storer, Fatima Madeira, Fernanda Nazaré
Morgado

Telefone para contato: 021-3865-8115; 069-3216-530
Nome do

Voluntario:

As doencgas infecciosas sdo um grande problema no Brasil. Em Rondbnia a mais
conhecida é a malaria, mas outras doengas como a tuberculose, as leishmanioses e as
parasitoses intestinais também tem sido diagnosticadas. Os pesquisadores que estao
fazendo o estudo para o qual estou sendo convidado, me informaram que eles gostariam de

estudar a presenca destas doengas na populagado da area onde eu moro.

ASSIM, EU, oo , declaro que sou
voluntario no estudo sobre a presenga destas doencgas na minha regido. Para que eu possa
participar como voluntario, terei de fazer varios exames (item C) para ver se eu estou com
uma ou mais das doengas que vao ser estudadas (malaria, tuberculose, leishmaniose e
parasitoses intestinais). Fui informado que este estudo € para obter mais conhecimentos
sobre estas doencgas e 0 que acontece quando mais de uma delas for encontrada na mesma
pessoa. Fui também informado que, caso alguma dessas doengas for diagnosticada em
mim, eu serei encaminhado a uma unidade de saude para fazer o tratamento e o

acompanhamento do meu caso. A minha participacdo em nada alterara o atendimento nas
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unidades de saude, caso eu venha a precisar por outros motivos. Uma parte dos resultados
deste estudo me beneficiara caso eu esteja com uma dessas doengas, pois terei o
diagndstico feito e poderei ser tratado, mas outra parte ndo me beneficiara diretamente, pois
servira para estudar estas doengas. No entanto, estes resultados poderdo no futuro
beneficiar outras pessoas que também tenham a minha doencga. Todos os resultados seréao
relatados a minha pessoa e considerados confidenciais, podendo os mesmos serem
divulgados na forma de comunicagao e artigos cientifica. Entretanto ndo sera permitido a

minha identificacao.

Pelo responsavel fui informado de que:

Este documento procura fornecer informagdes sobre as doencas que serao
estudadas e o que sera realizado, detalhando os procedimentos e exames, beneficios,
inconvenientes e possiveis riscos. Poderei recusar-me a participar da pesquisa ou, mesmo,
dela me afastar em qualquer tempo, sem que este fato me venha a causar qualquer
constrangimento. Os exames e procedimentos aplicados ser&o gratuitos. Os investigadores
se obrigam a nao revelar minha identidade em qualquer publicagéo resultante deste estudo,
assim como, poderao interromper minha participagao, a qualquer tempo, por razdes técnico/
médicas quando entdo, me serdo fornecidos aconselhamentos e orientagao.

A minha participagdo no projeto consiste em autorizar a realizagdo de exames para
avaliar se tenho estas doencgas e que esse material seja utilizado neste estudo. Também
autorizo 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; avaliacao 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. E importante saber das seguintes informagdes:

A- O problema de saude objeto da investigagao:

As doencgas que serdo procuradas séo: 1- malaria- doencga transmitida por mosquito,
muito comum em Rondbnia e que causa momentos de febre alta e calafrios apds os quais

eu fico cansado e sem forgas para trabalhar; 2- leishmaniose cutdnea- € uma doenca da

pele que produz uma ferida de tamanho variavel de acordo com a reagédo do organismo do
doente. E causada por um micrébio denominado Leishmania e também é transmitida por um
inseto; 3- tuberculose- ¢ uma doenca que € transmitida pela respiracdo e comeca nos
pulmdes dando febre, tosse e catarro, pode depois se espalhar pelo organismo, mas isto

ndo é comum; 4- parasitoses intestinais- sdo vermes e pequenos agentes que se instalam

no meu intestino e podem ou nao causar doenga. Existem os grandes vermes como as
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lumbrigas e outros, bem pequenos que sdo chamados de protozoarios e que s6 podem ser
vistos no microscopio. Para todas estas doencas existe tratamento, mas ainda nao existe

forma de prevenir com vacinas.

B- Objetivo do trabalho dos pesquisadores:

O objetivo deste trabalho, além de verificar se eu tenho uma destas doengas, é
estudar (identificar) que parasitas estdo presentes na minha regido, se a presenga de mais
de um deles na mesma pessoa pode fazer as doencgas ficarem diferentes (para melhor ou
para pior) e se os pesquisadores podem identificar um tipo de resposta do organismo
(imunolégica) dos pacientes que seja protetora (benéfica). O conhecimento desta resposta
podera ser importante para se tentar prever a evolugdo da doenca e com isto tentar evitar ou
diminuir as formas graves. Além disto, o melhor conhecimento destas doengas pode, no

futuro, ajudar o desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina.

