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RESUMO

Os estudos sobre os mecanismos patogénicos que levam a malaria grave foram durante
muitos anos restritos basicamente ao Plasmodium falciparum. Entretanto, o nimero de casos
de P. vivax vem aumentando em todo o mundo, incluindo aqueles de malaria grave.
Evidéncias recentes sugerem que a infeccdo pelo P. vivax induz uma resposta imune
inflamatoria mais intensa que aquela induzida pelo P. falciparum. Diante disso, 0s objetivos
deste trabalho foram: (i) investigar mediadores plasmaticos relacionados a inflamacéo que
poderiam ser utilizados como marcadores de morbidade da malaria por P. vivax; (ii)
identificar individuos geneticamente susceptiveis e/ou resistentes a maléria clinica. Na busca
de biomarcadores, a hipétese investigada foi a de que as microparticulas (MPs) — vesiculas
resultantes da ativacdo e/ou apoptose celular — e os &cidos nucléicos circulantes (CNAS)
estariam associados a infeccdo pelo P. vivax. Em pacientes bem caracterizados clinicamente
foi possivel demonstrar que as MPs, de diferentes origens, estavam significativamente
aumentadas na maléaria por P. vivax, sendo as MPs de origem plaquetaria associadas a
sintomatologia da doenca. Os niveis de CNAs plasmaticos estavam aumentados nos pacientes
infectados pelo P. vivax sendo estes niveis associados ao espectro clinico da doenca. Um
achado interessante no presente trabalho foi que os niveis de CNAs também correlacionaram-
se com a trombocitopenia. Um resultado de grande importancia foi que os niveis de MPs e
CNAs no plasma retornaram aos valores basais ap0s o tratamento antimalarico especifico, o
que sugere que ambos os fatores podem ser bons marcadores de morbidade por P. vivax.

Na segunda parte do estudo, buscou- se a associacdo entre os polimorfismos genéticos
de citocinas (MIF, TNF-a, IL-10 e TGF-B) e de glicoproteinas plaquetarias (GPla/lla e
GPIIb/111a) com as complicacdes clinicas e hematoldgicas da infeccdo pelo P. vivax. Os
resultados obtidos evidenciaram associacdes entre os polimorfismos dos genes GPla/lla,
TNF-a, MIF e IL-10 e alteracdes clinicas e hematoldgicas na maléaria causada pelo P. vivax.
Em resumo, os dados apresentados reforcam a influéncia de multiplos genes do hospedeiro
vertebrado na malaria por P. vivax. Espera-se que os resultados observados no presente
trabalho possam contribuir no esclarecimento dos mecanismos envolvidos na patogenia do P.

vivax .
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ABSTRACT

Study of the mechanisms involved in the pathogenesis of severe malaria has been
widely concentrated in malaria caused by P. falciparum. However, the number of severe
cases of P. vivax has been increasing, placing P. vivax infection in a higher status of global
health concern. The few studies that had addressed the pathogenesis of vivax malaria had
shown that P. vivax infection induces greater host inflammatory responses compared to P.
falciparum malaria. Here, the main objectives of the study were: (i) to investigate plasma-
derived mediators of inflammation that could be a potential marker of P. vivax clinical
disease, (ii) to identify individuals who are genetically susceptible and/or resistant to vivax
malaria. Searching for biomarkers, the hypothesis investigated was that cellular microparticles
(MPs) — submicron membrane vesicles released upon cellular activation or apoptosis— and
circulating nucleic acids (CNAs) are involved in P.vivax infection. In patients clinically well
characterized, it was possible to demonstrate that MPs from different cellular origins were
significantly increased in P. vivax infection, and those platelet-derived were associated with
acute malaria symptoms. Also, the levels of CNAs were increased in plasma of P. vivax
patients, with their levels associated with the clinical spectrum of vivax malaria. An
interesting finding was that the levels of CNAs were correlated with thrombocytopenia. Of
importance, the levels of MPs and CNAs in plasma returned to basal values after specific
antimalarial treatment, which suggested they may have potential as biomarkers of vivax
morbidity. Further, we sought to investigate the association between genetic polymorphisms
in cytokines (MIF, TNF-a, IL-10 and TGF-B) and platelet surface glycoproteins (GPla/lla and
GPIIb/111a) with clinical complications of P. vivax infection. The results showed associations
between genetic polymorphisms of several genes — GPla/lla, TNF-a, MIF and 1L-10 — with
hematological and clinical parameters of P.vivax infection. Taken together, the results
presented here may shed light on the mechanism involved in the pathogenesis of P.vivax, and

it might contribute to the current studies on P. vivax malaria.
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I.I ASPECTOS GERAIS DA MALARIA HUMANA

A maléaria é uma das mais importantes doencas infecciosas nas regides tropicais e
subtropicais, sendo reconhecida como grave problema de saude publica no mundo. Quarenta
por cento da populacdo mundial vive em areas de transmissdo estando, portanto, expostas ao
risco de contrair a doenga. A incidéncia da malaria é de 300 a 500 milhdes de casos e cerca de
1 milh&o de mortes por ano, das quais 90% acometem na Africa sub-Saariana em criangas
com menos de 5 anos de idade (WHO, 2009). No Brasil, a doenca € endémica na Amazonia
Legal, onde foram registrados cerca de 306.000 casos em 2009, correspondendo a 95% dos
casos da doenca registrados no pais. Dos casos clinicos de malaria notificados anualmente na
regido Amazonica, 83,7% sdo causados pelo Plasmodium vivax e cerca de 16,3% pelo
Plasmodium falciparum (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Guerra e colaboradores (2010)
mostraram que em 2009, cerca de 2,85 bilhGes de pessoas estdo em areas de risco de
transmissdo da malaria por P. vivax no mundo todo.

A maléria humana é causada por parasitos do género Plasmodium, que inclui mais de
100 espécies conhecidas, das quais quatro sdo as principais que parasitam o homem: P.
falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale. Recentemente, a transmissdo natural do P.
knowlesi, parasito de simios, tem sido descrita em algumas regides do sudeste asiatico e da
Africa (Bronner et al., 2009). Consequentemente, muitos autores tem considerado esta espécie
como a quinta espécie de plasmaddio causando maléria humana (Babady et al., 2009).

Apesar da malaria causada por P. vivax ser a principal encontrada nas Américas e na Asia, é
ainda pouco estudada, possivelmente por ser esta espécie menos virulenta que o P. falciparum
e também devido as dificuldades de sua manutencao em cultivo continuo. Entretanto, achados
recentes tem questionado o paradigma de que a infecgdo por P. vivax ndo seja benigna. Em
um estudo clinico em Papua Nova Guiné (Oceania) foi mostrado que em criangas menores de
cinco anos, 23% dos casos de P. vivax foram considerados graves, dos quais 80%
apresentavam um quadro de anemia grave (hemoglobina menor que 5g/dL) (Tjitra et al.,
2008). Genton e colaboradores (2008) mostraram que na Papua Nova Guiné 9% das criancas
com idade inferior a 5 anos diagnosticadas com P. vivax evoluiram para o quadro clinico de
maldria grave. No Brasil, varios estudos relataram um aumento no nimero de casos graves em
pacientes infectados pelo P. vivax (Araujo et al., 2008). Estes estudos mostraram que no
periodo de 1998 a 2008, cerca de 230 mortes relacionadas a infec¢do pelo P. vivax foram
registradas na Amazénia (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Entretanto, é importante ressaltar a

importancia da confirmacédo da espécie P. vivax por técnicas mais sensiveis (como o PCR, por
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exemplo) em um caso de morte, uma vez que deve ser descartada a possibilidade de co-
infeccdo com o P. falciparum. Além disso, a presenca de outras doencas infecciosas agudas
como febre amarela, leptospirose e dengue também deve ser considerada (Santana et al.,
2010).

Nos estudos que mostraram que houve um aumento no numero de internaces por
maléria P. vivax no Brasil, as principais complicacdes clinicas encontradas foram anemia
grave, ictericia e trombocitopenia (Alexandre et al., 2010). A trombocitopenia foi encontrada
em cerca de 20% dos pacientes internados com malaria vivax, muitos deles apresentando
também trombocitopenia grave (plaguetas < 50.000/mm?®) néo relacionada aos distdrbios de
coagulacao. InfeccBes por P. vivax associadas a trombocitopenia também tem sido descritas
em outros paises, tais como a india, onde 18% dos infectados pelo P. vivax desenvolveram
trombocitopenia grave (Kochar et al., 2009). Entretanto, a importancia clinica desta
complicacdo hematoldgica é ainda pouco compreendida tanto para a infeccdo pelo P. vivax
quanto pelo P. falciparum. Estes achados demonstram a grande necessidade de novos estudos
visando o esclarecimento dos mecanismos patogénicos envolvidos na infec¢do por P. vivax
(Anstey et al., 2009).

1.2 PRINCIPAIS DIFERENCAS ENTRE P. vivax E P falciparum QUE PODEM SER
RELACIONADAS A PATOGENIA

Na sua forma mais freqliente, a ndo-grave, a malaria traduz-se clinicamente em uma
sindrome febril aguda indiferenciada. O paroxismo febril se justifica pela ruptura das
hemécias pelos esquizontes. Este paroxismo acontece principalmente em consequéncia da
liberacdo de citocinas inflamatdrias, tais como IL-6, IL-1, TNF-o e IFN-y, que produzem, em
seu conjunto, a febre e os calafrios caracteristicos da doenca (Anstey et al., 2009).

A maléaria grave, por ser responsavel pelo grande nimero de mortes em regides
tropicais, tem sido o alvo da maior parte dos estudos sobre a doenca, principalmente no que
diz respeito ao P. falciparum, espécie mais patogénica e melhor estudada. Entretanto,
diferencas nas manifestacoes da doenca podem ser observadas, com uma parcela dos
individuos desenvolvendo complicagfes graves, enquanto outros ndo, sendo as razfes para
isso pouco esclarecidas (Clark et al., 2010). Alguns estudos tém demonstrado que fatores do
parasito, como a viruléncia da cepa, por exemplo, bem como a idade e caracteristicas

genéticas do hospedeiro, podem estar envolvidos no aumento da susceptibilidade e/ou
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resisténcia ao desenvolvimento de complicacdes clinicas e hematoldgicas na infeccédo
malérica (Randall et al., 2010).

No que diz respeito ao parasito, podemos destacar sua capacidade de multiplicagéo
dentro do hospedeiro vertebrado, uma vez que para cada esporozoito de P. falciparum que
penetra em um hepatdcito, formam-se cerca de 40.000 novos merozoitos, enquanto na
infeccdo por P. vivax, formam-se apenas 10.000 novos merozoitos (revisto por Anstey et al.,
2009). E importante destacar ainda os mecanismos de invasdo utilizados pelos plasmodios
para infectar as células sanguineas. Nesta etapa de invasdo, diferencas importantes sdo
observadas entre a infeccdo causada pelo P. vivax e por P. falciparum, quanto ao tipo de
célula hospedeira infectada e as interacfes ligante-receptor necessarias para a invasao.

O P. vivax parece invadir exclusivamente reticulécitos (eritrécitos jovens), o que pode
contribuir para as cargas parasitarias menores observadas na infeccdo por essa espécie de
parasito (revisto por Anstey et al., 2009) e requer, principalmente, a interacdo de uma proteina
micronemal, a Duffy binding protein (DBP), com o seu receptor na superficie do eritrdcito, o
antigeno Duffy/receptor para quimiocinas (DARC) (Miller et al., 1976; Chaudhuri et al.,
1989; Horuk et al., 1993). Por outro lado, o P. falciparum invade tanto os reticuldcitos quanto
os eritrocitos maduros (Pasvol, et al., 1980) e é capaz de invadir estas células atraveés, de pelo
menos, cinco vias diferentes de invasdo (revisado por Haldar e Mohandas, 2009). Por fim,
destaca-se a capacidade do parasito de causar citoaderéncia, mecanismo patognoménico da
infeccdo pelo P. falciparum, que pode levar as manifestagdes mais graves da doenca, como a
maldaria cerebral. Este complexo mecanismo de citoaderéncia ocorre devido a formacdo de
protuberancias (knobs) na superficie das hemacias, a partir de antigenos variantes do parasito
tais como a proteina PFEMP1. O sequestramento s6 é possivel quando acontece a interagdo
entre a PFEMPL e proteinas de adesdo celular presentes na superficie das células endoteliais
humanas, tais como ICAM-1 e CD36. O resultado final € a obstrucdo de capilares de
importantes 6rgdos como ceérebro, pulmdo, figado e rins, cuja anoxia contribui para a
fisiopatologia da maléria grave (Clark et al., 2006; Van der Heyde et al., 2006). Entretanto, 0s
eventos que levam as complicagdes e a morte por P. falciparum sdo multifatoriais,
envolvendo ainda alteracdo da homeostase, inflamagéo sistémica e lesdo neuronal (Rao et al.,
2010).

Pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos na doenga grave causada pelo P.
vivax (Mueller et al., 2009). Sabe- se que, no caso da infeccdo por esse parasito, a formagéo
de Knobs ndo ocorre, 0 que sugere a principio, a sua incapacidade de se aderir ao endotélio

microvascular. Entretanto, Kim e colaboradores (2006) mostraram que 0s eritrdcitos
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infectados por P. vivax sdo capazes de se aderirem in vitro ao receptor CSA (condroitina
sulfato A), expresso em celulas da placenta e do pulmdo. Anstey e colaboradores (2007)
mostraram através de evidéncias indiretas in vivo que a adesdo em 6rgdos como o pulmao
pode acontecer também nesta espécie. Recentemente, Carvalho e colaboradores (2010)
mostraram que eritrocitos infectados pelo P. vivax sdo capazes de se aderirem in vitro as
células endoteliais do hospedeiro vertebrado. Entretanto, a citoaderéncia e o sequestramento
em P. vivax ainda permanecem pouco esclarecidos.

Os poucos estudos que tem investigado a patogenia da maléria causada pelo P. vivax
tem mostrado que a infecgdo por este parasito induz uma resposta inflamatoria mais intensa
que aquela induzida pelo P. falciparum (Anstey et al., 2009; Yeo et al.,, 2010), com
associacdo entre a producdo de citocinas pro-inflamatorias e a forma mais grave da doenca
(Andrade et al., 2010).

Vaérios estudos tém demonstrado a capacidade de acidos nucléicos complexados as
proteinas em estimular a resposta imune inata (Parroche et al., 2007; Wu et al., 2010). Dentre
0s receptores especializados em reconhecer o complexo acidos nucléicos-proteinas, estdo os
receptores do tipo Toll 9 (TLR9) e Toll 2 (TLR2) (Franklin et al., 2009). Em P. falciparum,
moléculas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) também podem estimular os TLRs e levar ao
paroxismo malarico (Boutlis et al., 2005). Entretanto, estudos desta natureza ainda nao foram
conduzidos em P. vivax.

Varios autores tém especulado os fatores que podem contribuir para uma resposta mais
inflamatoria na infeccdo pelo P. vivax. Carlton e colaboradores (2008) mostraram que 0 DNA
de P. vivax apresenta um alto conte(do de motivos CpG, maior do que o P. falciparum. Os
motivos CpG sdo sequéncias de DNA contendo o di-nucleotideo citosina-guanina nao
metilado. Essas sequéncias sdo encontradas no genoma de Varios protozoarios, bactérias e
fungos (Leichtle et al., 2011). Hemmer e colaboradores (2006) mostraram que as
concentracfes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina pro-inflamatoria
envolvida na gravidade da maléria, foram maiores durante o paroxismo na malaria vivax
guando comparado a malaria falciparum. Diante disso, uma maior resposta inflamatoria
durante a infeccdo pelo P. vivax em compara¢do com P. falciparum pode desencadeada por
inimeros fatores diferentes (Karunaweera et al., 2007).

Vérias investigacOes tém proposto que uma desregulacdo na resposta imunolégica do
hospedeiro contribui para a supressdo da eritropoiese durante a malaria (Hunt and Grau,
2003). Por outro lado, a deficiéncia na produgdo de eritropoietina (EPO) ndo parece ser

responsavel pela anemia grave (Chang and Stevenson, 2004). Lamikanra e colaboradores
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(2007) observaram que a supressao da eritropoiese foi provocada tanto pela presenca de
fatores do hospedeiro, tais como citocinas pré- inflamatdrias, quanto por fatores do parasito,
como a hemozoina, indicando que a supressdo da eritropoiese € um fenébmeno multifatorial.
Além disso, estudos de malarioterapia mostraram que para cada eritrécito infectado destruido
durante a infeccdo por P. vivax, 32 eritrocitos nao infectados sdo também removidos da
circulacdo sanguinea. Em P. falciparum essa destruicdo € menos acentuada (1 eritrdcito

infectado para cada 8 eritrocitos ndo infectados) (Anstey et al., 2009).

13 O PAPEL DAS MICROPARTICULAS (MPs) E DOS ACIDOS NUCLEICOS
CIRCULANTES (CNAs) NA PATOGENESE DA MALARIA HUMANA

Uma caracteristica de muitas doencas inflamatoérias e infecciosas é a ativacdo de
células sanguineas e do sistema vascular. Esta ativacdo leva a um processo de vesiculagéo,
formando as microparticulas (

), que sdo fragmentos da membrana plasmatica de algumas células, formados em
condicdes fisioldgicas ou quando a homeostase do tecido é perturbada (Mause e Veber, 2010).
As MPs formam uma populacdo heterogénea, mas em geral, sdo definidas pelo seu tamanho
(menor que 1 micrdmetro) e pela presenca de fosfatidilserina (PS) na sua superficie externa
(Couper et al., 2010). As MPs possuem diferentes caracteristicas de acordo com as células
gue as originam, ou seja, quando as MPs sdo formadas, elas se deslocam levando consigo as
proteinas de membrana da sua célula de origem (van der Heyde et al., 2011). As mais comuns
sdo derivadas de plaquetas (George et al., 1982), mas existem também as que se originam de
eritrécitos (Scott, Pendlebury and Green, 1984), leucdécitos (Satta et al., 1994) e células
endoteliais (Combes et al., 2004). As MPs tém um importante papel na inflamacéo,
coagulacdo e homeostase vascular, possuindo varias funcBes fisioldgicas, incluindo o
transporte de componentes da membrana da sua célula de origem para outras células ativando
direta ou indiretamente a inflamacéo e a coagulacdo. Uma grande variedade de patologias
gera MPs, como doencas cardiovasculares, trombocitopenia idiopatica puarpura (Jy et al.,
1992) e talassemias (Pattanapanyasat et al., 2004; Pattanapanyasat et al., 2007). As MPs
parecem ter ainda um importante papel na infec¢do por HIV, arteriosclerose e metastase de
tumores (Shah et al., 2008).

Recentemente, tem sido sugerido que a vesiculacdo celular pode estar envolvida
também na imunopatologia da malaria cerebral por P. falciparum (Coltel et al., 2006; Faille et

al., 2009), uma vez que em individuos com maléaria cerebral foram observadas altos niveis de
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MPs endoteliais. Uma hipdtese que pode explicar o papel das MPs na patogénese da malaria
cerebral € que elas auxiliam em uma maior adesdo de eritrdcitos infectados (Faille et al.,
2009). J& em modelo murino, as MPs de plaquetas foram encontradas em maior quantidade,
principalmente em camundongos que apresentavam trombocitopenia (Combes et al., 2004).
Recentemente, Couper e colaboradores (2009) mostraram que as MPs podem contribuir para a
ativacdo potente de macréfagos, o que levaria ao desenvolvimento de um processo
inflamatdrio na malaria por P. berghei. Por outro lado, na infeccdo por P. vivax, as MPs ainda
ndo foram estudadas.

Outro aspecto investigado neste trabalho foi a contribuicdo de acidos nucléicos
circulantes (CNAS) na inflamacéo induzida pelo P.vivax. A maior parte do DNA e RNA no
organismo estd localizada dentro das células. Entretanto, uma pequena porcdo destas
sequéncias (1,8 - 3 ng/mL) pode ser encontrada circulando livremente no sangue de
individuos saudaveis. O termo “acidos nucléicos circulantes (CNAS)” se refere a segmentos
de DNA ou RNA extracelulares encontrados na circulacdo sanguinea. A presenca de niveis
aumentados de CNAs no plasma de pacientes com leséo tecidual (Lam et al.,2009), acidente
vascular cerebral (AVC) (Rainer et al., 2003), diabetes (Gahan et al., 2008) e varios tipos de
canceres tem sido demonstrada (Sozzi et al., 2003). Em varios destes modelos, os niveis de
CNAs foram diretamente associados a gravidade da doenca. Assim, para vérias destas
doencas, tais como cancer, os CNAs constituem um biomarcador e uma poderosa ferramenta
prognostica pouco-invasiva. Apesar da importancia, o papel destes CNAs nunca foi estudado

na malaria.

1.4 VARIACOES GENETICAS DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO E PATOGENIA NA
MALARIA

1.4.1 ALGUMAS CITOCINAS ENVOLVIDAS NA PATOGENIA DA MALARIA E
SUAS VARIACOES GENETICAS

Nos Ultimos anos tem havido certo consenso que grande parte da patologia na malaria
pode ser resultado da ativacdo de vias inflamatorias, resultando em uma producéo excessiva
de citocinas pré-inflamatdrias, fazendo-se necessario um controle nesta produgdo para que
haja um equilibrio na resposta imunologica (Clark et al., 2006). Assim, grande atencdo tem
sido dada aos genes do hospedeiro vertebrado que podem estar envolvidos em uma resposta
inflamatdria exacerbada. Dentre estes, varios genes codificadores de citocinas tem sido
estudados na infeccdo por P. falciparum, como por exemplo, o fator de inibicdo da migracao

de macrdfagos (MIF), fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ interferon- gama (IFN-y). A tabela
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Tabela 1- Polimorfismos estudados e associacdo com susceptibilidade/resisténcia a doencas e/ou

1 resume os principais achados da literatura envolvendo polimorfismos nos genes estudados
neste projeto e suas relacdes com as doencas e/ou processos patoldgicos.

O MIF foi originalmente descrito como um fator de inibicdo da migracdo de
macrofagos derivados de linfocitos T (David, 1966). Atualmente sabe-se que além dos
macrofagos, outros tipos de células também sdo importantes produtoras de MIF. O MIF € uma
citocina multifuncional envolvida na patogenia de varias doencas humanas, incluindo sepse e
choque septico (Bernhagen et al., 1993; Calandra et al., 1998; Calandra et al., 2000),
sindrome do desconforto respiratério agudo (Donnelly et al., 1997) e doencas inflamatorias e
auto-imunes como a artrite reumatoide (Gregersen et al., 2003; Hoi et al., 2003),

glomerulonefrite (Lan et al., 2000) e doencas inflamatdrias intestinais (de Jong et al., 2001).

processos inflamatorios

Gene Polimorfismo Doenca/Processo Patologico Associaciao Referéncia Bibliogr afica
=794 (CATT)5-8 Artrite reumatoide Aumento da gravidade Baughet al., 2002
MIE  G-173C Artrite reumatoide Aumento da gravidade Barton et al.. 2003
3-173Ce -794 (CATT)5-8 Malaria por P. falciparum Aumento da susceptibilidade a anemia Awandare ez a/., 2009
T-1031C Malaria por P. falciparum Aumento da gravidade Sinhaet al., 2008
TNF-o. T-1031C Endometriose Aumento da gravidade Leeet al., 2008
3-308A Malaria por P. vivax Aumento da gravidade Sohail et al., 2008
C819T Queimadura Aumento da gravidade Huebingeret al., 2010
11-10 G-1082A Cancer gast{'ointestinal . Aumento f‘a susccptibi_li(_la'de Sun etal. 2010
G-1082A Doenca de Chagas cardiaca Diminuigéo da susceptibilidade Costaetal., 2009
3-1082A Malaria por P. falciparum Aumento da susceptibilidade Oumaet al., 2008
TGF-p T869C Diabetes Diminuigio da susceptibilidade Valladares-Salgado et al., 2010
T869C Hipertensio arterial Diminuigéo da susceptibilidade Yangetal., 2010
GPIa/lla C807T Trombose Aumento da susceptibilidade Jimenez et al., 2008

GPIIb/IIa C1565T

Trombocitopenia purpura

Aumento da susceptibilidade

Newman ez al., 1989

O gene MIF foi clonado pela primeira vez em 1994 (Paralkar et al., 1994) e mapeado
em 1997 por Budarf e colaboradores. Esses autores mostraram que o MIF é um gene de copia
Unica que esta localizado no cromossomo 22q11.2, composto por 3 exons de 205, 183 e 173
pb e 2 introns de 185 e 95 pb. O gene MIF ¢ altamente conservado em diferentes espécies
animais, 0 que sugere que essa citocina possui importantes funcdes biol6gicas. A regido
promotora do gene MIF apresenta varias sequéncias provaveis de ligacdo para fatores de
transcricdo, incluindo AP-1, fator nuclear NF-xB e GATA. Entretanto, o papel dessas
sequéncias no controle da expressdo do gene MIF humano ainda ndo é conhecido (Renner et
al., 2005).

Quatro polimorfismos do gene MIF humano tem sido mais frequentemente descritos
na literatura: uma repeticdo do tetranucleotideo - CATT- localizado na posi¢do -794 do
promotor [-794(CATT)sg] e trés polimorfismos de base Gnica (SNPs), um na regido do
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promotor (G-173C) e outros dois (T254C e C656G) em introns do gene (Donn et al., 2001;
Donn et al., 2002 e Baugh et al., 2002) (Figura 1). Como os dois ultimos polimorfismos estéo
localizados em sequéncias ndo codificantes, a maioria dos estudos realizados com esse gene
foram direcionados para os polimorfismos -794(CATT)ss e G-173C, encontrados no
promotor.

O polimorfismo -794(CATT)s.g foi identificado por Baugh e colaboradores em 2002.
Neste estudo, os autores avaliaram pacientes com artrite reumatoide e individuos nao-
portadores da doenca, e observou-se uma associacgdo significante entre pacientes homozigotos
que apresentavam cinco repeticdes do CATT (5-CATT) e menor agressividade da doenca
reumatdide, quando comparados aos outros pacientes com maior nimero de repeticdes do
tetranucleotideo (6, 7 ou 8-CATT). Além disso, dados experimentais demonstram que
individuos com o alelo 5-CATT (low repeat) apresentam baixos niveis de expressao de MIF e
aqueles apresentando 6-CATT, 7-CATT ou 8-CATT apresentam uma elevada expressao desta

citocina (Renner et al., 2005).

Sp1 Sp1 Ets CREB CREB
. GATA  GATA GATA  AP- Sp1  AML-1a.
Fatores de - NF-xB Ets cMyp  Spl  AP-4.
transcricdo S o
GATA AP-T
| I S R S S— ;
+
Localizacdo  -825/-813 -173 +254 +656
to -794
Polimorfismo  CATT s GC TIC C/C

Figura 1: Desenho esquematico do gene MIF humano mostrando os principais polimorfismos
estudados. As caixas pretas representam 0s trés exons, as caixas brancas 0s dois introns e as
caixas cinzas, os provaveis locais para ligacdo de fatores de transcricdo (GATA, AP-1, ETs
etc). As setas indicam as posi¢fes dos polimorfismos do gene (Adaptado de Renner et al.,
2005).
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Barton e colaboradores (2003) estudaram o papel dos polimorfismos MIF G-173C e -
794 CATTs.g na patogenia da artrite reumatoide. Estes autores mostraram que os individuos
carreadores do alelo 5-CATT tiveram uma reducdo no risco de desenvolver a artrite e que
individuos portadores do alelo -173C apresentaram um aumento na chance de desenvolver
essa patologia.

Na malaria, McDevitt e colaboradores (2006) observaram que em cultura de
monocitos estimulada com hemozoina, um residuo da digestdo da hemoglobina pelo
Plasmodium e forte indutor da resposta imune do hospedeiro vertebrado, pacientes portadores
de dois alelos 5-CATT (homozigoto) secretam menores niveis de MIF que os mondcitos de
pacientes portadores dos alelos 6-CATT ou 7-CATT (homozigoto ou heterozigoto). Estes
dados experimentais obtidos in vitro sugerem que polimorfismos no promotor do gene desta
citocina podem influenciar na resposta imune contra a infeccdo malarica, uma vez que
individuos carreadores de alelos com mais de 5 repeticdes, sdo alto produtores de MIF.

O polimorfismo de base unica MIF G-173C se caracteriza por uma substituicdo de
uma guanina por uma citosina na posi¢do -173 do gene. Assim como o microssatélite, esse
SNP parece estar associado a uma maior producdo de MIF, levando a um aumento da
susceptibilidade a inUmeras doencas inflamatorias. Apenas mais recentemente o papel dos
SNPs do gene MIF na malaria humana tem sido estudado. Jain e colaboradores (2009)
mostraram que elevados niveis de MIF estdo associados com a mortalidade de pacientes com
malaria cerebral na India. Além disso, o polimorfismo MIF-G173C foi associado com um
maior risco de parasitemias elevadas em criancas com malaria no Quénia. Awandare e
colaboradores (2009) mostraram a associacdo dos polimorfismos de SNP (MIF G-173C) e
microssatélite (-794 CATTs.g) com uma maior susceptibilidade a anemia grave na malaria por
P. falciparum. O forte desequilibrio de ligacdo entre estes loci tem mostrado que a associa¢do
entre eles é capaz de gerar associagdes a susceptibilidade a diferentes doencas mais fortes do
que utilizando os locus individuais (Donn et al. 2002; Barton et al. 2003; Hizawa et al.
2004). Além disto, alguns autores tem mostrado a associacdo de haplétipos deste gene
envolvendo as regides -794/-173 com um aumento da susceptibilidade a varias doencas, tais
como sepse e choque séptico (Lehmann et al., 2009). A associacdo dos haplétipos MIF -794/-
173 com uma maior susceptibilidade a anemia foi vista em pacientes com malaria por P.
falciparum (Awandare et al., 2009).

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) foi descoberto como uma das principais
citocinas relacionadas aos processos inflamatdrios e respostas imunes (Carswell et al., 1975).

A identificacdo desta citocina pleiotrdpica levou a descoberta da superfamilia de TNFs e de

28



Introdugio

seus receptores (Revisado por Parameswaran e Patial, 2010). O TNF-a participa na defesa do
hospedeiro contra infecgfes, causando o aumento da expressdo das moléculas de adesao,
aumentando a circulacdo de células no sitio de infeccdo, estimulando macréfagos e neutréfilos
a fagocitose, assim como a liberagcdo de outras citocinas e mediadores inflamatérios. A
producdo exacerbada de TNF-o tem sido associada com a patogenia de varias doengas, como
artrite reumatoide, doenca de Crohn, arterioesclerose e sepse (Revisado por Parameswaran e
Patial, 2010). Em maléria, TNF-a. foi a primeira citocina demonstrada estar presente em niveis
elevados no plasma de pacientes com maléria grave por P. falciparum (Grau et al., 1989).

Os macrdfagos sdo os principais tipos celulares produtores de TNF-a. Além deles,
células T e B, mondcitos e fibroblastos também podem produzir esta citocina. A expressdo do
gene TNF-a acontece através de inimeras vias de sinalizacdo celular e na grande maioria das
células, ele ndo é expresso sem que haja uma estimulacio prévia. E necessario que a célula
seja exposta a estimulos tais como lipopolissacarideos bacterianos (LPS) para que haja a
producdo de TNF-a (Falvo et al., 2000; Tsai et al., 2000). Estudos visando a identificacdo de
fatores importantes para a transcricdo do gene TNF- o mostraram que a via de transdu¢do de
sinal do TNF-a se da através de dois receptores de membrana- TNFR1 e TNFR2- fazendo
com que esta citocina exerca um namero variado de importantes fungdes celulares incluindo
proliferacdo, diferenciacédo e apoptose.

Mais recentemente, tem sido proposto que 0 TNF-a, cujo gene codificador foi
mapeado no cromossomo 6p21.3 esta envolvido na regulacdo do metabolismo de ferro e no
desenvolvimento da anemia grave na malaria por P. vivax (Jain et al., 2009). De fato, essa
citocina pode bloquear a diferenciacdo e proliferacdo de células progenitoras eritroides,
causando uma deficiéncia de glébulos vermelhos maduros no sangue (Roodman et al., 1987).

Varios estudos tém sido feitos na tentativa de entender os mecanismos envolvidos na
regulacdo da transcricdo do gene do TNF-a (Pociot et al., 1993), dentre eles estudos de
polimorfismos na regido promotora. Os polimorfismos mais estudados sdo 0s SNPs
localizados na posicdo G-308A e T-1031C do promotor do gene (Sohail et al., 2008), por
estarem relacionados com diferenca na expressdo deste importante gene associado com a
resposta inflamatdria em varias doencas. Além disso, esses polimorfismos estdo associados
com as complicagdes cerebrais da malaria causada por P. falciparum (Sinha et al., 2008) e
com 0 aumento no risco de desenvolver anemia grave em criancas recém-nascidas do Quénia
(Aidoo et al., 2001).

O primeiro polimorfismo na posic¢ao -308 corresponde a substituicdo do nucleotideo

guanidina (G) por uma adenina (A). Esta alteragdo esta relacionada com um aumento na
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producdo de TNF-a (Hajeer and Hutchinson, 2001). O mesmo ocorre para 0 polimorfismo na
posicdo -1031, que corresponde a substituicdo de uma timina (T) por uma citosina (C). Os
dados de associagdo de TNF-o e malaria vivax sdo escassos. Em um dos poucos estudos
descritos, Sohail e colaboradores (2008) mostraram a associacéo dos polimorfismos G-308A e
T-1031C com sintomas clinicos em cerca de 40 pacientes com maldaria P. vivax na India. Mais
recentemente, estudos buscando a associacdo dos haplétipos do gene TNF-a com
suscetibilidade a malaria também tem sido feitos (Kuesap et al., 2010). Entretanto, o papel
dos polimorfismos no gene do TNF-o e a malaria por P. vivax permanece pobremente
compreendido.

A Interleucina 10 (IL10) foi descrita pela primeira vez em 1990 (Moore et al., 1990) e
constitui um membro da familia das chamadas IL-10. A IL-10 propriamente dita € uma
citocina antiinflamatdria produzida por mondcitos e linfécitos e que possui efeitos
pleiotrépicos (Ouyang et al., 2010). Esta citocina tem um importante papel na regulacdo da
producdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12, auxiliando na
diminuicdo da resposta inflamatdria provocada por essas citocinas (Buruiana et al., 2010).

O gene codificador da IL-10 est localizado no cromossomo 1g31-32 e possui uma
regido promotora contendo mais de 27 sitios polimorficos (Giordani et al., 2003). Trés
principais polimorfismos ja foram descritos na regido promotora do gene IL-10 (G-1082A,
C819T e CH92A) (Gibson et al., 2001). Huebinger e colaboradores (2010) estudando
pacientes que sofreram queimadura mostraram que individuos com a mutacdo C819T tiveram
um menor risco de morte. O mesmo polimorfismo esta ainda associado a resposta imune em
doencas auto-imunes e/ou inflamatdrias. Alguns estudos mostraram que o gendtipo GG,
relacionado ao polimorfismo na posi¢do -1082 do gene 11-10 e associado a alta producdo da
citocina, parece proteger contra o cancer do trato gastrointestinal (Sun et al., 2010).

Souza e colaboradores (2004) mostraram que a alta expressao de IL-10 foi observada
em pacientes com a forma indeterminada da doenca de Chagas, enquanto que individuos
portadores da forma cardiaca da doenca apresentaram baixos niveis desta citocina. Os autores
sugerem que ha uma perda do controle imunolégico em pacientes com a forma cardiaca da
doenga, tendo a IL-10 papel fundamental neste controle. Entretanto, Costa et al. (2009)
mostraram que a presenca do alelo A na posicdo 1082 do gene IL-10 esta relacionado a
protecdo na doenca de Chagas, uma vez que individuos que apresentaram esse alelo s&o
portadores da forma indeterminada da doenga.

Apesar das bases fisiopatologicas da anemia grave em pacientes com malaria ainda

permanecerem obscuras, diferentes niveis de producdo de IL-10 parecem estar relacionados
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com a determinacdo da resposta a doenca. Ouma e colaboradores (2008) mostraram a
associacdo do haplétipo -1082G/-819C/-592C no gene I1L-10 com a protecdo contra a anemia
grave em criangas com malaria por P. falciparum. Além disso, esses autores mostraram que
criangas com este haplétipo também possuem altos niveis plasmaticos de IL-10.

O fator de crescimento tumoral beta (TGF-B) constitui uma superfamilia de citocinas
com mais de 40 membros. O TGF-B 1 é uma citocina pleiotropica que pode ter efeito anti e
pro-inflamatorio dependendo do ambiente e da sua concentracdo (Andrade et al., 2010). Esta
citocina tem como papel regular diferentes funcdes celulares, como proliferacdo, apoptose,
diferenciacdo, migracdo, entre outros (Arosio et al., 2007). O TGF-B 1 est4 envolvido em
varias patologias humanas, incluindo doengas auto-imunes, doencas vasculares e tumores.
Além disso, esta citocina tem um efeito imunossupressor, por inibir a producdo de citocinas
pro- inflamatdrias como TNF-a e interleucina 1 (IL-1) (Suzumura et al., 1993) e de moléculas
de adesdo como ICAM-1 e VCAM-1 (Shrikant et al., 1996). Existem varios polimorfismos
descritos no gene codificador do TGF-f 1, tanto na regido do promotor, quanto na sua regiao
codificadora, mas os principais e melhores estudados sdo dois SNPs, T869C, e G915C. Esses
polimorfismos estdo associados com variagOes na expressdo da citocina TGF-p 1 (Cambien et
al., 1996). A atividade anti-inflamatéria do TGF-p 1 parece estar associada a uma redugdo dos
sintomas clinicos em criangas infectadas com P. falciparum. Recentemente, Sambo e
colaboradores (2010) mostraram que polimorfismos no gene do TGF-f 2 contribuem para o
aumento do risco de desenvolvimento da malaria cerebral por P. falciparum em criancas
angolanas. De particular interesse para o estudo da maléria, podemos destacar que as
plaquetas ativadas liberam TGF-B 1 que podem estimular a apoptose no endotélio, levando a
graves complicacdes na malaria cerebral (Wassmer et al., 2006). Ainda ndo foram feitos

estudos associando-se polimorfismos no gene TGF-f 1 em P. vivax.

142 O PAPEL DAS PLAQUETAS E DOS POLIMORFISMOS EM GENES DE
GLICOPROTEINAS DE PLAQUETAS NA PATOGENIA DA MALARIA

Além do seu importante papel no controle da homeostase, as plaquetas podem
contribuir em varios processos relacionados a modulacdo da resposta imune, inflamacédo e
angiogénese (Smyth et al., 2009).

As plaquetas possuem em sua superficie uma grande quantidade de integrinas, que
consistem de heterodimeros de subunidades a e P, associados covalentemente. A principal
integrina plaquetaria € o complexo GPIIb/Illa, Unica integrina expressa exclusivamente em
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plaquetas. O receptor é formado pela associacdo de duas GP, a GPIIb e a GPlIlla, por isso é
considerado um complexo. O GPla/lla é o principal receptor para o colageno, enquanto o
GPIIb/Illa é um importante receptor para o fibrinogénio (de Lacerda, 2007). O receptor
plaquetario GPIV (CD36) ¢ o mesmo envolvido na citoaderéncia de hemécias parasitadas por
P. falciparum a varios 6rgdos-alvos da malaria grave. O CD36 ndo é expresso exclusivamente
em plaquetas, sendo também encontrado em mondcitos, macréfagos e em células endoteliais
(Cserti-Gazdewich et al., 2011).

Hé& algum tempo se especula a participacdo das plaquetas na fisiopatologia da malaria
grave por P. falciparum, uma vez que a proteina PFEMP1 do parasito pode se ligar as
plaquetas expressando CD36, e essas por sua vez podem se ligar ao endotélio aumentando a
adesdo de eritrocitos infectados (Cox e McConkey, 2010). A diversidade de receptores
encontrados nas plaquetas sugere a interacdo destas particulas com células do sangue, sistema
imune, sistema enddcrino e sistema nervoso. A ativacdo plaquetaria pode ainda induzir a
liberacdo de varias citocinas pré-inflamatorias, o que aumenta a resposta inflamatéria durante
a maléria (Coppinger et al., 2004). Por outro lado, essa ativacdo pode levar a trombocitopenia,
0 que acaba reduzindo a adesdo de eritrocitos infectados, uma vez que, com a diminui¢do de
plaquetas no sangue passam a existir também poucos receptores disponiveis para que 0s
eritrocitos se aderem (Cox e McConkey, 2010).

Véarios mecanismos imunoldgicos como estresse oxidativo por exemplo, tem sido
sugeridos como causa da destruicdo de plaquetas. Entretanto, a patogénese da perda de
plaquetas associada com a malaria grave € muito pouco esclarecida, tendo sido estudada
principalmente em modelos de maldria murina (Piguet, Kan and Vesin, 2002). Nestes
modelos, tem sido proposto que as plaquetas podem agravar a maléria por contribuir para a
adesdo de leucdcitos ou por permitir a ativacao endotelial (Cserti-Gazdewich et al., 2011).
Consequentemente, o papel das plaquetas na patogénese da maléria, bem como em outras
doencas inflamatorias e infecciosas, tem sido um assunto de grande interesse.

A contagem de plaquetas tem sido associada a malaria falciparum grave e, apesar do
achado ndo ser consensual, a trombocitopenia ndo tem sido um critério para classificacdo de
maléria grave, de acordo com a OMS (Kochar et al., 2009). Mais recentemente, também nos
casos de maléria vivax com complicagbes, tem-se observado, sistematicamente, o
aparecimento de plaquetopenia. Em estudo descritivo de 43 casos de malaria vivax grave, em
Manaus, a média da contagem de plaquetas em pacientes graves, no dia da admissao, foi
significativamente menor do que a de pacientes ndo-graves (de Lacerda, 2007).
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Variabilidades genéticas podem afetar os receptores de plaquetas, contribuindo para o
aumento da adesd@o, podendo levar a trombose (Jimenez et al., 2008). Além disso, essa
variabilidade pode levar a trombocitopenia grave, uma vez que as glicoproteinas de superficie
plaquetaria parecem ser alvos importantes para a destruicdo de plaquetas (Negrier et al.,
1998). Negrier e colaboradores (1998) identificaram varios polimorfismos na regido do
promotor e na regido codificadora dos genes dos complexos GPla/lla e GPIIb/Illa. O
polimorfismo C807T na subunidade la (GPla/lla) tem sido relacionado com a maior
expressdo do receptor, contribuindo para uma maior adesdo plaquetaria. Por outro lado, o
complexo Ilb/llla possui inimeros epitopos que podem ser alvo do reconhecimento de
aloanticorpos, levando a destruicdo plaquetaria e com isso a trombocitopenia. Newman e
colaboradores (1989) identificaram um polimorfismo na posicdo 1565 do gene GPllla (do
complexo GPIIb/l111a), onde uma citosina foi substituida por uma timina. Esse polimorfismo
levou a uma maior expressao da glicoproteina, levando ao aumento da apoptose de plaquetas.
E importante ressaltar que até o momento, ndo h& nenhum estudo associando os

polimorfismos das glicoproteinas de plaguetas com a patogénese da maléaria humana.
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A maléaria é uma doenca parasitaria que ocupa posicdo de destaque no panorama
mundial. A incidéncia dessa doenga no Brasil vem aumentando dramaticamente nas ultimas
décadas, sendo importante destacar que atualmente mais de 80% dos casos diagnosticados no
Brasil sdo causados pelo P. vivax (WHO, 2009).