C- Exames, procedimentos e tratamento que serao utilizados:

Inicialmente havera coleta de informacdes sobre a doenca 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
diagndstico, hemograma completo, testes imunolégicos, tipagem de células e produtos
secretados por elas, entre outros). Para isto sera necessaria a coleta 30mL de sangue por
via endovenosa em duas ocasibes: no dia do diagnodstico antes do tratamento (D0), podendo
ser solicitada para uma coleta em outra ocasido para verificagdo de cura. Se a médica
suspeitar que eu tenho Leishmaniose fardo um teste na pele (injecdo de 0,1 mL em um dos
bragos), chamado teste de Montenegro (para leishmaniose) para auxiliar no diagndstico
dessa doenga. Além disso, se eu tiver alguma ferida no corpo que seja suspeita de
leishmaniose, sera feita uma bidpsia (com anestesia) com retirada de um pedago (ndo maior
eu 6mm de didmetro) da ferida, que sera dividido em partes para o diagnostico da doenga,
isolando o parasita e fazendo histopatologia, e para o estudo cientifico. No caso de suspeita
de tuberculose eu terei de colher uma amostra de escarro para diagndstico de tuberculose
em pote limpo e levar um pote limpo para casa para colher uma amostra de escarro na
manha do dia seguinte ao despertar. Para verificar se eu tenho alguma verminose vou ter
que colher uma amostra de fezes em um pote limpo (chamada amostra fresca) e uma
amostra de fezes num pote contendo um liquido vermelho (chamada fezes conservadas).
Fui informado que o liquido vermelho (MIF) ndo é para ser tomado, e sim para colocar as
fezes nele dentro do pote (as fezes servem para fazer o diagnostico das parasitoses

intestinais). Todos estes procedimentos sdo usados na rotina de diagndstico e servem para
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confirmar que estou com um dos parasitas que provocam as doengas que vao ser
estudadas. Eu posso fazer todos os exames ou apenas alguns, mas como cada um deles
serve para doengas diferentes poderei ndo ser diagnosticado para algumas deles se nao

fizer todos os exames.

D- Beneficios:

Com a excegdo da malaria, as outras doengas nao sdo diagnosticadas com
facilidade, e isto traz problemas para o controle delas na minha regido. Com o diagndstico
poderei ser encaminhado a uma unidade de saude para cuidar do meu caso. Além disto,
alguns trabalhos tém mostrado que se uma pessoa tiver mais de um parasita produzindo
doenga ao mesmo tempo, algumas vezes as doengas podem ter mais problema para serem
curadas pelos remédios. O estudo da resposta imune em pacientes com as doengas do
estudo tem apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo
(imunoldgicos) na evolucdo das doencas. No entanto, mais estudos s&o necessarios para
tentar esclarecer o seu papel na regulagdo da resposta imune levando a cura ou a protegao.
Estes conhecimentos poderdo fornecer importantes informagdes para se prever a evolugao
destas enfermidades nos individuos doentes e, para estabelecer uma futura vacina para

uma ou mais delas.

E- Inconvenientes:

A reagao positiva ao teste de Montenegro se acompanha de inflamagao apenas
(restrita) a area de aplicagado do teste na pele. Este, no entanto, é o teste padrdo para o
diagndstico da leishmaniose tegumentar. A coleta de sangue pode produzir em alguns casos
hematoma (rouxidao) local que desaparece em 3 a 5 dias. A biopsia ¢é feita sob anestesia no
local da lesao (ferida). Sera realizado curativo compressivo apés bidpsia e ndo devo retirar o
curativo por 24 horas. Apds 24 horas, o curativo podera ser retirado, e diariamente devera
ser feito novo curativo. Receberei gaze estéril e esparadrapo ou atadura de gaze para os
curativos. O ponto podera ser retirado em 5 dias pelo préprio médico ou em posto de
cuidados de saude. Fui também informado de que, como o ponto foi realizado em Ulcera ele
podera sair sozinho sem prejuizo da cicatrizagdo e o procedimento de biopsia ndo deixara
cicatriz suplementar, pois sera realizado sobre a ulcera e a cicatrizagdo da mesma ocorrera
de forma a sobrepor o local da biopsia.

Serei informado de cada passo pelo médico responsavel e qualquer alteragado devo

comunicar ao pessoal responsavel que verificara a necessidade de cuidados locais.

F- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais:
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Nao ha riscos potenciais visto que os procedimentos que serdo utilizados durante
este trabalho sdo os normalmente usados para o diagndstico: da malaria, leishmaniose
tegumentar, tuberculose e parasitoses intestinais.

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

Recebi uma coépia 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 14

Data:

Testemunha 2,

1 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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APENDICE B - QUESTIONARIO

Questionario Epidemiolégico

REGISTRO N° Data:

PROJETO: Malaria, LTA e tuberculose: aspectos clinicos, parasitolégicos,
bioquimicos e imunoldgicos e avaliagdo das co-infeccbes em &area com

populacao de assentamento no Estado de Rondonia.
DADOS PESSOAIS

NOME: SEXO: ['F (1M
IDENTIDADE:

IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:
ENDERECO ATUAL:

FONE:

NUMERO DE RESIDENTES NO ENDEREGO ATUAL:

PROFISSAO:

TEMPO DE RESIDENCIA (ANOS):

Area endémica maldria (anos) : Rondénia (anos):

Endereco atual:

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDONIA:

HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECGOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: //P. falciparum /7P. vivax /7P. malariae [JNenhuma  [JN&o lembra
NUMERO DE INFECCOES ESSE ANO (2010):
Espécies: [1 P. falciparum  /7P. vivax /7P. malariae [JNenhuma  [JN&o lembra

DATA DA ULTIMA INFECGAO:

Espécies: //P. falciparum /7P. vivax /7P. malariae [JNenhuma  [JN&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECGAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: [ Sim [1N&o

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: (] Sim ' Néo Data:
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MALARIA GRAVE NA FAMILIA: [ Sim [J Néo Data:
OBS:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU TEVE MALARIA
RECENTEMENTE? [7Sim [7Ndo Data:

EXPOSIGAO A INFECGAO MALARICA

LOCALIZAGAO DA CASA

(1 Cidade [JPeriferia [JFloresta [1Colegao d’agua 1 Nenhuma
TIPO DE CASA (PROTECAO EM RELACAO AO CONTATO COM MOSQUITO)
[1Boa "1 Parcial "I Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:

ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
[0Sim 0Na&o [ Foi informado [ Foi informado, mas n&o acredita
COMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
[ Mosquiteiro [ Inseticida [ antimalaricos [ Outras [ Nenhuma

Data da ultima borrifagdo de inseticida (FNS):

INFECGAO ATUAL
SINTOMAS

(] Febre, °C

1 Cefaléia [ Calafrios [1 Nausea [ Mialgia [ Nenhum

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO: 7 P. falciparum OP.vivax O P. malariae [7Nenhuma
PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECGAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?: I Sim [ N&o Data:
E DOADOR DE SANGUE?: [ Sim [ Nao Data da ultima doagao:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

1GOTA ESPESSA [1ESFREGACO [IPLASMA
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) CELULAS THLA " PARASITAS

OBS:
TUBERCULOSE
Data do Diagnéstico: I
CLINICA :
Cicatriz BCG : NAO O SIM [
Febre |:| Tosse D perda de peso |:|
FORMA DE TUBERCULOSE :
TB Pulmonar || TB Pleural [_|
Tele-Radiografia do térax: Sim D
Cavitagao: Nao |:| Sim |:|
BAAR no escarro: Positivo D NUumero de amostras positivas:
Negativo D Nao disponivel D

Cultura positiva: Escarro D

Data do inicio do tratamento: I

[ ] Regime 1 RMP + INH + PZA (2 m), RMP + INH (4 m)

] Regime 1R RMP + INH + PZA + EMB (2 m), RMP +INH + EMB (4 m)
D Regime 2 RMP + INH + PZA (2 m) RMP+INH +EMB (7 m)

[ ] Regime 3 STB + ETN + EMB + PZA (3m), ETN + EMB (9m)

OBS:
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HISTORIA PARA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDONIA:

POSSUI ALGUMA LESAO CUTTANEA: NAO C1IM CRUANTAS
TEMPO DE LESAO (meses): LOCALIZAGAO:

DESCRIGAO DA(S) LESAO (OES):

USO DE MEDICAGOES: [ N3o 11 Sim 71 local [ sistémica

Descrigao e evolugao:

Ja teve no passado lesdes na pele com dificuldade de cicatrizagao: [1 Sim [ Nao

local Descricao

Outra pessoa da casa apresentou lesdes na pele com dificuldade de cicatrizacao:

[ Sim 1 Nao O local Descrigcao

Ja fez teste de Montenegrrol ' Nado (1 Sim - quando resultado

Possui animaisemcasalINao [] Sim quais

Algum deles possui ferida ou teve ferida no ultimo ano? Descreva:
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