O fato do P. vivax ter sido considerado por muito tempo como uma espécie causadora
de uma malaria benigna, fez com que os estudos sobre os aspectos patogénicos da malaria
humana fossem dirigidos principalmente para a infeccdo pelo P. falciparum, espécie mais
letal para 0 homem. Recentemente casos graves de maléria por P. vivax tem sido relatados e
nos ultimos anos, com a implementacdo das técnicas de biologia molecular, que tem
permitido descartar/confirmar a presenca de infec¢bes mistas por Plasmodium, tornou-se mais
evidente que o P. vivax - na auséncia de P. falciparum - pode estar frequentemente envolvido
com a malaria severa (Anstey et al., 2009).

Casos de malaria grave por P. vivax tem sido descritos em todo o0 mundo, incluindo os
casos de infeccdo por parasitos multi-resistente as drogas (Gentron et al., 2008; Tjitra et al.,
2008). No Brasil a maioria das complica¢fes clinicas relacionadas com a malaria causada
pelo P. vivax sdo complicagBes hematoldgicas, como anemia severa e trombocitopenia. Um
estudo recente, realizado em Manaus (AM), a trombocitopenia foi observada em 65% dos
pacientes com malaria por P. vivax, sendo 19% portadores também de anemia severa (<
50.000/mm°) (de Lacerda et al., 2007). Achados como este tem levado ao questionamento do
paradigma de que o P. vivax ¢ causador de uma malaria “ndo-virulenta” (Picot, 2006). Outras
complicacBes também descritas na infeccdo pelo P.vivax incluem complicacBes cerebrais,
sindrome respiratoria aguda severa (SARS), disfuncdo hepatica e falha renal (Kochar et al.,
2005; Saleri et al, 2006). De grande relevancia foi o achado recente de que eritrocitos
infectados por P.vivax parecem ser seqiestrados nos capilares pulmonares, um fendmeno
previamente atribuido exclusivamente ao P. falciparum (Anstey et al., 2007).

Os poucos estudos que tem investigado a patogenia da malaria causada pelo P.vivax
tem mostrado que a infeccdo pelo P.vivax induz uma resposta inflamatoria mais intensa que
aquela induzida pelo P. falciparum (Yeo et al., 2010). No Brasil, um Unico estudo mostrou a
associacao entre a producdo de citocinas pro-inflamatorias e a forma mais grave da doenca
(Andrade et al., 2010). Visto que uma resposta imune exacerbada do hospedeiro parece ter
um papel fundamental na patogenia da maléria causada por P.vivax, a proposta deste trabalho
foi estudar mediadores importantes da resposta imuno-inflamatoria que poderiam estar

envolvidos nas manifestacOes da infeccdo causada pelo P. vivax. Mais especificamente, um
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dos pontos investigados foi se parte da resposta inflamatoria induzida pelo P.vivax € mediada
por um processo de vesiculacdo celular que culmina com a producdo de microparticulas
(MPs) na circulacdo. As microparticulas - microvesiculas resultantes da ativacdo celular -
estdo frequentemente associadas a processos inflamatorios sistémicos que levam a um
distdrbio de coagulacéo (Piccin et al., 2007). Estudos sobre MPs ganharam destaque na ultima
década, sendo muitos os trabalhos que descrevem as caracteristicas moleculares e funcionais
das MPs derivadas de varias células (Periard et al., 2007). Embora muitos aspectos da fungéo
de MPs ainda sejam desconhecidos, existem evidéncias crescentes que elas séo fundamentais
nos processos inflamatorios e de coagulagéo.

Além das MPs, os CNAs vém ganhando destaque como potenciais biomarcadores de
morbidade em inGmeras doencas inflamatorias. A presenca de niveis aumentados destes
acidos nucléicos circulantes foi observada no plasma de individuos com patologias tais como
cancer, diabetes entre outras. Diante disso, acredita-se que os CNAs, juntamente com as MPs
possam ser importantes biomarcadores progndsticos na malaria por P. vivax e pretendeu-se no
presente trabalho investigar o papel dos CNAs nesta doenca.

Vaérios trabalhos tém mostrado o envolvimento de polimorfismos em genes do
hospedeiro vertebrado com a susceptibilidade e/ou resisténcia as doencas inflamatérias e a
maldaria por P. falciparum. Diante disso, selecionou-se alguns polimorfismos nos seguintes
genes: (i) Fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF); (ii) Fator de necrose
tumoral-beta (TNF-alfa);(iii) interleucina 10 (IL-10) (iv) fator de transformacéo de
crescimento beta 1(TGF-f); (v) Glicoproteinas de membrana de plaquetas Iib/Illa e la/lla.
Espera- se que o estudo dos polimorfismos nos genes descritos possam auxiliar no melhor

entendimento dos mecanismos patogénicos na maldria por P. vivax.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial de microparticulas e &cidos nucléicos circulantes como
biomarcadores de morbidade na malaria por P. vivax, assim como o envolvimento de
polimorfismos em genes do hospedeiro vertebrado com manifestagdes da infecgdo causada

pelo P. vivax.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a presenca das microparticulas na infeccdo pelo P. vivax e determinar sua origem

celular;

Identificar CNAs circulantes em pacientes infectados pelo P. vivax;

Investigar a associacdo entre os niveis de CNAs e/ou de MPs com o0s parametros
hematoldgicos e clinicos tais como febre, paroxismo, parasitemia, tempo de exposicdo a
malaria e dias com sintomas da doenca aguda;

Comparar os niveis de CNAs e de MPs antes e apés a terapéutica antimalarica especifica;
Genotipar os polimorfismos selecionados nos genes codificadores das citocinas pro- (MIF,
IFN-y, TNF-a), anti- (TGFB-1e IL-10) inflamatdrias e em glicoproteinas da superficie de

plaquetas em pacientes infectados pelo P. vivax;

Associar estes polimorfismos com a presenca de alteragdes laboratoriais, clinicas e
hematoldgicas.
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4.1 AREAS E INDIVIDUOS ESTUDADOS

4.1.1 AREAS

Nos ultimos 10 anos 0 nosso grupo de pesquisa vem conduzido uma série de estudos
imuno-epidemiologicos em &reas de transmissdo da maléria humana no Brasil, onde a
colaboragdo com clinicos locais tem viabilizado os estudos (Carvalho et al., 1999; Ceravolo et
al., 2005; Rezende et al., 2009). O presente estudo foi realizado entre os anos de 2007 e 2010,
com amostras obtidas dos estados do Amazonas (Manaus), Rondénia (Porto Velho) e Mato
Grosso (Cuiaba).

Em 2009, 19.698 casos de malaria foram registrados em Manaus com um grande
predominio de P. vivax (92,6%) sobre a maléria falciparum (Oliveira-Ferreira et al., 2010).
No estado de Ronddnia a malaria continua sendo uma doenca relacionada com a atividade
profissional exercida principalmente pelos homens adultos. As baixas taxas de transmissao
ocorrem durante todo o ano, também com predominio da infecgdo pelo P. vivax (Katsuragawa
et al., 2010). O principal vetor no estado de Ronddnia € o Anopheles darlingi e 0 nimero de
picadas infectantes por habitante/ano é estimado para esta regido entre 2 a 10 (Gil et al.,
2007). Em Mato Grosso, 0s municipios da regido noroeste sdo responsaveis por cerca de 75 a
80% das ocorréncias de maléria no estado, dentre os quais Colniza, Aripuand, Juina,
Rondolandia e Brasnorte sdo 0s que mais registram casos por estarem localizados em regido
mais proximas a floresta Amazénica. No periodo de 2005 a 2009 o estado do Mato Grosso
teve uma reducdo de mais de 60% nos casos de malaria, passando de 8.437 casos para 3.273
(Oliveira-Ferreira et al., 2010). As cidades de Manaus (AM), Porto Velho (RO) e Cuiaba
(MT) possuem centros de referéncia de tratamento de malaria, com uma boa estrutura

hospitalar.

4.1.2 INDIVIDUOS E AMOSTRAS

O presente estudo foi realizado com individuos infectados por P. vivax e que
procuraram o servi¢co de referéncia nas cidades de Cuiaba (n= 162), Porto Velho (n= 38) e
Manaus (n= 20), totalizando amostras de 220 individuos (Tabela 2). Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ (Processos CPgRR N° 07/ 2006 e N° 05/2008). Os individuos
diagnosticados do Mato Grosso e de Ronddnia foram tratados e acompanhados clinicamente
pelo Dr. Cor Jésus F. Fontes, colaborador deste trabalho (UFMT). Os pacientes do Amazonas

foram diagnosticados e tratados pelo Dr. Marcus V G Lacerda também colaborador deste
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trabalho (Fundacdo de Medicina Tropical, AM). Nessas regides, a identificacdo da infeccédo
pelo P. vivax foi feita atraves do exame microscopico de gota espessa corada pelo Giemsa
realizadas por técnicos treinados das Unidades de Saude da localidade e, posteriormente, pela
nested-PCR realizada em nosso laboratorio (Snounou et al. 2002).

Adicionalmente, foram incluidas neste estudo amostras de 15 individuos saudaveis,
voluntarios do Centro de Pesquisas René Rachou e de 12 individuos com carcinoma de ovario
provenientes do Hospital Luxemburgo. A tabela 3 resume os dados demogréaficos,
epidemioldgicos, clinicos, parasitolégicos e hematoldgicos dos individuos infectados pelo P.
vivax e que aceitaram participar do estudo através da assinatura do consentimento informado
por escrito de acordo com as diretrizes para pesquisa com seres humanos, conforme
especificado pelo Conselho Nacional de Salde do Brasil (Resolugdo 196/96). Os dados
clinicos e demograficos foram adquiridos através de um questionario padronizado, e o perfil
hematoldgico foi avaliado por meio de hemograma completo automatizado.

Fizeram parte deste estudo voluntarios na faixa etaria entre 15 e 78 anos, sendo 76%
do sexo masculino e 24% do sexo feminino, apresentando diagndstico de malaria por P. vivax
através de gota espessa. Como nas areas de estudo os individuos eram migrantes, provenientes
de éreas livres de transmissdo de maléria, a idade néo se correlacionou necessariamente com a
exposicdo a malaria. A exposicdo cumulativa a malaria foi, portanto, baseada no niumero de
episédios de maléria relatados pelos individuos (Tabela 3). Como foram relatados nimeros
variaveis de infec¢des prévias de malaria, categorizamos os individuos em trés grupos: (i) até
cinco episodios prévios de malaria (EPM), (ii) 6 a 10 EPM, e (iii) mais de 10 EPM. A
temperatura corporal aferida no momento da coleta do sangue, permitiu categorizar 0s
individuos em dois grupos: com febre (> 38°C) e sem febre (< 38°C). Outro parametro clinico
avaliado em nosso estudo foi o nimero de dias apresentando sintomas de maléria aguda, onde
os individuos foram categorizados como tendo: até 2 dias, de 3 a 5 dias e mais de 5 dias de
sintomas. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2009) a anemia
foi definida como a concentracdo de hemoglobina <13 g/dL em homens e <12 g/dL em
mulheres e a trombocitopenia é definida quando a contagem de plaquetas for inferior a
150.000/uL. A trombocitopenia foi categorizada em leve (100.000-150.000/uL), moderada
(50.000-100.000/pL) e severa (<50.000/uL) (George et al., 2000).
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Tabela 2 — Procedéncia das amostras de voluntarios selecionados para o estudo.

Doenca Localidade de Coleta (Cidade/lUF)  Ano de coleta ~ Ne de Individuos
Maléria (P. vivax) Cuiaba/MT 2003-2006 162
Maléria (P. vivax) Porto Velho/RO 2008 382"
Malaria (P. vivax) Manaus/AM 2010 20%P¢

Carcinoma de ovario Belo Horizonte/MG 2008 12°
N&o doente Belo Horizonte/MG 2008-2010 15°¢

# Amostras utilizadas no estudo de polimorfismos de DNA
b Amostras utilizadas no estudo de MPs
¢ Amostras utilizadas no estudo de CNAs

4.2 ESCORE CLINICO PARA AVALIACAO DE MALARIA AGUDA POR 2. vivax

Diante da inexisténcia de critérios que permitam definir a gravidade da malaria
causada pelo P. vivax, foi utilizada a classificacdo feita pela OMS para malaria por P.
falciparum (WHO, 2009). Um unico paciente infectado pelo P. vivax do estado do Amazonas
apresentou sinais clinicos de maléria grave, conforme preconizado pela OMS. Este paciente
apresentou hiperbilirrubinemia (bilirrubina total = 4,3 mg/dL) e insuficiéncia renal aguda
(creatinina= 2,3 mg/dL); outras doencas infecciosas comuns foram descartadas durante a sua
hospitalizacdo. Para definir diferentes graus de morbidade para os outros individuos com
malaria, foram adaptados os critérios descritos por Karunaweera et al (1998), ja validados na
regido amazonica pelo nosso grupo (Souza-Silva et al., 2010). Em resumo, a ocorréncia de
febre no momento da coleta de sangue e parametros hematoldgicos foram incluidos no célculo
do escore clinico: leucdcitos, plaquetas, hemoglobina (Hb) e hematdcrito (HTC). Pontuacdes
numeéricas de 0 ou 1, foram atribuidos aos parametros clinicos e hematoldgicos relatada como
ausente (ou dentro dos limites normais) ou presente (ou fora da faixa normal),
respectivamente. Para os 5 parametros analisados, a soma das pontuacGes forneceu o escore
clinico final do paciente. Esta avaliacdo semiquantitativa clinica permitiu analisarmos a
correlacdo existente entre os polimorfismos genéticos estudados e o espectro clinico da

maldria vivax, bem como no estudo de acidos nucléicos circulantes.
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Tabela 3 — Dados demogréaficos, epidemioldgicos, clinicos, parasitologicos e hematoldgicos
dos 220 individuos infectados pelo P. vivax

CARACTERISTICAS

Sexo, homem:mulher 2,3:1
Mediana idade, anos (IQR)* 37,0 (15,0-78,0)
N° de episodios prévios de malaria, n (%)
<5 159 (74)
610 35 (16)
> 10 22 (10)
N° de dias com a doenca aguda, n (%)
<2 36 (18)
3-5 81 (42)
>5 78 (40)
Principais sintomas nos ultimos 3 dias, n (%)
Febre 177 (82)
Dor de cabeca 192 (89)
Calafrio 190 (88)
Mialgia 183 (85)
Nausea 108 (50)
Vomito 61 (28)
Parasitemia, parasitas/uL de sangue, n (%0)
<500 33(23)
501 - 1,000 34 (24)
> 1,000 75 (53)
Temperatura do corpo (°C)
<38 24 (11)
>38 191 (89)
Niveis de hemoglobina, mediana (variagao) 12,8 (4,5-16,9)
Contagem de plaquetas x 1000/mm?, mediana (variacao) 107 (13-260)
Contagem de leucocitos x 100/mm3, mediana (variacéo) 56 (14-207)
Hematocrito (%), mediana (variagéo) 37 (13-50,6)
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4.3 OBTENCAO DE DNA E PLASMA

As amostras de DNA para os estudos de polimorfismos foram extraidas do sangue
periférico dos individuos infectados por P. vivax, individuos saudaveis e pacientes com
carcinoma de ovério. De cada individuo foram coletados cerca de 5 mL de sangue por puncao
venosa na presenca de EDTA utilizando o sistema Vacuette® (Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Austria). O DNA foi extraido utilizando-se o kit de extracio de DNA
gendmico (Gentra systems, USA) conforme as recomendacgdes do fabricante e aliquotado a -
20°C até 0 momento do uso. Os plasmas utilizados nos estudos de MPs e CNAs foram
obtidos por pungdo venosa na presenca de citrato de sédio (MPs) e heparina (CNAS) e

conservados a -70°C até o uso.

4.4 IDENTIFICACAO DE MICROPARTICULAS PELA CITOMETRIA DE FLUXO
4.4.1 OBTENCAQO DAS MICROPARTICULAS

A quantificacdo das MPs no plasma foi realizada pela citometria de fluxo adaptada dos
protocolos descritos anteriormente (Bode and Hickerson, 2000; Couper et al., 2010).
Inicialmente, o sangue coletado em tubos contendo citrato de sodio a 0,124 M foi
centrifugado a baixa rotacdo (1.500 x g) por 15 minutos a temperatura ambiente para obtencéo
dos plasmas pobres em plaquetas (PPP). Em seguida, o PPP foi centrifugado a alta rotacdo
(13.000 x g) por 3 minutos, para obtencdo do plasma livre de plaquetas (PLP). Finalmente,
100 pL do PLP foram diluidos em solucdo de PBS contendo citrato e heparina (1 pg/mL)
(diluicdo de 1:3) e novamente centrifugados por 90 minutos a 14.000 x g a 15°C. O sedimento
rico em MPs foi ressuspenso no tampao de ligacdo a anexina 1X (BD Biosciences, Calipornia,
US). As MPs foram quantificadas por citometria de fluxo através da calibracdo com
microbeads fluorescentes (Spherotech Inc.Libertyville, Illinois, US) de tamanho definido (0,7

a 0,9 um). Dez microlitros das beads foram adicionadas a 100 pL de PBS 1X estéril.

4.4.2 ANALISE FENOTIPICA DAS MPs POR CITOMETRIA DE FLUXO

A maioria dos reagentes utilizados neste estudo foi obtida da empresa BD Biosciences,
exceto quando mencionado. A caracterizacdo fenotipica das MPs para determinacdo de sua
origem celular foi realizada com a incubagdo de 100 pL do plasma contendo as MPs com os

anticorpos especificos para: plaquetas (CD41a/FITC), leucécitos (CD45/FITC), mondcitos
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(CD14/FITC), eritrdcitos (CD235a/FITC) e células endoteliais (CD144 VE caderina/FITC).
Adicionalmente, foram utilizados como controle anticorpos 1gG de camundongo marcados
com FITC e PE (controle de isotipo). Apo6s a adicdo dos anticorpos, as amostras foram
incubadas por 30 min. protegidas da luz. As MPs foram ressuspensas em 100 pL do tampéo
de ligacdo de Anexina V (BD Pharmingen) e, finalmente, 5 uL de Anexina V foram
adicionados, ja que a Anexina V reconhece residuos de fosfatidilserina que geralmente estdo
presentes na superficie das MPs.

As amostras foram levadas ao citdmetro de fluxo (FACSCalibur- Becton-Dickinson,
Calipornia, USA), onde cerca de 100.000 eventos foram obtidos em cada amostra, sendo pelo
menos 2.000 eventos dentro da regido especifica para MPs. As anélises foram feitas utilizando

o software FlowJo (Tree Star).

4.4.3 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE MPs NO PLASMA DOS PACIENTES

Para confirmar se o numero absoluto de MPs era diferente entre os individuos
infectados com maléria e os individuos saudaveis, assim como para determinar o ndmero
absoluto de MPs por microlitro de sangue, o citbmetro foi ajustado para realizar a leitura da
amostra em alta velocidade (60 pL/segundo) para cada amostra. O nimero de MPs/pL de
plasma foi calculado como descrito por Faille et al (2009) de acordo com a seguinte formula:
MPs/pL = (N x 400)/(60 x 100), onde N é o nimero de eventos adquiridos na regido das MPs,
400 é o volume total em cada tubo antes da fenotipagem, 60 é o volume de amostra analisada

durante a fenotipagem e 100 é o volume original da suspensao de MPs.

4.5 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS CIRCULANTES DO

PLASMA

Acidos nucléicos circulantes (CNAs) foram isolados do plasma de pacientes com P.
vivax e de doadores saudaveis utilizando o kit QlAamp de &cido nucléico circulantes (Qiagen,
CA, EUA), de acordo com instru¢cbes do fabricante. Foram utilizadas duas diferentes
metodologias para quantificar os niveis CNAs no plasma: (i) amplificacdo por PCR em tempo
real da sequéncia do gene da transcriptase reversa da telomerase humana (h"TERT), um gene
de cdpia unica que foi utilizado neste estudo como um marcador da quantidade de DNA

presente em amostras de plasma, (ii) quantificacdo fluorométrica do DNA circulante total
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utilizando o kit Quant-iTTM PicoGreen Reagente (Molecular Probes, Holanda), de acordo
com instrucdes do fabricante.

Para o PCR em tempo real, foram utilizados os seguintes iniciadores F: 5 GGC ACA
CGT GGC TTT TCG 3’; R: 5 GGT CCT GAA TGC ATG AAG TTT CAA 3°, como
descrito anteriormente (Sozzi et al., 2003). Com 0 objetivo de normalizar a quantidade de
DNA nas amostras dos plasmas, 5 ng de DNA de uma solucdo de esperma de salméo
(Invitrogen, CA, EUA) foram adicionadas em amostras de plasma antes da purificacdo do
CNAs. A sequéncia genémica do salmdo Oncorhynchus keta, um marcador especifico do
cromossomo Y, foi amplificada em paralelo com a hTERT utilizando os iniciadores
especificos: F: 5 CAA CCC AGG TTG CTC GAA TT 3’; R: 5> TGG ACG CAT GGC TTA
CCG ¥

4.5.1 QUANTIFICACAO DE SEQUENCIAS DO 2. vivax

Para identificar as seqiiéncias do parasito no plasma dos pacientes infectados pelo P.
vivax, os iniciadores F: 5’CAA CAG GTC CTT CAC GCT TAG TG 3’; R: 5 CGA CAG
CAC CAT TGG CG 3’ foram desenhados para sequéncias genémicas especificas de P. vivax
obtidas do GenBank (Carlton et al., 2008) e acessadas do site PlasmoDB
(http://plasmodb.org/plasmo/), com o auxilio do programa Primer Express (PE Applied
Biosystems). As reacdes de PCR quantitativo em tempo real foram realizadas no equipamento
ABI Prism 7000 Sequence Detection System SDS (PE Applied Biosystems, CA, EUA). As
condicdes de amplificacdo foram: 95 °C por 10 min, seguidos por 40 ciclos de desnaturacdo a
95 °C por 15 s e anelamento/extensédo a 60 °C por 1 min. O ciclo limite (threshold) para a

quantificacdo do DNA foi ajustado para 0,2 para todos 0s experimentos feitos neste estudo.

4.6 GENOTIPAGEM DOS GENES MIF, TNF- a, IL-10, TGF- B, GPIA/IIA E GPIIB/IIIA POR
PCR E ANALISE DOS PRODUTOS POR PCR- RFLP E ELETROFORESE CAPILAR

4.6.1 PADRONIZA(;AO DAS PCRS

ReacOes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas para a amplificagédo das
regides de interesse dos genes estudados a partir de molde de DNA dupla fita. As reacGes de
PCR foram realizadas em volumes de 20 pL, utilizando 100-200ng da amostra de DNA, 0,5
UM de cada iniciador, 1,25mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), MgCl, (0,75 mM- 4,5
mM), 1U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen, California, USA) e o tampédo 1X

fornecido com a enzima. As amplificagfes foram conduzidas em termocicladores automaticos
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Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e PTC100™ Programmable
Thermal Controler (MJ Research Inc., Massachusetts, USA). Na tabela 4 estdo listadas as
sequéncias dos iniciadores e as condi¢des de amplificagéo utilizadas para cada gene.

Em geral, os polimorfismos estudados neste trabalho séo polimorfismos de base Unica
(SNP). No caso especifico do gene MIF, além de um SNP, foi realizado o estudo de um
polimorfismo de microssatélite, que consiste em uma repeticdo do tetranucleotideo CATTs.g,
na posicdo -794. Para o polimorfismo de microssatélite (CATTsg), 0 primer MIF (-794
CATTs.g)- anti-senso foi marcado com fluoresceina para permitir a detec¢do dos produtos de
PCR utilizando a técnica de eletroforese capilar no aparelno MegaBACE (Amershan
Biosciences). Apds a eletroforese, foram observados quatro produtos de amplificacdo com
tamanhos diferentes, sendo cada um deles correspondente em ordem crescente aos alelos
contendo 5, 6, 7 e 8 repeticdes do tetranucleotideo CATT. As reacfes de PCR foram,
primeiramente, visualizadas em géis de agarose 1,0% em tampédo TAE 1X (40 mM TRIS, 20
mM acido acético, 1 mM EDTA, pH 8), corados com Brometo de Etideo [10 mg/mL]. Os géis
foram corridos a 100V, visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados
utilizando o sistema UVP BioDoc-iT'™. Posteriormente foi realizada a genotipagem
utilizando sequenciador automatico de DNA para determinacdo dos tamanhos dos fragmentos

amplificados.

4.6.2 GENOTIPAGENS

Para o polimorfismo MIF-794 (microssatélite CATTs.g), 0s produtos de PCR foram
separados por eletroforese capilar. Neste procedimento foram utilizadas placas de
genotipagem de 96 pocos, nas quais foram adicionados em cada po¢o 2 pL do produto de
PCR e 8 pL da mistura de Tween 0,1% e DNA padrdo (MegaBACE™ ET550-R Size
Standard: 1x500 pL em 10 mM Tris; pH 8.0, 11 mM) conjugado a fluoresceina, completando
um volume final de 10 pL. Em seguida as placas foram aquecidas por 1 minuto para a
desnaturacdo das fitas de DNA e levadas ao sequenciador automatico de DNA MegaBace
(Amersham Biosciences) para determinacdo do tamanho dos fragmentos amplificados e
posteriormente os resultados foram analisados utilizando o software MegaBACE genetic
Profiler Suite v2.2.

Para os polimorfismos dos genes MIF G-173C, TNF- a G-308A, TNF- a T-1031C,
TGF- B T869C, IL-10 G-1082A, GPla/lla C807T e GPIIb/llla C1565T foram feitas as
genotipagens por PCR- RFLP.
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Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores, condi¢cbes de amplificacdo e genotipos associados aos

diferentes perfis de fragmentos obtidos

Sequéncia do iniciador 5°-3' Protocolo da PCR Enzima de Condicdes da Base: tamanho em pb
(nimero de ciclos e restricdo digestao
temperature de
anelamento dos

primers)
TNF-a (G-308A) (Zhang D, 2003) 35 ciclos; 59°C por Ncol 2 U da enzima, G: 20, 87
45 seg 37°C, 5 horas A: 107
F: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT
R: GCCTTAGCCTCGTCCCTCCT
TNF-a (T-1031C) (Asghar et al., 2004) 35 ciclos; 59°C por 1 Bbsl 2 U da enzima, T: 13,251
min 37°C, 16 horas C: 13’ 71’ 180
F: TATGTGATGGACTCACCAGG
R: TTCTGTCCCGGTACATCTCC
TGF-p (T869C) (Garcia-Gonzéles et al., 2007) 32 ciclos; 61°C por 1 MspA1l 2 U da enzima, T: 15, 40, 67, 85
min 37°C, 3 horas
F: CCTGTTCGCGCTCTCGGCAGTG
R: GGTAGGCGCCGGTCTAGGACAG
IL-10 (G-1082A) (Cordeiro et al., 2008) 35 ciclos; 60°C por EcoNI 5 U da enzima, G: 253,97, 27
1 min 37°C, 4 horas A: 280, 97
F: CCAAGACAACACTACTAAGGCTCCTTT ---
R: GCTTCTTATATGCTAGTCAGGTA
GPla/lla (C807T) (Jimenez et al., 2008) 40 ciclos; 53°C por Taql 10 U da enzima, C: 23,92
45 seg 65°C, 2 horas
T:115
F: GTGTTTAACTTGAAGACATAT
R: ACCTTGCATATTGAATTGCTT ---
GPIlIb/l1la (C1565T) (Jimenez et al., 2008) 40 ciclos; 58°C por Mspl 20 U da enzima, C: 45,221
1 min 37°C, 16 horas T: 45 50. 177
F: TTCTGATTGCTGGACTTCTCTT
R: TCTCTCCCCATGGCAAAGAGT
MIF (G-173C) (Donn et al., 2001) 30 ciclos; 60°C por Alul 2 U da enzima, G: 98, 268
45 seg 37°C, 5 horas
F: ACTAAGAAAGACCCGAGGC C: 63, 98, 205
R: ATTTGTGGTTGCACGGGG
MIF -794(CATTsg)* (Baugh et al., 2002) 35 ciclos; 65°C por 55
1 min
5’ X**

F: TGCAGGAACCAATACCCATAGG --- - -
R: CAGGGGCTCAAATGGTAA --- - -

*Para todos os genes acima foram estudados apenas polimorfismos de base Unica, exceto para
o MIF, onde foram analisados dois polimorfismos, sendo um de base Unica e outro de
microssatélite.

** Corresponde aos alelos com 6, 7 ou 8 repeticdes.
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4.7 ANALISE DOS DADOS

No presente estudo, foram feitas anélises de dados referentes as MPs, aos CNAS e aos
polimorfismos genéticos humanos. No estudo de MPs, investigou- se se a infec¢do pelo P.
vivax estava associada com elevados niveis de MPs circulantes no plasma, bem como o papel
das MPs durante a fase aguda da doenca. Os dados foram analisados utilizando-se o0s
programas GraphPad (Instat 4.0) e SPSS (15.0). As diferencas nas médias entre 0s grupos
estudados (apresentando marcacdo para anexina V e para os diferentes marcadores celulares)
foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico Mann Whitney. Para investigar a associacao entre
0s parametros clinicos utilizados e os niveis de MPs foram realizadas analises de regressédo
linear. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformados em escala
logaritmica para que essas analises pudessem ser realizadas.

No estudo de CNAs, os dados foram analisados através dos programas GraphPad
Prisma (5.0). As diferencas das médias entre os niveis de CNAs nos grupos estudados foram
analisadas pelo teste t de Student bicaudal ou o teste Mann-Whitney quando os dados nao se
ajustavam a uma distribuicdo normal. O teste ndo-paramétrico de correlacdo de Spearman foi
utilizado para analisar a associacao entre as variaveis e os niveis de CNAs, bem como entre o
escore clinico e os niveis de CNAs.

Finalmente, no estudo de polimorfismos avaliou-se a associacdo entre 0s
polimorfismos de genes do hospedeiro vertebrado com as alteragdes clinicas e hematolédgicas
encontradas nesses individuos. Dependendo do tipo de analise, as estatisticas foram realizadas
nos programas GraphPad (Instat 4.0), SPSS 15.0 ou BioStat 5. Como as variaveis analisadas
neste estudo ndo apresentavam distribuicdo normal, a associacdo entre elas e o0s
polimorfismos foi avaliada utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman. Este
coeficiente também foi utilizado nas analises de correlacdo entre a presenca dos
polimorfismos e o0s escores clinicos dos pacientes. As comparacdes entre médias
(temperatura, dias com sintomas da doenca, Hb, HTC, plaquetas e leucocitos e 0s gendtipos)
foram realizadas utilizando o teste ndo-paramétrico Mann Whitney. As comparagdes de
proporcdes (genotipos e parametro clinico ou hematolédgico) foram feitas pelo Qui-quadrado
(x?) ou Teste Exato de Fischer. O teste exato de Fischer foi utilizado nas comparacdes entre
grupos com um numero de amostras inferior a cinco. Para as analises de tendéncia foi feito o
teste do Qui-quadrado de tendéncias. Em todos os testes realizados o nivel de significancia

considerado foi de 5%.
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Os haplotipos dos genes MIF (-794/-173) e TNF (-308/-1031) foram inferidos pelo
programa PHASE (2.1) (Stephens et al 2001; Stephens & Scheet, 2005). Este programa se
baseia na construgcdo de haplétipos para genotipos independentes, através de um método
estatistico bayesiano. Ao inferir os haplétipos utilizando o PHASE, as probabilidades sado
monitoradas e associadas em cada leitura. As probabilidades sdo consideradas excelentes
quando o valor € proximo de 1. Este programa também foi utilizado para medir o
desequilibrio de ligacéo entre os lécus -173 e -794 (MIF) e -308 e -1031 (TNF). A razéo de
chance da ocorréncia de determinado hapl6tipo nos grupos estudados foi calculada pelo teste
de “Odds ratio” (OR), onde também foram calculados os intervalos de confianga para cada
caso. Analises de regressdo multivariada logistica foram realizadas para descrever associa¢des
independentes entre as variaveis: idade, sexo e numero de episodios anteriores de malaria e a
presenca dos polimorfismos e dos haplétipos.

As construcBes dos hapl6tipos e analises de desequilibrio de ligacdo foram realizadas
pela Dra. Tais N de Souza (Laboratdrio de Malaria), colaboradora deste projeto. Nas demais
analises estatisticas obteve-se a colaboracdo da estatistica Danubia Lacerda, do Centro de

Pesquisa René Rachou.
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5.1 ANALISES DE MICROPARTICULAS NO PLASMA DE INDIVIDUOS INFECTADOS

PELO P vivax

Os resultados referentes ao estudo de MPs foram recentemente publicados (Campos et

al., 2010). O artigo foi incluido no ANEXO 8.2 desta tese (pag. 96).

5.1.1 IDENTIFICACAO DE MICROPARTICULAS PELA CITOMETRIA DE FLUXO

Neste trabalho, padronizou-se com sucesso a técnica de citometria de fluxo para a

identificacdo e quantificacdo de MPs nos plasmas incluindo a determinacdo de sua origem

celular. Como as MPs possuem um tamanho de cerca de 1 um, utilizou-se microesferas

fluorescentes de tamanho definido (0,7 - 0,9 um) para delimitar a regido (R1) correspondente

as MPs. As MPs isoladas do plasma foram entdo definidas de acordo com o tamanho (SSC) e

a granulosidade (FSC) (Figura 2A). Além disso, utilizou-se a proteina ligadora de

fosfolipedes Anexina V (capaz de reconhecer fosfatidilserinas presentes na superficie das

MPs) conjugada com PE. Foram utilizados ainda os controles de isotipo IgG-FITC e 1gG-PE

de camundongo para delimitacdo correta dos gates para as analises de MPs (Figura 2A).
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101-
0
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100 101 102 103 10"I 102 103 104
FSC-H Anexina V - PE Controle de Isotipo - PE

Figura 2: Identificagdo de MPs no plasma de individuos com malaria vivax. (A) MPs isoladas do

plasma foram selecionadas de acordo com seu tamanho (SSC) e granulosidade (FSC).

Microesferas fluorescentes de tamanho definido (0,7-0,9 um) foram utilizadas para delimitar a

regido das MPs (R1). (B) Os eventos presentes em R1 foram selecionados pela marcacao positiva

com Anexina V-PE. O controle de isotipo IgG-PE de camundongo foi utilizado para a

delimitacdo correta da regido de MPs (R2).
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5.1.2 DETERMINACAO DA ORIGEM CELULAR DAS MPs DURANTE A FASE
AGUDA DA INFECCAO PELO P. vivax

A imunofenotipagem das MPs no plasma dos individuos infectados pelo P. vivax foi
feita através da marcacdo com anticorpos monoclonais especificos para cada tipo celular:
CD41a - expresso em plaquetas; CD144 - expresso em células endoteliais; CD235a - expresso
em eritrocitos; CD45 - expresso em leucocitos e CD14 - expresso em mondcitos. A
porcentagem de eventos positivos para anexina V e para cada um dos marcadores foi
comparada entre os individuos infectados, os ndo infectados (controle negativo) e 0os com
carcinoma de ovario (controle positivo — doenga indutora de MPs) (Figura 3). A frequéncia de
MPs originadas de plaquetas (PMPs), de eritrécitos (EMPs) e de leucécitos (LMPs) foi
significativamente maior entre os individuos infectados pelo P. vivax quando comparadas ao
grupo controle negativo (p < 0,0087). Esse aumento foi confirmado quando avaliou- se o
namero absoluto de MPs/uL de plasma (Figura 4). Ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as MPs originadas de células endoteliais ou de mondcitos entre individuos
infectados e ndo infectados pelo P. vivax. Esses resultados sugerem que as plaquetas,
eritrocitos e leucdcitos sdo as principais fontes de MPs durante a fase aguda da infecgéo pelo
P. vivax e que a presenca dessas MPs pode estar relacionada com inflamac&o na malaria. E
importante ressaltar ainda que, apesar das MPs identificadas nos pacientes controles (com
carcinoma de ovario) encontraram- se aumentadas, nos pacientes infectados pelo P. vivax este

aumento foi ainda maior (Figura 3).

5.1.3 ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE AS MPs E A MORBIDADE NA MALARIA
AGUDA POR P. vivax
Com o objetivo de avaliar o papel das MPs na patogénese da malaria por P. vivax, foi
analisado se o aumento de MPs durante a infeccdo aguda pelo P. vivax estava relacionada
com os parametros demogréficos, clinicos, hematologicos e parasitologicos relacionados a
maldria (Tabela 2 da secdo Materiais e Métodos). Como dito anteriormente, a frequéncia das
PMPs, EMPs e LMPs foi significativamente maior entre os individuos infectados pelo P.
vivax quando comparadas ao grupo controle negativo. Porém, nenhuma associagdo foi
encontrada entre estas subpopulacbes de MPs e os pardmetros hematoldgicos ou
parasitologicos. Entretanto, observou-se uma relagéo linear positiva entre febre e a presenca
de PMPs no plasma (Regressao linear: B= 0,06; p < 0,0001) (Figura 5A).
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Figura 3: Imunofenotipagem das MPs no plasma de individuos infectados pelo P. vivax.
Anticorpos monoclonais conjugados com FITC foram utilizados para a marcagdo
especifica de cada tipo celular: CD41 (plaquetas), CD144 (células endoteliais), CD235a
(eritrécitos), CD45 (leucdcitos) e CD14 (mondcitos). A porcentagem de eventos positivos
para anexina V e para cada um dos marcadores foi comparada entre os individuos
infectados, os ndo infectados e os com carcinoma de ovario (controle positivo). As caixas
representam a mediana e o intervalo interquartil. As diferencas nas médias entre 0s grupos
foram analisadas pelo teste Mann Whitney. O valor de p menor que 0,05 foi considerado

significativo.
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Figura 4: Avaliacdo do nimero absoluto de MPs no plasma de individuos com maléria
vivax. O aumento do nimero de MPs no plasma dos individuos infectados pelo P. vivax
foi confirmado utilizando-se o nimero de MPs/ul de plasma. As caixas representam a
mediana e o intervalo interquartil. As diferencas nas médias entre os grupos foram
analisadas pelo teste Mann Whitney. O valor de p menor que 0,05 foi considerado

significativo.

Além disso, uma correlacdo estatisticamente significativa foi observada entre a
frequéncia de PMPs ¢ o nimero de dias com sintomas de malaria aguda (Regressao linear: =
0,36, p < 0,0001) (Figura 5B), ou seja, individuos com relato de mais que 6 dias de sintomas
da doenca tiveram maiores niveis de PMPs quando comparado com aqueles com um menor

tempo. Além disso, observou- se uma correlacdo negativa entre os niveis de PMPs e 0 nimero

55



Resultados

de episodios prévios de malaria, ou seja, quanto mais episddios de malaria o individuo
relatou, menor foi a fequéncia de PMPSs no plasma (Analises de regressdo linear: f= 0,07, p <
0,003) (Figura 5C). Entretanto, nenhuma associacao foi encontrada entre os niveis de PMPs e

os dias desde o ultimo episodio de maléria (Figura 5D).
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Figura 5: Associacdo das PMPs com a morbidade na malaria aguda causada pelo P. vivax.
Os individuos infectados pelo P. vivax foram categorizados de acordo com a temperatura
corporal (A), com os dias apresentando os sintomas da doenca (B), com o numero de
episddios anteriores de malaria (C) e com os dias desde o ultimo episédio de maléria (D).
As caixas representam a mediana e o intervalo interquartil. Os dados foram transformados
em logaritmo neperiano antes da analise de regresséo linear. O valor de p menor que 0,05

foi considerado significativo.
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E importante ressaltar que embora os sintomas de malaria aguda avaliados neste
trabalho possam ser influenciados por fatores como idade do paciente e numero de episédios
de maléria anterior, anélises multivariadas de regressdo linear, que excluiram a influéncia
desses fatores, confirmaram uma associagdo independente entre febre, dias com sintoma de
maléria aguda e niveis de PMPs (p < 0,001). A avaliacdo das EMPs e LMPs nao mostrou

associacdo com nenhum dos parametros analisados (dados ndo mostrados).

5.1.4 AVALIACAO DAS MPS ANTES E APOS O TRATAMENTO ANTIMALARICO

Em 5 individuos infectados pelo P. vivax, foi possivel avaliar os niveis de MPs no
plasma antes (tempo 0) e 7 e 21 dias ap6s o tratamento com antimalaricos. Os resultados
mostraram que no 7° dia de tratamento os niveis de MPs permaneceram semelhantes aqueles
encontrados antes do tratamento (dados ndo mostrados). Entretanto, os niveis de todas as MP
do plasma estudadas (PMPs, EMPs e LMPs) diminuem ap6s o 21° dia de tratamento (Figura

6). Entretanto esta reducéo so foi significativa para as MP de origem plaquetéaria (p= 0,0043).
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Figura 6: Avaliacdo das MPs antes e ap0s o tratamento antimalarico. Os niveis
plasmaticos de MPs de plaquetas, eritrocitos e leucdcitos foram quantificados no plasma
de 5 individuos com malaria aguda por P. vivax antes (tempo 0) e ap6s (21 dias) o
tratamento. O valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo.
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52 ANALISE DE ACIDOS NUCLEICOS CIRCULANTES (CNAs) NO PLASMA DOS
INDIVIDUOS INFECTADOS PELO 2. vivax

Os resultados referentes ao estudo dos CNAs foram recentemente publicados (Franklin
etal., 2011) e o artigo foi incluido no ANEXO 8.2.2 desta tese (pagina 105).

5.2.1 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CNAs NO PLASMA DOS INDIVIDUOS
INFECTADOS PELO 2. vivax

Os niveis de CNAs foram quantificados no plasma dos pacientes infectados pelo P.
vivax através de duas metodologias diferentes, 0 PCR em tempo real (qQPCR) e a metodologia
do PicoGreen. No gPCR amplificou- se o gene de coOpia Unica da telomerase humana
(hTERT) e no PicoGreen foram quantificados os niveis totais de DNA dupla fita (dsSDNA).

No gPCR, os resultados foram analisados atraves do cycle threshold (& Ct), que é o
limiar de detecgdo (nimero minimo de ciclos necessarios para deteccdo da fluorescéncia
resultante da amplificacdo da hTERT). Diante disso, os resultados do g°PCR mostraram que 0s
Cts correspondentes aos CNAs dos individuos infectados pelo P. vivax foram
significativamente menores (média de 28,6 + 1,5) quando comparado aos Cts dos individuos
saudaveis (média de 31,5 + 0,79) (p < 0,0001) (Figuras 1A e 1C, ANEXO 8.2.2, pagina 106).
Como a quantidade de DNA teoricamente é duplicada a cada ciclo durante a fase exponencial
da PCR, estes resultados sugerem que os niveis de CNAs nos individuos infectados pelo P.
vivax sdo pelo menos oito vezes maiores que nos individuos saudaveis. Essa diferenca foi
confirmada quando foi feita uma curva padrdo construida a partir da diluicdo seriada de uma
amostra amplificada da seqiiéncia da hTERT, onde a concentracdo de CNAs no plasma dos
pacientes foi de 1,278 pg/mL quando comparada a concentracdo de 0,1098 pg/mL dos
individuos saudaveis, (dados ndo mostrados). Ou seja, houve um aumento de 11,6 vezes nos
niveis de hTERT nos individuos infectados pelo P. vivax em relacdo aos ndo infectados. Para
normalizar a quantidade de CNAs purificada do plasma utilizadas nos experimentos de gPCR,
5 ng de DNA de esperma de salméo foram adicionados as amostras de plasma antes da
purificacdo dos CNAs (Figura 1B, ANEXO 8.2.2, pagina 106). Os resultados mostraram que
a seqliéncia especifica do DNA de esperma de salmao foi igualmente amplificada nos plasmas
dos pacientes infectados e dos individuos saudaveis (p= 0,6925) (Figura 1B e 1C, ANEXO
8.2.2, pagina 106).
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O aumento dos niveis de CNAs total nos plasmas dos individuos infectados pelo P.
vivax foi confirmado pela quantificagdo do dsDNA com o reagente PicoGreen (1494,7 +
1169,7 nos paciente X 689,03 + 131,54 ng/mL nos individuos saudaveis) (p < 0,0001)
(Figura 1D, ANEXO 8.2.2, pag 106).

5.2.2 ANALISE DOS CNAs EM FUNCAO DA MORBIDADE DA MALARIA POR 2.

yivax

Para investigar o potencial dos CNAs como biomarcadores para a morbidade na
malaria por P. vivax, os niveis de CNAs foram comparados no plasma de individuos
infectados com diferentes manifestacdes clinicas e pontuados de acordo com 0s parametros
clinicos e hematoldgicos (escore clinico) (Tabela 2, ANEXO 8.2.2, pagina 110). A Figura 2A
(ANEXO 8.2.2, pagina 107) ilustra a amplificacdo por gPCR da sequiéncia gendmica hTERT
no plasma de quatro individuos infectados pelo P. vivax e quatro individuos saudaveis. Foram
observadas mudancas nos Cts do gene da hTERT a medida que o escore clinico
aumentava. Além disso, niveis significativamente maiores de CNAs foram encontrados no
plasma de individuos que apresentaram febre no momento da coleta de sangue, em
comparagdo com amostras de plasma de individuos sem febre. Essa diferenca pode ser vista
pelas duas metodologias utilizadas no nosso estudo: qPCR utilizando hTERT (p= 0,0376) e
PicoGreen (p= 0,0023) (Figura 2B, ANEXO 8.2.2, pagina 107). Para confirmar se 0s niveis
de CNAs refletem a morbidade da doenca, a soma dos pontos atribuidos a cada paciente
(escore clinico) foi plotada contra os niveis de CNAs detectados no plasma com a
metodologia de PicoGreen e contra o limite de detec¢do (Ct) visto através da amplificacdo da
sequéncia gendmica do gene hTERT por gPCR (Figura 2C, ANEXO 8.2.2, pagina 107). Foi
encontrada uma significativa correlacdo positiva moderada (r de Spearman= 0,4795, p=
0,0324) entre os niveis de CNAs e a gravidade da malaria. Estes dados foram confirmados por
uma correlacdo negativa muito forte entre o Ct da sequéncia do gene hTERT e os niveis de
CNASs (r de Pearson=-0,7111, p= 0,0004) (Figura 2C, ANEXO 8.2.2, pagina 107).
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5.2.3 ANALISE DOS NIVEIS DE CNAs EM FUNCAO DOS NIVEIS PLAQUETARIOS
DURANTE A MALARIA AGUDA

Como as plaquetas parecem estar envolvidas na patogenia da maléria, investigou- se
aqui se os niveis de CNAs estavam associados a trombocitopenia e/ou outros parametros
hematoldgicos tais como contagem de eritrocitos, niveis de HB e HTC, hemoglobina
corpuscular média (MHC) e volume médio de plaquetas (MPV). Entre todos os parametros
avaliados, encontrou- se uma forte correlacdo negativa (r de Spearman= -0,6451, p= 0,0021)
entre os niveis de CNAs (quantificados por PicoGreen) e a contagem de plaquetas (Figura
3A, ANEXO 8.2.2, pagina 108). Estes resultados foram confirmados quando os Cts obtidos
pela amplificacdo do gene hTERT por gPCR foram plotados contra os niveis de plaquetas (r
de Pearson=0,6479, p=0,0027) (Figura 3B, ANEXO 8.2.2, pagina 108).

524 AVALIACAO DOS NIVEIS DE CNAs ANTES E APOS O TRATAMENTO
ANTIMALARICO

Em seis individuos infectados pelo P. vivax os niveis de CNAs foi posteriormente
avaliado sete dias ap6s o tratamento. Como mostrado na figura 4A (ANEXO 8.2.2, pagina
108), os niveis de CNAs diminuiram apds o tratamento quimioterapico anti-malérico (p=
0,0428). Esses resultados foram confirmados quando foram comparados os Cts obtidos da
amplificacdo do gene hTERT por qPCR antes e ap0s o tratamento (p= 0,0243) (Figura 4B,
ANEXO 8.2.2, pagina 108). Além disso, a contagem de plaquetas foi normalizada no sétimo
dia ap6s o tratamento, observando-se uma diferenca significativa antes e ap6s o tratamento
(p=0.0024) (Figura 4C, ANEXO 8.2.2, pagina 108).

5.2.5 ANALISE DE CNAs DE P wivax NO PLASMA DE INDIVIDUOS COM
MALARIA

Para determinar se sequéncias gendmicas de P. vivax estavam presentes entre 0S
CNAs dos pacientes com malaria, analisou-se 0s niveis de CNAs originados de P. vivax.
Como esperado, a amplificacdo desta sequéncia genémica ndo foi detectada em amostras de
individuos ndo infectados (Figura 5A, ANEXO 8.2.2, pagina 109). Embora 0s niveis
especificos de CNAs do parasita tenham sido associados com a presenca de febre no
momento da coleta de sangue (Figura 5B, ANEXO 8.2.2, pagina 109), nenhuma associacao
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significativa entre CNAs do parasita e escore clinico da doenca (r= -0,3604, p= 0,2056)
(Figura 5C, ANEXO 8.2.2, pagina 109). Além disso, os CNAs do parasito ndao foram

correlacionados com a parasitemia periférica do paciente (r=-0,3735, p= 0,1884).

5.3 ANALISES DOS POLIMORFISMOS GENETICOS EM GENES DO HOSPEDEIRO
VERTEBRADO

Em uma segunda parte do estudo, investigou-se a possivel associacdo entre morbidade
por P. vivax e polimorfismos genéticos em genes humanos relacionados a resposta imune e a

funcdo plaquetéria.

53.1 VARIABILIDADE NO MICROSSATELITE: MIF-794 (CATT)ss

53.1.1 IDENTIFICACAO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
POR ELETROFORESE CAPILAR E DISTRIBUICAO DOS ALELOS MIF-794 (CATT)ss NA
POPULAGCAQO ESTUDADA.

Neste estudo optou-se por otimizar o protocolo descrito por (Baugh et al., 2002) . Para
isto, foram feitas algumas alteragcdes no protocolo original, conforme descrito anteriormente
(materiais e métodos), e a partir dessas modificacdes, foram identificadas as melhores
condicdes de amplificacdo. O resultado da amplificacdo da regido -794 (contendo o
polimorfismo CATTs.g) gerou como esperado um fragmento de cerca de 350 pb (dados nédo
mostrados). O tamanho exato dos fragmentos foi determinado através da eletroforese capilar
utilizando um dos iniciadores fluorescentes e analisados no sequenciador automatico de DNA.

A figura 7 ilustra o resultado da genotipagem de dois pacientes, sendo cada um deles
portador de um gendtipo diferente. Analisando-se o gréafico na figura 3A observa-se a
presenca de apenas um pico na regido correspondente ao tamanho de 345,5 bp equivalente ao
alelo contendo 6 unidades do microssatélite CATT, o que indica ser um paciente homozigoto
(gendtipo 6,6). Por outro lado, a figura 4B apresenta dois picos nas regides correspondentes a
341,6 e 345,6 bp referentes a presenca de 5 e 6 cOpias da unidade repetitiva (CATT)

respectivamente, o que revela ser um paciente heterozigoto (genétipo 5,6).
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Figura 7: Genotipagem do polimorfismo repetitivo do gene MIF-794 (CATT)s.s em dois
pacientes infectados por P. vivax. (A) paciente homozigoto para o alelo 6-CATT (gendtipo
6,6) e (B) heterozigoto portador dos alelos 5-CATT e 6-CATT (genotipo 5,6).

A genotipagem por eletroforese capilar para a andlise do polimorfismo de
microssatélite do gene MIF-794 (CATT)s.g foi realizada em 173 individuos infectados pelo P.
vivax.

A distribuicdo dos diferentes gendtipos do gene MIF-794 (CATT)s.g nos pacientes
infectados pelo P. vivax é mostrada na tabela 5. O gen6tipo mais fregliente na populacéo
infectada foi 0 -794 (CATT)s6 (42%), seguido pelo -794 (CATT)s6 (24%). A frequéncia do
genotipo -794 (CATT)s 7 foi de 15% e o gendtipo menos frequente foi 0 -794 (CATT)s s (2%).
Agrupando 0s genotipos quanto a presenca ou hdo do aumento no nimero de unidades
repetitivas (considerando 5 repeticdes o numero selvagem), podemos observar que 0s
individuos que possuem apenas o0 alelo 5 constituem 38% da populacdo e a maioria dos
individuos possuem pelo menos um alelo com mais de 5 repetigoes.

Analises estatisticas preliminares mostraram que ndo houve associacdo entre o0 nimero
de repeticdes CATT com os parametros clinicos e hematoldgicos analisados (p > 0,5), ou seja,
os polimorfismo de tamanho observados neste locus ndo se relacionaram com a aspectos da

malaria clinica. Entretanto, apesar do nosso banco de dados contar com somente 2 individuos
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que apresentavam anemia severa (Hb<= 7 e HTC <= 20), os mesmos eram portadores de
gendtipos associados a uma maior producdo de MIF, ou seja dois alelos com mais de 5
repeticdes (>5,>5).

Tabela 5- Frequéncias dos genotipos e alelos MIF-794 (CATT)s.g

MIF -794 gen6tipos Frequéncia, n° (%)
55 13 (7,5)
5,6 42 (24)
5,7 11 (6,5)
6,6 74 (42)
6,7 26 (16)
6,8 3(,7)
7,7 4(2,3)
Total 173 (100)
MIF -794 alelos
5 79 (22,8)
6 219 (63)
7 45 (13,4)
8 3(0,8)
Total 346

5.3.2 ANALISES DO POLIMORFISMO G-173C NO GENE MIF

5.3.2.1. IDENTIFICACAO DO POLIMORFISMO DE BASE UNICA G-173C POR PCR-
RFLP E DISTRIBUICAO DOS ALELOS MIF G-173C NA POPULACAO ESTUDADA E
ASSOCIACAO COM PARAMETROS CLINICOS E HEMATOLOGICOS

As reacdes de PCR foram feitas de acordo com o protocolo estabelecido por (Donn et
al., 2001). A amplificagdo gerou um fragmento de 268 pb em todos os individuos infectados
pelo P. vivax. A figura 8 ilustra o resultado obtido da reacdo de PCR- RFLP em gel de
poliacrilamida 10% com pacientes infectados pelo P. vivax, analisando o polimorfismo na

posicao -173 do promotor do gene codificador do MIF.
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Figura 8: Resultado da reacdo de PCR- RFLP correspondente ao produto da digestdo da
enzima Alul na regido do promotor do gene MIF G-173C em amostras de 3 individuos
infectados com P. vivax. Individuos 1 e 2 apresentam genétipo GC (presenca da mutacdo). O
individuo 3 pertence ao genotipo GG (auséncia da mutacdo). Gel de poliacrilamida 10%

corado pela prata. (MM= Marcador de peso molecular de 50 pb).

Individuos infectados pelo P. vivax (n= 173) foram genotipados para o polimorfismo
G-173C no gene MIF. Destes, 88 (51%) apresentaram o genotipo GG, 75 (43%) o gendtipo
GC e 10 (6%) o genotipo CC. Baseado em estudos prévios que mostram a associagdo entre a
presenca da mutacdo neste locus com a susceptibilidade a varias doencas inflamatorias, os
individuos infectados pelo P. vivax foram estratificados em funcdo dos niveis de
hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, leucdcitos, temperatura corporal (presenga ou auséncia
de febre) e nimero de dias com sintomas de malaria aguda. Testes estatisticos mostraram que
ndo houve associacdo entre as frequéncias dos gendtipos obtidos para este locus com 0s
parametros laboratoriais analisados (dados ndo mostrados). Entretanto, quando analisamos a
distribuicdo dos alelos G-173C MIF em relacdo as taxas de hematdcrito, verificamos a
existéncia de uma correlacdo linear entre a frequéncia dos individuos que apresentam a
mutacdo G-173C MIF e as menores taxas de hematdcrito (Figura 9) (x* de tendéncia= 5,4, p=
0,019).
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Figura 9: Distribuicdo da frequéncia alélica do gene MIF G-173C nos individuos infectados

pelo P. vivax em fun¢@o do hematdcrito. XZ de tendéncia= 5,4, p= 0,019.

Analises subsequentes demonstraram que individuos que possuem pelo menos um
alelo mutado apresentaram niveis médios de Hb e de HTC no sangue menores do que 0S
individuos que possuem apenas o alelo selvagem (p= 0,03 e p= 0,01 respectivamente, teste de
Mann-Whitney) (Tabela 6). Além disso, houve uma fraca associa¢do negativa entre os niveis
de Hb (r de Spearman= -0,2057, p= 0,0105) e as taxas de HTC (r de Spearman= -0,1782, p=
0,0270) com a presenca da mutacdo MIF G-173C (dados ndo mostrados).
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Tabela 6- Comparacao dos niveis de hemoglobina e hematocrito nos individuos sem (GG) e
com a mutacao (GC/CC) do gene MIF G-173C.

Gendtipo
GG (N=88) GC (N=75) CC (N=10) p*
Hemoglobina 13,19 12,7 11,78 0,024
Hematocrito 39,5 38 35 0,003

*As diferencas nas médias entre os grupos foram analisadas pelo teste Mann Whitney. O

valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo.

Em resumo, os resultados mostraram que os individuos que apresentam pelo menos
um alelo contendo a mutacdo G-173C no gene MIF possuem niveis mais baixos de
hemoglobina e hematdcrito, 0 que sugere uma associacao entre este polimorfismo e a anemia

na maldria por P. vivax.

5.3.3 HAPLOTIPOS DO GENE MIF DO HOSPEDEIRO E ASSOCIA(;AO COM
PARAMETROS CLINICOS E HEMATOLOGICOS

Para avaliar o efeito das interacGes entre o polimorfismo nos loci -794 (microssatélite)
e -173 (SNP) do gene MIF e a susceptibilidade/resisténcia a malaria, foram construidos os
haplotipos. O haplétipo 6G, que é a interacdo entre 6 repetices do polimorfismo de
microssatélite (CATTg) com o alelo G (ndo mutado), foi o haplétipo mais freqliente (55,4%) e
0 menos frequente foi 0 8G (< 1%) (Tabela 7). Analisou- se ainda o desequilibrio de ligacdo
(DL) entre estes dois loci estudados no gene MIF. Os resultados mostraram um forte DL entre
os locus, o que sugere que a combinacdo entre estes dois alelos ocorre mais frequentemente

do que o esperado atraves da formacéo aleatoria dos haplotipos.
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Tabela 7- Distribuicdo dos haplotipos MIF-794/-173 na populacgéo estudada.

Haplotipos MIF -794/-173 Frequéncia dos haplétipos, no. (%)

5G 51 (17,5)
5C 19 (6,5)
6G 162 (55,5)
6C 18 (6,1)
7G 5(,7)
7C 34 (11,6)
8G 1(0,3)
8C 2 (0,8)

Total 292 (100)

Para determinar se os hapldtipos MIF -794/-173 estdo associados com 0s parametros
clinicos e hematoldgicos na malaria, investigou- se as relacdes entre os diferentes hapldtipos
encontrados e as variaveis estudadas. Diante disso, estratificou- se a populacdo estudada de
acordo com os niveis de Hb, HTC, plaquetas, leucdcitos e tempo com sintomas de malaria
aguda (em dias). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a
frequéncia dos haplétipos e os diferentes parametros analisados. Entretanto, observou-se que a
frequiéncia dos individuos que possuem o haplotipo 6G (sem a presenca da mutacdo) foi maior
entre 0 grupo sem anemia e do hapldtipo 7C (com a mutacdo) maior entre 0 grupo com
anemia (Figura 10), apesar desta diferenca nédo ter sido estatisticamente significativa.
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Figura 10: Assoclagao entre 0s haplotipos MIF -/94/-173 ¢ presenga de anemia (Hb < 12
g/dL, HTC < 35 %) nos individuos infectados pelo P. vivax. Os haplétipos foram construidos
com auxilio do programa PHASE e as frequéncias de cada haplotipo nos individuos com e
sem anemia estdo expressas em porcentagem. As diferencas entre as freqiéncias nos dois

grupos foi comparada pelo teste le

Observou- se ainda que individuos portadores do haplétipo 6G apresentaram maiores
niveis médios de Hb e taxas de hematdcrito do que individuos do haplétipo 7C (p= 0,0158 e
p= 0,01 respectivamente, teste de Mann-Whitney) (dados n&o mostrados).

Andlises adicionais utilizando o modelo de regressdo logistica, que levou em
consideracdo variaveis de confusdo como a idade e o sexo, mostraram que individuos com o
hapl6tipo 7C tem 6x mais chance de terem anemia do que individuos com 0s outros
haplotipos (p < 0,0001, 95% IC: 3,32-10,9). Por outro lado, individuos com o haplétipo 6G
tem uma chance menor (0,3 versus 1) de terem anemia quando comparado com individuos de
outros haplétipos (p < 0,0001, 95% IC: 0,18-0,52).
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5.3.4 ANALISES DOS POLIMORFISMOS DO GENE TNE-a

5.3.4.1 PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR- RFLP PARA GENOTIPAGEM DOS
GENES TNF-a T-103IC E TNF-a G-308A E DISTRIBUICAO DOS ALELOS TNF-o. NA
POPULACAO ESTUDADA EM FUNCAO DOS PARAMETROS CLINICOS E
HEMATOLOGICOS

Com o objetivo de verificar se os polimorfismos na regido do promotor do gene TNF-
a (TNF T-1031C e TNF G-308A) estdo associados com os parametros clinicos e
hematologicos na malaria causada pelo P. vivax, esses polimorfismos foram genotipados na
populacédo estudada. A amplificacdo da regido -1031 do gene gerou um fragmento de 264 pb,
enquanto que da regido -308, um fragmento de 196 pb. A figura 11A ilustra o resultado obtido
da reacdo de PCR- RFLP apds a digestdo com a enzima Ncol para o polimorfismo no
promotor G-308A do gene do TNF-a. A figura 11B ilustra os resultados para o polimorfismo
T-1031C referentes a0 mesmo gene.
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Figura 11: Resultado da reacdo de PCR- RFLP correspondente a digestdo do produto da
amplificacdo da regido do promotor do gene TNF-a. Polimorfismo na posi¢do G-308A (A) e
na posic¢do T-1031C (B) em amostras de 5 individuos infectados com P. vivax. A- Individuos
1, 2 e 5530 GG (auséncia do alelo mutante A). Individuos 3 e 4 sdo GA (presenca de um alelo
mutante A) B- Individuos 1 e 2 sdo TC (presenca do alelo mutante C) e individuos 3-5sd0 TT
(auséncia do alelo mutante C). Gel de poliacrilamida 10% corado pela prata. PM= Padrdo de
peso molecular de 100pb.
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Neste estudo, foram genotipados 170 individuos para o gene TNF-a T-1031C. Destes,
105 (61%) apresentaram o genotipo TT, 65 (39%) apresentaram o genétipo TC e 0 genotipo
CC ndo foi detectado na populagédo estudada. Para o gene G-308A, foram genotipados 153
individuos, sendo 78 (51%) portadores do genétipo GG, 74 (48%) do gendtipo GA e 1 (0,6%)
do gendtipo AA. Os individuos infectados pelo P. vivax foram estratificados em funcdo dos
niveis de hemoglobina, hematocrito, plaquetas, leucdcitos, temperatura corporal (presenca ou
auséncia de febre). Em relacdo ao polimorfismo TNF-a T-1031C, testes estatisticos
mostraram que houve associacdo entre as frequéncias do polimorfismo com a temperatura
corporal (Figura 12). Quando analisamos a distribuicdo dos alelos TNF-o T-1031C em
relacdo a presenca ou auséncia de febre, verificamos que a frequéncia dos individuos que

apresentam a mutacdo € maior quando a temperatura € maior (> 38 °C) (p= 0,030).
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Figura 12: Distribuigdo da frequéncia alélica do polimorfismo TNF-a T-1031C na amostra
estudada. Os individuos infectados pelo P. vivax (n= 171) foram categorizados em funcédo da

presenca ou auséncia de febre (> 38 °C).

No que diz respeito ao polimorfismo TNF-a G-308A, observou-se o efeito contrario,
isto é, a freqliéncia do gendtipo mutado A foi maior entre os individuos sem febre, quando
comparado ao grupo com febre (> 38 °C) (p= 0,0001) (Figura 13A). Nas analises de niveis de
plaquetas, também foi observado efeito semelhante, pois a presenca da mutacdo parece
proteger contra a trombocitopenia severa (plaquetas < 50.000/mm?®) (Figura 13B). Observou-
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Frequéncia (%)

se uma fraca associacdo negativa entre o escore clinico e a presenca da mutacdo TNF-o G-
308A (r de Spearman= -0,2, p= 0,01) (dados ndo mostrados). Esses resultados sugerem que a
mutacdo TNF-a T-1031C parece estar relacionada a uma maior susceptibilidade a presenca de
febre, enquanto a mutacdo TNF-o G-308A parece estar relacionada a diminuicdo temperatura
e niveis de plaquetas. Para os outros pardmetros analisados, ndo encontramos nenhuma

associacdo estatisticamente significativa para nenhum dos dois polimorfismos (dados nao

mostrados).
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Figura 13: Distribuigdo da frequéncia dos alelos TNF-a —G308A na amostra estudada. Os
individuos infectados pelo P. vivax (n= 154) foram categorizados em funcdo da presenca de
febre (=38 °C) (A) e dos niveis de plaquetas (B). Diferenca nas frequéncias entre 0s grupos

foi comparada pelo teste de le

5.3.5 HAPLOTIPOS DO GENE TNF-a E ASSOCIACAO COM PARAMETROS
CLINICOS E HEMATOLOGICOS

Para avaliar o efeito das interagdes entre os polimorfismos presentes nos loci -308 e -
1031 do gene TNF-a e a susceptibilidade/resisténcia a malaria clinica, haplotipos envolvendo
esses dois loci foram construidos. O haplétipo mais frequente na populacdo estudada foi o
308G:1031T (60%) e o menos frequente foi 0 308G:1031C (18%) (Tabela 8). A distribuigéo
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da fregiiéncia dos haplotipos foi estatisticamente significativa (p < 0,001). Analises de

desequilibrio de ligagdo mostraram que ndo houve desequilibrio entre os dois locus.

Tabela 8- Distribui¢do dos haplétipos TNF 308:1031 na populagdo estudada.

TNF -308/-1031 haplétipos Frequéncia (%0)
TA 55 (22)
TG 149 (60)
CG 44 (18)
Total 248 (100)

Nas analises subsequentes, a associacdo dos 3 diferentes haplétipos TNF 308:1031
com os pardmetros clinico e hematoldgicos estudados neste trabalho. Os resultados mostraram
que a frequéncia dos individuos portadores do hapldtipo 308G:1031T foi maior entre 0s
individuos com trombocitopenia e que a frequéncia do haplotipo 308A:1031T foi maior entre
os individuos sem trombocitopenia (Figura 14). Além disso, individuos portadores do
hapldtipo 308G:1031T apresentaram menores niveis médios de plaquetas no sangue, ao
contrario dos individuos que possuem o gendtipo 308A:1031T, que possuem niveis mais
elevados de plaquetas (p = 0,0338- teste de Mann-Whitney) (dados ndo mostrados).
Utilizando o modelo de regressdo logistica, que eliminou a influéncia de varidveis de
confusdo (idade e sexo), verificou- se que individuos com o hapl6tipo 308G:1031T tem 2,3x
mais chance (p=0,0145, 95% IC: 1,22-4,36) de terem trombocitopenia do que individuos com
o0s outros haplétipos. Ja os individuos com o haplétipo 308A:1031T possuem uma chance
menor de terem trombocitopenia quando comparado com individuos dos outros haplétipos
(p= 0,0235, 95% IC: 0,20-0,84).
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trombocitopenia nos individuos infectados pelo P. vivax. Os haplotipos foram construidos
com auxilio do programa PHASE e as frequéncias de cada haplotipo nos individuos com e
sem trombocitopenia estdo expressas em porcentagem. Diferencas nas frequéncias entre os

grupos foram observadas pelo teste de %

Em resumo, os resultados indicam que individuos carreadores do haplétipo
308A:1031T parecem ter certa protecdo contra a trombocitopenia. Entretanto, os individuos
carreadores do haplétipo mais freqiiente (308G:1031T), a trombocitopenia ndo parece ser

influenciada por esses polimorfismos do gene TNF-a.

5.3.6 ANALISE DO POLIMORFISMO G-1082A DO GENE IL-10

5.3.6.1 PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR- RFLP E DISTRIBUICAO DOS
ALELOS G-1082A NA POPULACAO ESTUDADA

As reacOes de PCR foram feitas de acordo com (Koch et al. 2001). A amplificacéo por
PCR gerou um fragmento de 377 pb em todos os individuos infectados pelo P. vivax. A
figura 15 revela o resultado obtido por meio da reacdo de PCR- RFLP com a enzima EcoNI
ap6s a amplificagdo por PCR, para pacientes infectados pelo P. vivax, analisando o
polimorfismo do gene 1L-10 G-1082A.
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Figura 15: Resultado da reagdo de PCR- RFLP, correspondente ao produto da digestdo da
regido onde se encontra o polimorfismo do gene IL-10 (G-1082A), para amostras de 6
individuos infectados pelo P. vivax. Os individuos 1, 2 e 3 apresentam gendétipo AA, 0 que
indica presenca de mutacdo. Pacientes 4, 5 e 6 foram genotipados como GA. Gel de
poliacrilamida 15% corado pela prata. (PM= Padrdo de peso molecular de 100pb).

Cerca de 146 individuos foram genotipados para o polimorfismo 1L-10 G-1082A. O
gendtipo mais freqiiente foi o AA (57%), seguido pelo GA (39%), e GG (4%). Para a anélise
da distribuicdo genotipica do IL-10 G-1082A, os pacientes foram estratificados em funcdo dos
pardmetros clinicos e hematoldgicos analisados neste trabalho. Analises estatisticas néo
mostraram associacdo do polimorfismo com os pardmetros analisados. Entretanto, anélises de
correlacdo mostraram uma associagdo positiva entre os niveis de plaqueta no sangue e a
presenca do polimorfismo (r de Spearman= 0,23, p= 0,0357). Com relacdo aos demais
parametros analisados, ndo foram observadas associagcdes estatisticamente significativas

(dados n&o mostrados).
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5.3.7 ANALISES DOS POLIMORFISMOS DO GENE TGF- B

5.3.7.1 PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR- RFLP E DISTRIBUICAO DOS
ALELOS TTGF-BC NA POPULACAO ESTUDADA

Com o objetivo de analisar se os polimorfismos na regido codificante do gene TGF-f
estdo relacionados com a os parametros clinicos, laboratoriais e hematoldgicos estudados,
selecionamos a mutacdo na posicdo T869C, o que cria um sitio reconhecido pela enzima de
restricdo MspAll. O resultado da reacdo de PCR correspondente ao produto de amplificacéo
da regido 869 gerou um produto correspondente ao tamanho de 207 pb. A figura 16 mostra o
resultado obtido da reacéo de PCR- RFLP com pacientes infectados com P. vivax, analisando
0 polimorfismo T869C do TGF- p.

PM TC TC TT TC

=

67pb

<— 40pb

Figura 16: Resultado da reacdo de PCR- RFLP correspondente ao produto da digestdo da
regido +869 do gene TGF- B em 4 amostras de individuos infectados com P. vivax. Individuos
1,2 e 4 sdo TC (presenca do alelo mutante C). Individuo 3 é TT (auséncia do alelo mutante

C). Gel de poliacrilamida 15% corado pela prata. (PM= Padrao de peso molecular de 100pb).

Para o gene da citocina antiinflamatéria TGF-f foram realizadas as genotipagens e
analises de 185 individuos infectados pelo P. vivax, sendo 34% do genétipo TT, 62% do
genotipo TC e 3% do gendtipo CC. Analises estatisticas ndo mostraram associagdo entre 0

polimorfismo estudado com os parametros clinicos analisados (p > 0,05).
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E importante ressaltar que as anélises de todos os genes acima mencionados foram
realizadas levando- se em consideracdo a carga parasitaria e os niveis de leucdcitos, mas
nenhuma associacao foi encontrada entre a presenca das mutacoes e os parametros analisados

(dados ndo mostrados).

5.3.8 ANALISES DOS POLIMORFISMOS DOS GENES DAS GLICOPROTEINAS DE
PLAQUETAS GPIA/IIA C807TE GPIIB/IIIA C1565T

5.3.8.1 PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR- RFLP E DISTRIBUICAO DOS
GENOTIPOS GPIA/IIA C807T E GPIIB/IIIA CI1565T NA POPULACAO DE ESTUDO

As reacdes de PCR foram baseadas no protocolo original de Jimenez et al (2008). A
amplificagdo por PCR gerou um fragmento de 115 pb para o gene GPla/lla C807T e um de
266 pb para o gene GPIIb/Illa C1565T em todas as amostras estudadas. A figura 17 revela o
resultado obtido por meio da reacdo de PCR- RFLP, apds digestdo com as enzimas de
restricdo Tagl e Mspl respectivamente, para pacientes infectados com P. vivax, analisando o
polimorfismo do complexo GPla/lla C807T (figura 17A)e o polimorfismo do complexo
GPIIb/Illa C1565T (figura 17B).
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Figura 17: Resultado da reacdo de PCR- RFLP, correspondente ao produto da digestédo da
regido onde se encontra o polimorfismo do complexo GPla/lla C807T (A) e GPIIb/llla
C1565T (B) para amostras de 4 individuos infectados pelo P. vivax. A- individuos 2 e 3
apresentam gendtipo CC, o que indica auséncia de mutacdo. Individuos 1 e 4 foram
genotipados como CT. B- individuo 3 apresenta genétipo CT, o que indica presenca de
mutacdo. Individuos 1, 2 e 4 foram genotipados como CC. Gel de poliacrilamida 15% corado
pela prata. (PM= Padrdo de peso molecular de 100pb).

173 individuos foram genotipados para os genes GPla/lla e GPIlIb/Illa. No que diz
respeito ao gene GPla/lla, a distribuicdo dos gendtipos foi de 36% CC, 54% CT e 9,1% TT.
Para o gene GPIIb/Illa, 82% dos individuos apresentaram o genétipo CC, 18% o gendtipo CT
e apenas 0,7% o gendtipo TT. Para ambos os polimorfismos, os individuos infectados pelo P.
vivax foram estratificados em funcéo dos parametros clinicos e hematologicos estudados neste
trabalho. Em relacdo ao polimorfismo GPIIb/Illa C1565T, testes estatisticos mostraram que
ndo houve associacdo do mesmo com nenhum dos parametros analisados (dados nao

mostrados). Para o gene GPla/lla C807T observou- se uma associagdo entre a presenca do
77

R (‘Slll ra d()b‘

221 pb
177 pb



Resultados

polimorfismo e os niveis de plaqueta no sangue (Figura 18). Os resultados mostraram que
houve uma tendéncia decrescente significativa entre a presenca da mutacdo e o0s niveis de
plaquetas (p= 0,0166, y* de tendéncia= 5,74). Além disso, a média do niimero de plaquetas
foi menor entre os individuos com a mutagdo quando comparado com aqueles sem a mutacao
(p= 0,0471- teste de Mann-Whitney) (dados ndo mostrados). Anéalises de correlagdo
mostraram que houve uma associagéo positiva fraca mas significativa entre o escore clinico e
a presenca da mutacdo GPla/lla C807T (r de Spearman= 0,2, p= 0,01) (dados ndo mostrados).
N&o foram encontradas associagdes entre a presenca do polimorfismo GPla/lla C807T e os

demais parametros analisados (dados ndo mostrados).
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Figura 18: Distribuicdo da frequéncia dos genotipos GPla/lla C807T na amostra estudada.
Os individuos infectados pelo P. vivax (n= 173) foram categorizados em funcdo dos niveis de

plaquetas.
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Nossos resultados sugerem que o polimorfismo GPla/lla C807T pode estar associado
a baixa de plaquetas nos individuos infectados pelo P. vivax. A tabela 9 resume os principais
achados relacionando-se o0s polimorfismos estudados e os pardmetros clinicos e

hematoldgicos analisados neste trabalho.

Tabela 9- Principais associacdes encontradas entre os polimorfismos estudados e os

parametros clinicos e hematologicos analisados.

Gene Polimorfismo Associacao
MIF -794 (CATT)5-8 Né&o encontrada
G-173C HB e HTC
TNF-q T-1031C Febre
G-308A Febre
IL-10 G-1082A Plaqueta
GPla/lla C807T Plagueta
GPIIb/1lla C1565T Né&o encontrada
TGF-p T869C N&o encontrada
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Discussio

Os casos de maléaria grave por P. vivax tem sido descritos em todo o mundo, incluindo
0s casos de infeccdo por parasitos multi-resistente as drogas (Genton et al., 2008; Tjitra et al.,
2008). No Brasil, estudos retrospectivos tém demonstrado também um agravamento da
malaria por P. vivax (Alexandre et al., 2010). Diante disso, torna- se grande a importancia de
estudos que busquem contribuir para a compreensdo dos aspectos patogénicos da malaria
causada pelo P. vivax. No presente trabalho, investigou- se o0s aspectos do hospedeiro
vertebrado associados a morbidade da malaria vivax. Mais especificamente pretendeu-se
identificar marcadores potenciais de morbidade, bem como individuos geneticamente mais

susceptiveis a malaria clinica por P. vivax.

6.1 FATORES PLASMATICOS DA INFLAMACAO QUE PODEM SER BIOMARCADORES
DA MORBIDADE NA MALARIA POR P2 vivax MICROPARTICULAS E ACIDOS
NUCLEICOS CIRCULANTES

Inicialmente, pretendeu-se identificar biomarcadores potenciais de morbidade na
malaria vivax. Para isto, a contribuicdo de MPs foi estudada. As MPs, apesar serem originadas
de processos fisiologicos, tem sido encontradas aumentadas em diferentes condicGes
patoldgicas, principalmente processos e doencas inflamatdrias e sistémicas, sugerindo sua
participacdo na patogénese destas doencas (Vasina et al., 2010). Neste grupo de doencas
inclui- se a maléria por P. falciparum, onde as MPs tem sido associadas a patogenia (Combes
et al. 2005). Assim, a hipdtese de trabalho foi que as MPs poderiam estar presentes na maléaria
por P. vivax sintomatica. Os resultados encontrados demonstraram um aumento expressivo
das MPs durante a malaria aguda pelo P. vivax. De importancia, demonstrou- se ainda que as
MPs de diferentes origens celulares (leucécitos, plaquetas e hemécias) estavam aumentadas
no plasma dos pacientes com P. vivax, o que sugere a participacdo de diferentes células
ativadas nos processos inflamatérios induzidos durante a infeccédo pelo P. vivax.

Apobs demonstrar que as MPs estavam circulando no sangue dos pacientes infectados
com o P. vivax, avaliou- se o papel das mesmas na morbidade da doenca. Os resultados
demonstraram que o aumento das microparticulas de plaquetas (PMPs) estava relacionado
com algumas manifestacdes clinicas da doenca, tais como febre e periodo de tempo com
sintomas da doenca aguda. Aqui, a presenca de MPs no plasma durante a febre esta de acordo
com os achados de Wijesekera e colaboradores (1996) que mostraram que 0 paroxismo

malarico por P. vivax estd associado com alguns componentes plasmaticos de origem até
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entdo desconhecida. De importancia, Karunaweera e colaboradores (2007) sugeriram que tais
componentes formariam agregados de leucocitos e poderiam ser constituidos de material
particulado contendo lipideos. Diante disso, acredita- se que as MPs possam fazer parte
destes compostos particulados podendo contribuir para o paroxismo na maléria por P. vivax.
Um resultado interessante observado neste trabalho foi 0 aumento das MPs derivadas de
leucdcitos durante a malaria aguda causada pelo P. vivax. O papel dos leucdcitos na patogenia
da malaria ainda é pouco compreendido, entretanto, estas células sdo as principais produtoras
de citocinas pré-inflamatorias, especialmente TNF-a, que ¢ uma citocina altamente pirogénica
(Nyangoto, 2005). Sendo assim, a presenca de MPs derivadas de leucécitos pode ser um
indicio do seu envolvimento na ativacdo da resposta inflamatdria na malaria por P. vivax.
Entretanto, é importante ressaltar que o paroxismo malarico é um fendmeno complexo, que
pode envolver vérios fatores tais como a liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatérias
como, por exemplo, TNF-a (Wijesekera et al., 1996).

Embora o presente trabalho seja a primeira demonstracdo do envolvimento de MPs na
morbidade da malaria por P. vivax, as mesmas tem sido bem caracterizadas na malaria por P.
falciparum. Estudos recentes mostraram que as PMPs estdo envolvidas na patogenia desta
doenca (Cox et al., 2010). Na maléaria cerebral por P. falciparum, altos niveis de PMPs foram
correlacionados com trombocitopenia e coma (Mfonkeu et al., 2010). Acredita- se que as
PMPs possam aumentar as complicacfes durante a malaria cerebral contribuindo para o
aumento da citoadesdo de eritrdcitos infectados ao endotélio do cérebro. Sendo assim,
Mfonkeu e colaboradores (2010) sugeriram que as MPs podem ser um bom marcador
biolégico para a malaria cerebral, e o bloqueio da sua producdo pode ser um dos alvos
terapéuticos contra o desenvolvimento desta forma mais grave da doenca.

Baseado em evidéncias recentes de sequestramento pelo P. vivax (Anstey et al., 2007),
poder- se- ia especular um papel das PMPs na adesdo dos eritrdcitos infectados ao endotélio
pulmonar. Por outro lado, um papel das PMPs na resposta inflamatéria observada durante a
infeccdo pelo P. vivax ndo pode ser descartado (Miller et al., 2002; Newton et al., 2005;
Andrade et al., 2010).

O presente trabalho mostrou o envolvimento das PMPs na malaria aguda causada pelo
P. vivax. Fato interessante observado no presente trabalho foi que os niveis de MPs
circulantes diminuiram ap6s o tratamento antimalarico especifico. Entretanto, mais estudos
sdo necessarios para melhor caracterizar os mecanismos pelos quais as MPs possam estar
envolvidas na patogenia da malaria vivax. Além disto, este trabalho pode contribuir ainda para

a busca de alternativas para o tratamento da malaria por P. vivax, pois se nossa hipotese
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estiver correta - microparticulas estdo envolvidas na patogenia induzida pelo P.vivax, a
modulacdo da vesiculacdo poderia representar uma nova perspectiva terapéutica no combate
as complicagfes imunopatoldgicas da infeccdo causada pelo P.vivax. Sendo assim, mais
estudos sdo necessarios para confirmar se as PMPs podem atuar como biomarcadores ou
mediadores da inflamacdo na malaria vivax.

Na busca por biomarcadores plasméaticos na malaria por P. vivax, investigou- se ainda
se 0s acidos nucléicos circulantes (CNAs) poderiam estar associados as manifestacdes clinicas
da doenga. O termo “acidos nucléicos circulantes (CNAS)” se refere a segmentos de DNA ou
RNA extracelulares encontrados na circulagdo sanguinea e que cujos niveis parecem
diretamente associados a gravidade de varias doengas, incluindo acidente vascular cerebral
(AVC) (Rainer et al., 2003), diabetes (Gahan et al., 2008) e varios tipos de canceres (Leon et
al., 1977; revisado por Fleischhacker and Schmidt, 2007). Os resultados aqui descritos
demostraram, pela primeira vez, que os niveis de CNAs dos pacientes infectados pelo P. vivax
aumentavam com o espectro clinico da doencga, ou seja, quanto maior as manifestaces
clinicas do paciente, maiores os niveis de CNAs detectados no plasma. Este fato foi
confirmado por duas metodologias diferentes, o PicoGreen, que detecta os niveis de CNAs
totais, e 0 PCR quantitativo em tempo real, quem tem como alvo um gene de cOpia Unica
humano (Transcriptase reversa telomerase humana- hTERT), que tem sido utilizado com
sucesso nos estudos de cancer (Sozzi et al., 2002). De fato, CNAs tem sido utilizados como
uma ferramenta prognostica ndo invasiva em diferentes processos e doengas (Jung et al.,
2004; Sozzi et al., 2001; Ellinger et al., 2008). Diante disso, acredita- se que este marcador de
morbidade também possa ser utilizado nos casos de malaria como um indicador sensivel de
inflamacéo.

Além das MPs e CNAs descritos aqui, outros fatores plasmaticos tem sido propostos
como biomarcadores na malaria por P. vivax, incluindo a enzima superéxido dismutase-1
(Andrade et al., 2010). Estes autores demonstraram que 0s niveis da enzima foram associados
com as manifestacdes clinicas desta doenca. Entretanto, acredita- se que os CNAs constituem
uma ferramenta mais sensivel como biomarcadores de morbidade, uma vez que a
amplificagdo do gene de copia unica humano hTERT, por PCR em tempo real, foi capaz de
detectar niveis muito baixos (cerca de 100 fentogramas) de CNAs no plasma dos pacientes
infectados pelo P. vivax.

Um achado interessante no presente trabalho foi que os niveis de CNAs
correlacionaram com a trombocitopenia. De fato, ap0s o tratamento antimalarico especifico os

niveis de CNAs no plasma retornaram aos valores normais. Diante disso, acredita- se que 0s
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CNAs possam contribuir de alguma forma para a ativacdo plagquetaria e para a inflamagéo na
maldria vivax, embora os dados apresentados aqui ndo sejam suficientes para se afirmar sobre
as relacOes entre plaquetas e CNAs. Entretanto € importante ressaltar que no estudo de MPs
feito pelo nosso grupo, foi mostrado que os niveis de microparticulas de plaquetas (PMPs)
estdo associados com o espectro clinico da doenca, como febre e dias com sintomas. Diante
disso, acredita- se que possa existir uma possivel associacdo entre PMPs e CNAs. Além disso,
alguns estudos mostraram que as MPs podem funcionar como carreadoras de &acidos
nucléicos, horménios e outros mediadores, sendo utilizadas com sucesso em protocolos de
vacinacdo génica (Anker e Stroun, 2002). A associacdo entre CNAs e MPs € principalmente
relevante quando se considera seu potencial inflamatério para a ativacdo de TLR9 ou outros
receptores de &cidos nucléicos durante a imunidade inata (Wu et al., 2010).

Apesar da fonte dos CNAs ser desconhecida na malaria vivax, pode- se apenas
especular sobre sua origem. Alguns trabalhos mostraram que ha trés fontes principais de
CNAs: apoptose, necrose e liberacdo ativa de células vivas (van der Vaart et al., 2008). Sabe-
se que a apoptose celular pode induzir a clivagem de moléculas de DNA em fragmentos
pequenos, de até 180 pb em média. Diante disso, apesar dos estudos realizados aqui ndo
poderem afirmar que a apoptose pode contribuir para a liberagdo de CNAs durante a malaria,
0s pequenos fragmentos observados através da metodologia de PCR em tempo real ndo
permitem descartar esta hipotese. Além do mais, analises de expressdo génica diferencial
através da metodologia de microarranjo de DNA mostraram que, durante a infeccdo malérica
aguda, tanto em modelos de malaria experimental quanto em humanos, ocorre a expressao
diferencial de genes relacionados a apoptose (Lovegorve et al., 2007; Miu et al., 2008). Mais
recentemente, outros estudos sugeriram que a apoptose e a necrose podem ndo ser as
principais fontes de CNAs no plasma de pacientes com outras infeccdes, sendo esta
caracteristica resultado da liberacdo ativa de células vivas (van der Vaart et al., 2008).
Portanto, estudos futuros fazem- se necessarios para identificar a fonte de CNAs na maléaria.

Os resultados apresentados permitiram mostrar ainda que, como esperado, CNAs do
parasito estdo presentes no plasma de pacientes com maléria aguda. Entretanto, nenhuma
associacdo significativa foi encontrada entre estes CNAs do parasito e o escore clinico da
doenga, sendo observada apenas uma associagdo com a presenca de febre. A presenca de
CNAs do parasito associado a febre ndo é um resultado inesperado, pois 0 paroxismo
malérico esta associado a uma sequencia de eventos envolvidas na ruptura dos eritrocitos
infectados e liberacdo de antigenos dos parasitos expostos ao sistema imune do hospedeiro.

Em resumo, o presente estudo mostrou-se que 0s niveis de CNAs e de PMPs estdo
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aumentados no plasma de pacientes com maléria vivax e parecem associados a morbidade da
doenca. Diante disso, acredita- se que os CNAs e as PMPs de P. vivax possam dar
importantes informacgfes sobre a progressédo da gravidade da doenga e tem potencial como
biomarcadores de morbidade para a maléria causada pelo P. vivax.

6.2 POLIMORFISMOS GENETICOS DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO NA MALARIA
POR P vivax

H& muito tempo é conhecido o fato de que alguns individuos infectados por espécies
de Plasmodium podem desenvolver complicacdes graves da malaria enquanto outros podem
permanecer assintomaticos ou desenvolverem uma doenca nao complicada, sendo os fatores
responsaveis por estas diferencas ainda ndo completamente esclarecidos (Revisto por Lopez et
al., 2010). Este fato reforca os achados de que além do meio ambiente e dos fatores do
préprio parasito, caracteristicas genéticas do hospedeiro desempenham um papel fundamental
no prognostico da maléria humana (Randall et al., 2010). Diante disso, a identificacdo de
genes do hospedeiro vertebrado que possam estar envolvidos em uma maior susceptibilidade
e/ou resisténcia a infeccdo malérica tem aberto novos caminhos para uma melhor
compreensdo dos aspectos patogénicos da doenca, particularmente na malaria por P.
falciparum (Cserti-Gazdewich et al., 2011). Sendo assim, no presente trabalho foram
estudados os polimorfismos em genes de importantes citocinas pré (MIF, TNF-a) e anti
(TGF-B e IL-10) inflamatérias bem como de glicoproteinas de plaquetas (GPla/lla e
GPIIb/111a) na infeccdo pelo P. vivax..

Poucos sdo os estudos associando- se os polimorfismos do gene MIF com a malaria
(Jain et al., 2009). Diante disso, neste trabalho, foram avaliados dois polimorfismos na regido
promotora do gene MIF, sendo um de microssatélite (MIF-794 (CATT)s.g) e outro de base
unica (MIF G-173C), previamente associados a diferentes niveis de expressdo de MIF (Baugh
et al. 2003, Donn et al. 2004). As genotipagens por eletroforese capilar para a analise do
polimorfismo MIF-794 (CATT)s.g mostraram que o genotipo mais freqiiente na populagéo
estudada foi 0 -794 (CATT)s6 € 0 menos freqliente o -794 (CATT)eg. Estes resultados estdo
de acordo com os estudos realizados por Baugh e colaboradores (2002), analisando a
distribuicio dos gendtipos MIF-794 (CATT)s.s em individuos com artrite reumatéide na Asia.
Além disso, Lehmann e colaboradores (2009) mostraram que o gendtipo -794 (CATT)g¢ foi 0
mais freqiiente entre os pacientes com choque séptico na Europa. Entretanto, em um estudo

feito associando- se os polimorfismos do gene MIF com a susceptibilidade a anemia grave na
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malaria por P. falciparum em criancas da Africa, Awandare e colaboradores (2009)
encontraram 0 genotipo -794 (CATT)sg como o mais freqiente. Sendo assim, estes dados
sugerem uma diferenca na distribuicdo geografica dos genotipos MIF-794 (CATT)s.g entre
diferentes populagdes. Entretanto, os tipos de estudos conduzidos aqui ndo permitem inferir
sobre a distribuicéo alélica deste polimorfismo de microssatélite na populacdo em geral.

No presente trabalho foram analisadas as associacfes entre os genotipos MIF-794
(CATT)s.g € 0s parametros clinicos e hematologicos na infec¢do pelo P. vivax. Os resultados
mostraram que ndo houve associacdo do polimorfismo estudado com o0s parametros
analisados. Apesar disto, outros autores mostraram que na maléria por P. falciparum
individuos carreadores dos alelos CATT7 e CATTg foram mais susceptiveis a anemia grave na
malaria (Awandare et al., 2009). Estes dados sugerem que a regulacdo da transcricdo do gene
MIF é complexa e a consequéncia do polimorfismo de microssatélite no promotor deste gene
deve ser melhor investigada.

Um dado de extrema relevancia observado no presente trabalho foi que o
polimorfismo de base Unica MIF G-173C parece estar associado com anemia na infeccdo por
P. vivax, uma vez que individuos que apresentaram esta mutacdo no gene possuem menores
niveis de hemoglobina e menores taxas de hematdcrito no sangue. Em concordancia com os
estes achados, Awandare e colaboradores (2009) mostraram que houve uma significativa
relacdo entre anemia grave na malaria causada por P. falciparum e a mutacdo G173C no gene
MIF. Os niveis de MIF também foram associados com mortalidade por malaria cerebral em
individuos da India (Jain et al., 2009). Este achado é relevante, embora os aspectos
patogénicos que causam a anemia na malaria sejam complexos, a anemia é uma das principais
causas de morbidade por P. falciparum em regifes de alta endemicidade (Awandare et al.,
2011). Clark e colaboradores propuseram que a anemia grave e a maléria cerebral causadas
pela infeccdo por P. falciparum poderiam ser conseqiiéncia da liberagcdo exagerada de
citocinas pré-inflamatorias do hospedeiro vertebrado. Martiney e colaboradores (2000)
mostraram que na infeccdo experimental utilizando camundongos como modelo, o MIF inibiu
a eritropoiese. Além disso, McDevitt e colaboradores (2006) sugeriram que o MIF pode
auxiliar na supressao da eritropoiese durante a infeccdo malérica por P. falciparum. Diante
disso uma hipdtese a ser levantada na malaria por P. vivax é de que a presenca da mutagdo
pode aumentar a expressdo do gene MIF e consequentemente 0s niveis da citocina, o que
pode levar a supressdo da eritropoiese e ao desenvolvimento da anemia. Assim, embora 0s
mecanismos envolvidos na anemia por P. vivax tenham sido pouco estudados e esclarecidos,

0s resultados apresentados aqui sugerem um papel do MIF como contribuidor neste processo.
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Além de estudar os polimorfismos do gene MIF individualmente, uma outra
abordagem utilizada no presente trabalho foi a construcdo de haplotipos bem como anélises de
desequilibrio de ligagdo dos dois loci polimdrficos deste gene (MIF G-173C e MIF-794
(CATT)s.g) com a finalidade de avaliar o efeito das interagdes entre estes dois loci e a
susceptibilidade/resisténcia a malaria clinica. Os resultados mostraram que o haplotipo 6G
(sem a mutacdo de SNP) foi o mais freqlente (55,4%) e o 8G, o menos frequente (< 1%). O
haplotipo 6G, que foi 0 mais frequiente no presente estudo, foi o segundo de maior freqliéncia
tanto na populacio da Africa quanto no Japdo (Awandare et al., 2009; Hizawa et al., 2004).
Estes dados sugerem que parece haver uma variacdo geogréafica na distribuicdo dos hapl6tipos
MIF (Renner et al., 2005). De fato, Awandare e colaboradores (2009) mostraram que 0
haploétipo 5C foi 0 mais frequente e 0 8G o0 menos frequente entre individuos infectados pelo
P. falciparum na Africa.

De importancia, os resultados aqui observados mostraram que nos individuos
pertencentes ao haplétipo mais freqliente 6G, a anemia foi menos frequente, enquanto nos
pertencentes ao haplotipo 7C (com a mutacdo de SNP), a freqliéncia de anemia foi maior. Em
resumo, estes dados sugerem que individuos carreadores do hapl6tipo 7C parecem estar mais
susceptiveis ao desenvolvimento de anemia enquanto individuos carreando o haplétipo 6G
podem estar protegidos do desenvolvimento de anemia na infeccdo por P. vivax. Estes
resultados estdo de acordo com os observados por Awandare e colaboradores (2009), na
malaria por P. falciparum. Os autores mostraram que o haplétipo 7C estava associado com o
desenvolvimento de anemia grave nas criancas africanas, sendo o hapl6tipo 6G associado com
a protecdo ao desenvolvimento de anemia grave. Além disso, o haplétipo 7C tem sido
relacionado a diferentes processos e/ou doencas inflamatdrias incluindo a artrite idiopatica
juvenil (Donn et al., 2004), lupus eritematoso (Sanchez et al., 2006) e risco de morte por
sepse (Lehmann et al., 2009). De fato, estudos funcionais utilizando linhagens de células
epiteliais mostraram que a associacao entre 0 aumento do namero de repeticbes no gene MIF-
794(CATT) e o alelo -173C aumentaram a expressdo do gene MIF; entretanto, o efeito desta
interacdo variou com a linhagem celular estudada (Donn et al., 2004).

As analises de desequilibrio de ligacdo mostraram um forte desequilibrio entre os
I6cus analisados, 0 que sugere que a combinacdo entre estes dois alelos ocorre mais
frequentemente do que o esperado pela formacdo aleatdria dos haplétipos. Estes dados sdo
corroborados pela observacdo de associagdes mais fortes e significativas utilizando os

haplotipos do que os locus individuais, o que reforca a hipotese de que os haplotipos 7C e 6G
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estdo associados com a susceptibilidade ou protecdo a anemia na malaria por P. vivax
respectivamente.

Embora o presente trabalho tenha estudado o papel do MIF do hospedeiro vertebrado
na malaria por P. vivax, estudos recentes tem mostrado que o P. falciparum apresenta o gene
MIF e polimorfismos no gene MIF, os quais podem estimular o sistema imune do hospedeiro.
Recentemente, Han e colaboradores (2010) mostraram que os niveis circulantes de MIF de P.
falciparum estdo associados com 0s niveis de parasitemia na infeccdo malérica, o que sugere
que o MIF do parasito também tem um importante papel na patogenia da malaria causada por
P. falciparum. Em conjunto, estes achados reforcam a importdncia da resposta imune
inflamatdria na malaria por P. vivax.

Devido ao seu importante papel nas doencas infecciosas, auto-imunes e na malaria por
P. falciparum, os polimorfismos da citocina TNF-a foram avaliados no presente estudo. No
presente trabalho, os polimorfismos de base Unica G-308A e T-1031C, presentes na regido
promotora do gene TNF-a, previamente associados com malaria grave causada pelo P.
falciparum, foram analisados quanto a sua associacdo com a infeccdo causada pelo P. vivax.
Em relacéo ao polimorfismo TNF-a T-1031C, foi observada uma associacao entre a presenca
da mutacdo e febre, uma vez que a frequéncia dos individuos que apresentam a mutacéo foi
maior no grupo febril (> 38 °C). Entretanto nos individuos estudados ndo foi identificado
nenhum homozigoto para a mutacdo. De fato, dados da literatura mostraram que a freqliéncia
do gendtipo CC é extremamente baixa em muitas populacfes (Sanchez et al., 2009). No que
diz respeito ao polimorfismo TNF-o G-308A, observou-se o efeito contrério, isto é, a
frequéncia da mutacdo foi maior entre os individuos com auséncia de febre. De fato,
observou-se ainda uma fraca associa¢do negativa entre o escore clinico e a presenca da
mutacdo TNF-o G-308A. Além disso, nas andlises de niveis de plaquetas também foi
observado efeito semelhante, pois a maioria dos individuos que possui a trombocitopenia ndo
apresenta a mutacdo TNF-a G-308A. Vaérios estudos tém sido realizados com o0s
polimorfismos no gene TNF-a, alguns mostrando que os mesmos estdo associados a uma
maior susceptibilidade enquanto outros mostrando uma associacdo com protecdo as doencas
inflamatdrias. Até o0 momento um unico trabalho buscou associagédo entre polimorfismos de
TNF-a e a malaria por P. vivax. Sohail e colaboradores (2008) verificaram uma associacao
entre a mutagdo na posicdo -1031 do gene TNF-a e sintomas clinicos tais como febre, em
pacientes com maléria P. vivax na India. Estes polimorfismos ja foram também associados a
uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de malaria cerebral por P. falciparum
(Randall et al., 2010; Kuesap et al., 2010). Por outro lado, McGuire e colaboradores (1994)
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ndo encontraram associacdo entre o polimorfismo TNF-a G-308A e o desenvolvimento de
anemia grave em malaria por P. falciparum. Estudos funcionais sugerem que os alelos TNF-a
-308A e TNF-a -1031C estdo relacionados a uma maior producdo da citocina TNF-o (Wilson
et al., 1997; Louis et al., 1998), enquanto outros mostram que estes alelos ndo alteram a
producdo de TNF-o (Mycko et al., 1998). De interesse para o presente estudo, Yen e
colaboradores (2001) mostraram que a proximidade do I6cus TNF-a com o lécus MHC pode
alterar a expressdo do gene TNF-a. Estes autores sugeriram que os individuos portadores do
genétipo HLA DR4 negativo sdo mais susceptiveis a artrite reumatdide quando comparado
com individuos portadores do genétipo HLA DR4 positivo, independente do alelo encontrado
no gene TNF-a (-308G ou -308A). Estes dados sugerem que o fenotipo de protecéo (contra a
trombocitopenia grave) observado no presente estudo, conferido pelo alelo A, pode ser
resultado da interferéncia de outros genes na expressao do gene TNF-a.

As andlises dos haplétipos dos locus -308 e -1031 do gene TNF-a mostraram que o
haplotipo -1031T:-308G foi mais fregliente na amostra estudada, incluindo os individuos com
e sem trombocitopenia. Portanto, baseado apenas nestes dois polimorfismos de TNF-a, as
mutacdes de SNPs estudadas aqui ndo contribuiram significativamente para a trombocitopenia
observada. Concordando com estes dados, recentemente, Randall e colaboradores (2010)
analisaram 10 polimorfismos de base Unica no promotor do gene TNF-a em individuos com
maldria por P. falciparum. Os autores ndo encontraram associagdo entre estes polimorfismos e
o desenvolvimento de maléara grave. Estes resultados sugerem que a existéncia de varios
polimorfismos na regido promotora do gene TNF-q, juntamente com um alto desequilibrio de
ligacdo observado entre eles, faz com que os mecanismos de transcricdo deste gene sejam
dificeis de serem analisados. Por outro lado, nos poucos individuos pertencentes ao haplétipo
308A:1031T a presenca da mutacao parece ter protegido da trombocitopenia.

Ubalee e colaboradores (2001) encontraram associagdo entre polimorfismos no
promotor do gene e maléaria cerebral. Neste trabalho foram analisados 5 diferentes
polimorfismos entre eles, os dois estudados no nosso trabalho. Entretanto o alelo associado a
maior producdo de TNF e associado a maiores chances de desenvolvimento de maléria
cerebral foram os dois alelos do tipo selvagem, sugerindo o envolvimento das outras
mutacfes ndo estudadas. Assim, os resultados apresentados sugerem que devido a
complexidade desta familia de citocinas, os estudo de poucos polimorfismos podem néo ser
apropriados para concluir sobre susceptibilidade e resisténcia a doenca clinica.

A citocina IL-10 tem um importante papel na regulacdo da resposta imune,

principalmente atuando na inibicdo da produgdo de citocinas pré -inflamatérias. Entretanto, a
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associacdo de polimorfismos no gene IL-10 e malaria P. vivax ainda ndo foi demonstrada.
Para o presente estudo, foi escolhido o polimorfismo I1L-10 G-1082A que esta associado com
um aumento da susceptibilidade e/ou resisténcia a varias doencas inflamatorias (Yang et al.,
2010). Observou- se uma fraca associagdo positiva entre os niveis de plaqueta no sangue e a
presenca da mutacdo, o que sugere que individuos portadores do alelo mutado poderiam ter
uma certa protecdo contra a trombocitopenia da malaria por P. vivax. Mirghani e
colaboradores (2010) mostraram que os niveis de IL-10 foram maiores entre pacientes com
malaria grave causada pelo P. falciparum quando comparado com aqueles com a forma
branda da doenca. Acredita- se que a mutacdo A na posicdo -1082 do gene IL-10 possa estar
contribuindo para um efeito antiinflamatorio evitando assim a queda de plaquetas no sangue
do hospedeiro vertebrado.

Assim como a IL-10, o TGF-f ¢é uma citocina pleiotropica caracterizada
principalmente por uma resposta anti-inflamatéria. Na malaria por P. falciparum foi
observado que uma atividade antiinflamatoria do TGF-B 1 que parece estar associada com
uma reducédo dos sintomas clinicos em criancgas infectadas com P. falciparum (Hunt e Grau,
2003). Varios polimorfismos tem sido descritos no gene TGF-B 1 e acredita- se que possam
influenciar a expressdo do mesmo. O polimorfismo TGF-f1 T869C tem sido associado com a
patogenia de inimeras doencas inflamatorias tais como diabetes (Valladares-Salgado et al.,
2010) e hipertensdo arterial (Yang et al., 2010). Diante disso, no presente trabalho pretendeu-
se analisar se o polimorfismo TGF-B1 T869C, esta associado com a morbidade na maléria
causada pelo P. vivax. Os resultados mostraram que ndo houve associacdo entre o
polimorfismo estudado com os parametros clinicos e hematoldgicos analisados. Entretanto, os
resultados apresentados no presente trabalho dizem respeito a somente um polimorfismo de
base Unica do gene TGF-p 1. Estes resultados sugerem que o gene TGF-B, principalmente por
fazer parte de uma familia de mais de 40 membros, possui um mecanismo complexo de
regulacao da expressdo génica, o que dificulta o entendimento do seu papel da patogenia da
malaria. De fato, Sambo e colaboradores (2010) estudando 9 polimorfismos no gene TGF-§3 2
mostraram que variacdes neste gene estdo associadas com o0 aumento do risco de
desenvolvimento da maléria cerebral por P. falciparum em criangas angolanas. Diante disso,
acredita- se que estudos englobando mais polimorfismos e haplétipos do gene TGF- 1
podem auxiliar no melhor entendimento do papel deste gene na morbidade da malaria causada
pelo P. vivax.

Apesar de evidéncias de que as plaquetas apresentam um papel importante na

patogénese da malaria, polimorfismos nos genes das glicoproteinas plaquetarias ainda nédo
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foram estudados na malaria. Os polimorfismos GPla/lla C807T e GPIIb/Illa C1565T tém sido
relacionados com as complicagdes clinicas de inimeros distarbios circulatérios, tais como
doencga coronariana, trombose e hipertenséo arterial (Ashavaid et al., 2010). Diante disso, no
presente trabalho, pretendeu-se investigar polimorfismos GPla/lla C807T e GPIIb/Illa
C1565T na infeccdo pelo P. vivax. Os resultados mostraram que ndo foram encontradas
associaces entre o polimorfismo GPIIb/Il1a C1565T com nenhum dos parametros analisados.
Entretanto, para o gene GPla/lla C807T observou- se uma associagcdo entre a presenca do
polimorfismo e os baixos niveis de plaqueta no sangue. Estes dados sugerem que o
polimorfismo GPla/lla C807T pode estar associado a trombocitopenia nos individuos
infectados pelo P. vivax. As causas da plaguetopenia na malaria parecem ser multiplas,
envolvendo a possivel destruicdo desencadeada por mecanismos imunitarios, além da
destruicdo ndo-especifica pelo bago e a presenca de disturbios de coagulacdo (de Mast et al.,
2010). Entretanto, ndo esta esclarecido se auto anticorpos anti-plaqueta contribuem para a
trombocitopenia, apesar de relatos esporadicos de anticorpos contra receptores plagquetarios
em pacientes com malaria (Rios-Orrego et al., 2005). Diante disso, é importante investigar se
a associacdo entre a mutacdo GPla/lla C807T com a trombocitopenia vista no presente
trabalho pode ser devido, por exemplo, a destruicdo por auto-anticorpos contra as
glicoproteinas de plaquetas. E importante ressaltar ainda que este foi o primeiro estudo a
sugerir uma associacdo entre a mutacdo GPla/lla C807T com a trombocitopenia na infec¢édo
pelo P. vivax.

Os resultados apresentados aqui constituem importantes achados no que diz respeito a
morbidade na infeccdo malarica por P. vivax. Foi observado que as MPs e 0s CNAs estdo
aumentados na infeccdo pelo P. vivax, o que sugere um importante papel destes fatores
plasmaticos na morbidade da maléaria vivax. Além disso, foram encontradas associagdes entre
variacfes genéticas em alguns genes do hospedeiro vertebrado, relacionados a resposta
inflamatdria e funcdo plaquetaria, com os aspectos clinico e laboratoriais dos individuos
infectados pelo P. vivax. Diante disso, acredita-se que os resultados observados no presente
trabalho possam contribuir no esclarecimento dos mecanismos envolvidos na patogenia do

P.vivax.
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Conclusées

Os resultados obtidos ao final deste trabalho permitiu concluir que:

1. Os niveis plasmaticos de MPs de plaquetas, leucocitos e eritrécitos, bem como de

acidos nucléicos circulantes (CNAs) estdo aumentados durante a malaria por P. vivax

2. A presenca de microparticulas de plaguetas (PMPs) e CNAs no plasma se associa as

manifestacdes clinicas da malaria por P. vivax.

3. Os niveis de MPs e CNAs diminuiram ap0s o tratamento antimalarico especifico, o
que sugere que 0S mesmos possam constituir potenciais biomarcadores de prognostico quando

associados ao diagndstico da malaria sintomatica.

4. O polimorfismo de base unica MIF G-173C parece estar associado com anemia na
infeccdo por P. vivax, uma vez que individuos que apresentaram a mutacdo neste gene

possuem menores niveis de hemoglobina e menores taxas de hematdcrito no sangue.

5. Analises haplotipicas dos polimorfismos de base Unica e microssatélite do gene MIF
mostraram que o haplétipo 6G (sem a presenca da mutacdo pontual) parece estar associado
com a protecao contra a anemia na infecgdo por P. vivax, enquanto o haplétipo 7Cassociado a

susceptibilidade.

6. O polimorfismo TNF-o T-1031C parece estar associado com susceptibilidade aos
sinais e sintomas da malaria vivax, uma vez que houve associacdo entre as frequéncias do
polimorfismo com a presenca de febre. Por outro lado, os resultados encontrados para o
polimorfismo TNF-a G-308A indicaram que esta mutagdo possa estar envolvida na protecdo

contra a trombocitopenia observada nos individuos infectados pelo P. vivax.

7. Os resultados do polimorfismo no gene da citocina IL-10 (G-1082A) indicam uma
associacdo positiva entre os niveis de plaqueta no sangue e a presenca do polimorfismo,

sugerindo um papel protetor deste polimorfismo.

8. N&o foram encontradas associa¢fes entre o polimorfismo TGF-B T869C com os

parametros clinicos e hematologicos analisados neste trabalho.
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9. Verificou- se uma associa¢do entre o polimorfismo das glicoproteinas plaquetérias,

GPla/lla C807T, e trombocitopenia nos individuos infectados pelo P. vivax.
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8.1 PARECERES DO COMITE DE ETICA

Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacd@o Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Comité de Etica

PARECER N° 07/2006 — CEPSH- CPgRR

Protocolo CEPSH/CPqRR n®: 01/2006

Projeto de Pesquisa: “Plasmodium vivax na Regido Amazbnica e exfra-Amazonica brasileira: anticorpos
bloqueadores da infecgéo e polimorfismos funcionais”

Pesquisador Responsavel: Luzia Helena Carvalho

Instituigdo: Centro de Pesquisa René Rachou / FIOCRUZ

Data de entrada no CEP: 14/02/2006

Ao se proceder a andlise do protocolo em questdo, apos consideradas as respostas as pendéncias anteriores,
constatou-se que as informagdes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Resolugdo CNS 196/96,
sobre Direlrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou /
FIOCRUZ, de acordo com as atribuigdes da Resolugéo 196/96, manifesta-se pela aprovagéo do projeto de
pesquisa proposto.

Situagdo: PROJETO APROVADO

Belo Horizonte, 8 de maio de 2006.

R (: T N . B _

e S o
- \“:}.‘:u“

Jodo Carlos Pinto Dias

Coordenador do CEPSH- CPgRR

Dr. Joao Carlos P}Q{ﬂ.[,},'as

Puquiudo:
. CRM-MG
SigEEODC! 1-9;;;% [ FIOCRUZ
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Instituto René Rachou
Comité de Etica

PARECER N° 03/2008 - CEPSH- CPgRR

Protocolo CEPSH/ICPRR n®: 05/2008

Projeto de Pesquisa: "Estudo da resposta imune-inflamatoria na patogénese da malaria humana causada pelo
Plasmodium vivax"

Pesquisador Responsavel: Luzia Helena Carvalho
Instituigdo: Centro de Pesquisa René Rachou / FIOCRUZ

Data de entrada no CEP: 14/02/2008

Ao se proceder a andlise do protocolo em questdo, constatou-se que o projeto atende aos aspectos
fundamentais da Resolugdo CNS 196/98, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo
Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisa René Rachou /
FIOCRUZ, de acordo com as atribuigdes da Resolugéo 196/96, manifeste-se pela homologagéo do projeto de
pesquisa proposto, bem como do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Situagéo: PROJETO APROVADO

Belo Horizonte, 28 de fevereiro de 2008.

g N
Joda Carlos Pinto Dias
Coordenador

Dr. Jodo Carles Pinto Dias
COORDENADOR
COMITE DE ETICA
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Augmented plasma microparticles during acute
Plasmodium vivax infection

Fernanda MF Campos'’, Bernardo S Franklin'’, Andréa Teixeira-Carvalho', Agnaldo LS Filho®, Sdlua CO de Paula®,
Cor J Fontes?, Cristiana F Brito', Luzia H Carvalho'”

Abstract

Background: In the last few years, the study of microparticles (MPs) - submicron vesicles released from cells upon
activation or apoptosis - has gained growing interest in the field of inflammation and in infectious diseases. Their
role in the human malaria parasite Plasmodium vivax remains unexplored. Because acute vivax malaria has been
related to pro-inflammatory responses, the main hypothesis investigated in this study was that Plasmodium vivax
infection is associated with elevated levels of circulating MPs, which may play a role during acute disease in non-
immune patients.

Methods: Plasma MPs were analysed among thirty-seven uncomplicated P. vivax infections from an area of
unstable malaria transmission in the Brazilian Amazon. The MP phenotype was analysed by flow cytometry using
the classical MP marker, annexin, and fluorochrome-labeled monoclonal antibodies against specific cell surface
markers. The frequencies of plasma MPs in P. vivax patients (n = 37) were further compared to malaria-unexposed
controls (n = 15) and ovarian carcinoma patients (n = 12), a known MPs-inducing disease non-related to malaria.

Results: The frequencies of plasma circulating MPs were markedly increased in P. vivax patients, as compared to
healthy age-matched malaria-unexposed contrals. Although platelets, erythrocytes and leukocytes were the main
cellular sources of MPs during vivax malaria, platelet derived-MPs (PMPs) increased in a linear fashion with the
presence of fever at the time of blood collection (3 = 0.06, p < 0.0001) and length of acute symptoms ( = 0.36,

D < 0.0001). Finally, the results suggest that plasma levels of PMPs diminish as patient experience more episodes of
clinical malaria (3 = 0.07, p < 0.003).

Conclusions: Abundant circulating MPs are present during acute P. vivax infection, and platelet derived-MPs may
play a role on the acute inflammatory symptoms of malaria vivax.

Background
Plasmodium vivax is the most widespread Plasmodium

placing P. vivax infection in a higher status as a global
health concern.

species being responsible for up to 390 million clinical
cases each year [1,2]. For long, P. vivax infection was
considered a benign and self-limited disease, especially
when compared to the burden of Plasmodium falci-
parum infection. Recent studies from Indonesia, Papua
New Guinea and India have, however, highlighted the
association between vivax malaria and life-threatening
manifestations, such as respiratory distress, severe anae-
mia, and neurological manifestations with coma [3-5],
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An additional neglected effect of the “benign” P. vivax
infection concerns its poorly explored pathogenesis. While
a large bulk of literature on the immunological and
inflammatory patterns of falciparum malaria is available,
the pathogenesis of vivax malaria was not submitted to
such scrutiny. It is, nevertheless, intriguing that P. vivax
infection triggers fever with a lower peripheral parasitae-
mia [6-8]. The few studies that had addressed the patho-
genesis of vivax malaria had shown that P. vivax infection
induces greater host inflammatory responses compared to
P. falciparum malaria [9-11] with pro-inflammatory cyto-
kines levels being closely associated with disease severity
in some studies [10-13]. Hence, the different clinical pre-
sentations of vivax malaria infection may be related to the
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intensity of pro-inflammatory responses. In this regard, the
search for sensitive and predictive inflammatory biomar-
kers in vivax malaria may enhance early detection of
severe cases.

Cellular microparticles (MPs) - submicron (< 1 pm)
membrane vesicles released from cells into the blood
stream in response to a variety of stimuli, i.e. cell activa-
tion, stress, serine proteases, pro-inflammatory cytokines
and apoptosis, have emerged as potential inflammatory
biomarkers as elevated levels are found in plasma during
many diseases of inflammatory etiology [14]. Conse-
quently, this heterogeneous population of small, mem-
brane-coated vesicles has been used as sensitive markers
of diverse process, such as inflammation, coagulation,
vascular function and apoptosis. In addition, MPs are
important carriers of membrane components or bioac-
tive molecules [15] being involved in a series of “gain of
function” phenomena [16]. As an example, MPs derived
from activated platelets have been shown to play a role
on the pathogenesis of P. falciparum cerebral malaria by
transferring platelet antigens to the surface of iRBCs
and dramatically enhancing their cytoadherence to
endothelial cells within brain micro vessels [17,18]. MPs
have also been shown to contribute to inflammation
during P. berghei malaria by inducing potent activation
of macrophages [19]. However, their role in vivax
malaria pathogenesis has not been investigated.

The main hypothesis to be investigated here is that
P. vivax infection is associated with elevated levels of cir-
culating MPs of different cellular origins, and those MPs
play a role in P. vivax induced inflammation. For this
purpose, the phenotype of circulating MPs in plasma
from P. vivax malaria patients in a hypoendemic area of
the Brazilian Amazon was assessed. As control, the
plasma MP phenotype from healthy malaria-unexposed
donors and patients with ovarian carcinoma, a known
MPs-inducing disease non-related to malaria, was simul-
taneously investigated. The results showed that platelet
(PMPs), erythrocyte (EMPs) and leukocyte (LMPs)
derived-MPs are significantly increased in plasma from
P. vivax patients as compared to healthy donors. Inter-
estingly, the frequencies of annexin V/CD41a double-
positive MPs (PMPs) were associated with the length of
acute illness and the presence of fever at the time of
blood collection. The results presented here comprise
the first evidence of the presence of MPs during vivax
malaria and offer a new tool for the study of the pro-
inflammatory patterns of P. vivax infection.

Methods

Study site and subjects

This study was conducted between January and November
2008, in the outpatient clinic of the Tropical Medicine
Center of Porto Velho (CEMETRON), the capital of
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Rondonia State, Brazilian Amazon area. In the Amazon
area, malaria is mainly an occupational disease, with popu-
lation at risk largely represented by adult males. Low rates
of transmission occur throughout the year with large dom-
inance of vivax over falciparum malaria [20]. The main
vector is Anopheles darlingi and the number of infective
bites associated with malaria is estimated to be between
2 to 10 per inhabitant per year [21].

Individuals who sought care at CEMETRON and
whose thick blood smear was positive for P. vivax, were
invited to participate in the study. Selected volunteers
were all negative for P. falciparum and/or Plasmodium
malariae infection by both microscopic examination
and a nested-PCR, carried-out latter. Thirty-seven
patients, aging 15 to 66 years, were enrolled in the study
after the written informed consent, in accordance with
guidelines for human research, as specified by the Brazi-
lian National Council of Health (Resolution 196/96).
Antimalarial and supportive therapies were given
according to standard protocols.

Clinical and demographical data were acquired through
a standardized questionnaire, and the haematological pro-
file was assessed by automated complete blood count car-
ried-out at CEMETRON's hematology facility. Table 1
summarizes demographic, epidemiological, parasitological
and hematological data of P. vivax infected-volunteers.

In the studied area, subjects were migrants from
malaria-free areas. Consequently, their ages do not
necessarily correlate with malaria exposure. Cumulative
exposure to malaria was, therefore, based on self-
reported number of lifetime malaria episodes. As their
previous malaria experience showed a variable number
of infections, extreme values and the possibility of recall
bias were avoided by categorizing patients into three
groups: i) five or less previous malaria episodes (PME);
ii) 6 tol0 PME; and ii) more than 10 PME. Venous
blood was obtained from patients on admission, and in
those with fever (above 37.5°C) at the time of blood col-
lection. In five patients it was possible to take additional
samples, during convalescence, on day 7 and 21 after
treatment. Plasma samples from fifteen age-matched
malaria-unexposed donors were used as baseline con-
trol. As MPs positive samples plasma from 12 patients,
aging 45 to 65 years, diagnosed with ovarian carcinoma,
as it has been shown that cancer cells from this highly
lethal gynaecological malignancy can release MPs [22].

Purification of MPs from plasma

MPs were prepared as described elsewhere [17,19]. Briefly,
Citrated blood (0.5 mL) was centrifuged at 1,500 x g for
15 min, and plasma was then cooled to -20°C before sto-
rage at -80°C. Samples were further centrifuged at 13,000
x g for 3 min to obtain platelet-free plasma. The latter was
diluted 1:3 in citrated PBS containing heparin and
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Table 1 Characteristics of the thirty seven uncomplicated
Plasmodium vivax patients

CHARACTERISTICS
Gender, malefemale 271
Median Age, years (range) 36 (15-66)
N° of previous malaria episodes, n (%)
<5 19 (51.3)
6-10 13 (35.1)
> 10 5(135)
N° of days of acute illness, n (%)
<2 10 (26)
3-5 19 (51.3)
> 6 8(21.6)
Symptoms in the last 3 days, n (%)
Fewver 37 (100
Headache 33 (89.1)
Chills 35 (946)
Myalgia 32 (86.4)
Anorexia 24 (64.8)
MNausea 1335.7)
Diarhoea 7(189)
Vomiting 6(162)
Dyspnea 4{108)
Parasitaemia, parasites/pl of blood, n (%)
= 500 10 (27.0)
500 - 10,000 10 (27.0)
> 10,000 17 (459)
Body temperature (°C)
< 36 8 (21.6)
37-378 14(37.8)
> 378 15 (405)

Haemoglobin levels g/dL, median (range) 13.26 (9.7-16.6)
115 (53-208)
52{B3-17)
41 (322- 506)

Platelet counts x1000/mm?, median (range)
Leukocyte counts x100/mm?, median (range)
Haematocrit %, median (range)

centrifuged at 14,000 x g for 90 min at 15°C. The resultant
MP pellet was then resuspended in 1x annexin V binding
buffer (BD Biosciences, California, US).

Flow cytometry assays

Unless otherwise stated, all reagents and mAbs used in
the Flow cytometry experiments were {rom BD Bios-
ciences, MPs isolated from plasma were gated (R1) based
on their forward (FSC) and side (SSC) scatter distribution
as compared to the distribution of synthetic 0.7 - 0.9 um
SPHERO™ Amino Fluorescent Particles (Spherotech Inc.
Libertyville, Illinois, US) (Figure 1A). Taking into account
the presence of PS residues in MPs surface, events pre-
sent in R1 were accessed for their positive staining for
annexin V (BD Bioscience) - a classical marker for micro-
particles - using PE-conjugated monoclonal antibodies
(mAbs) (Figure 1B). Mouse IgG PE conjugated isotype
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control mAbs were used to properly place gates. Annexin
V" events gated within the R2 region were further
assessed for immunolabeling with FITC-conjugated
mAbs against the cell markers CD41a (platelets), CD144
(endothelial cells), CD235a (erythrocytes), CD45 (leuko-
cytes) and CD14 (monocytes) or the correspondent
mouse IgG FITC-conjugated isotype control mABs. The
samples were analysed in a Flow Cytometry FACSCalibur
(Becton-Dickinson, California, US). Over 100,000 events
were acquired on each sample, to reach at least 2,000
events within the MPs gate.

Quantification of plasma MPs levels

To confirm if the absolute numbers of plasma MPs were
different between malaria patients and healthy donors, as
well as to determinate the numbers of plasma MPs per
microliter (MPs/pl), the cytometer was set to operate at a
high flow rate setting for 60 seconds for each sample. The
number of MPs/pl of plasma was calculated as described
elsewhere [18]: MPs/pl = (N x 400)/(60 x 100), in which
N is the number of events, 400 is the total volume of in
the tube before analysis, 60 is the sample volume analysed,
and 100 is the original volume of MPs suspension.

Statistical analysis

Data were analysed using Graph pad Instat 4.0 and SPSS
15.0 statistical software. Differences in the means of the
frequencies (double staining for annexin V and cell mar-
kers) between groups were analysed using two-tailed
student’s t test or Mann-Whitney when data did not fit
a Gaussian distribution. The log-transformation of data
was applied for situations where variances normality
assumptions failed followed by linear regression to
investigate the association between the clinical para-
meters and MPs levels. Pairwise correlations were evalu-
ated with Pearson’s correlation coefficient p. Multiple
linear regression models with stepwise backward dele-
tion were built to describe independent associations
between covariates (fever, age and number of previous
malaria episodes) and the presence of PMPs. A P value
< 0.05 was considered to be statistically significant. For
illustration purpose (as shown in Table 1 and Figure 2)
the patients were categorized into sub-groups according
to their body temperature, the numbers of previous
malarial episodes, length of symptoms (in days), and
days since last malarial episode.

Results

Platelet, erythrocyte and leukocytes are the main sources
of plasma MPs during acute P. vivax malaria

The phenotype of plasma circulating MPs during acute
vivax malaria was investigated, with specific mAbs for
cell markers i.e. CD41a, CD235a, CD45, CD144 and
CD14 were used to discriminate the cellular sources of
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Figure 1 Identification of plasma MPs. (A} MPs isolated from plasma were gated (R1) based on their forward (FSC) and side (55C) scatter
distribution as compared o 0.7 - 0.9 pm synthetic Nile Red microparticles (grey dots). (B) Events present in R1 were accessed for their annexin V
positive s@ining using PE-conjugated mAbs, Mouse 1gG PE-conjugated isotype contral mAbs were used to place gates accurately (R2). (C) FITC
imrunolabeling for the cell markers CD41a (platelets), CD144 (endothelial cells), CD325a (erythrocytes), C045 (leukocytes) and CD14 (monocytes)
was further assessed within annexin V' gated events (R2) and were compared in plasma samples from healthy donors, P, vivax malatia and ovary
carcinoma patients (MPs-induced disease). Boxes represent median and interquartile interval, whiskers represent the 10 and 90 percentiles. Means
were compared using the Mann-Whitney two-tailed test A p value < 0,05 was considered significant,

annexin V' MPs. The percentages of annexin V' MPs
stained for each cell marker was compared between
samples from P. vivax malaria patients, healthy donors
or samples from a MPs-induced disease non-related to
malaria (Figure 1C).

The frequency of platelet (PMPs) (p < 0.0001), ery-
throcyte (EMPs) (p = 0.0023) and leukocyte derived-
microparticles (LMPs) (p = 0.0087) were significantly
increased in plasma samples from malaria patients as
compared to healthy donors. The increased levels of
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Figure 2 Platelet derived MPs (PMPs) correlate with fever and length of symptoms of acute malaria and may be impacted by
cumulative clinical malarial episodes. F. vivax malaria patients were categorized according to their body temperature (°C) (A); prolonged
symptoms (B); cumulative malarial episodes (median 5, range 0 - 60) (C); and the time since last malarial episode (D). Boxes represent median
and interquartile interval, whiskers represent the 10 and 90 percentiles, Data were transformed into neperian logarithm before applied to linear
regression analysis, Positive linear trends were observed between the frequency of PMPs in plasma and presence of fever (above 37.5°C) at the
time of blood collection (3 = 006, p < 0.0001), length of malaria symptoms, estimated here by number of days with acute illness (B = 0.36,

p < 0.0007), and previous clinical malaria episodes (f = 007, p < 0.003).

PMPs, EMPs and LMPs were confirmed when the ahso-
lute number of MPs per pl of plasma was calculated
(additional file 1). As expected, the frequencies of PMPs
and EMPs, but not LMPs, were also significantly
increased in plasma from patients with ovarian carci-
noma (p < 0.05). These results suggest that platelets,
erythrocytes and leukocytes are the main source of
plasma circulating MPs during acute P. vivax malaria
and its presence may be associated with inflammation.

Plasma MPs associate with acute malaria symptoms
To investigate the role of MPs in the pathogenesis of
vivax malaria, potential factors that could be associated

with the presence of circulating MPs in acute P. vivax
infection were analysed, including demographic, clinical,
haematological and parasitological parameters. No asso-
ciation was found between levels of MPs and haemato-
logical (haemoglobin levels, haematocrit, platelet or
leukocyte counts) or parasitological data. Of note, posi-
tive linear trends were observed between the presence
of fever at the time of blood collection and the fre-
quency of PMPs in plasma (§ = 0.06, p < 0.0001) (Figure
2A). Significant association was also observed between
higher frequencies of PMPs and prolonged malaria
symptoms, estimated here by number of days with
acute illness (B = 0.36, p < 0.0001) (Figure 2B).
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More specifically, patients reporting symptoms in the
last four or more days before seeking care at CEME-
TRON had significant higher levels of PMPs in plasma
when compared to patients reporting more immediate
symptoms. Apparently, the levels of PMPs in plasma
diminish as previous clinical malaria episodes increases
(B =007, p < 0.003) (Figure 2C). No significant associa-
tion was found between PMP levels and days elapsed
since last malarial episode (Figure 2D).

Although manifestation of acute malaria such as fever
can be influenced by different factors including host age
and immunological background - evaluated here by pre-
vious malaria experience - multiple linear regression
models confirmed the independent association between
fever and microparticles, as well as length of symptoms
and microparticles (p < 0.001).

Plasma MPs levels decrease after anti-malarial
chemotherapy

In five P. vivax patients, plasma MPs levels were
assessed 7 and 21 days after anti-malarial chemotherapy.
The levels of plasma MPs remain unchanged at 7 days
post infection; however, as shown in Figure 3, the levels
of plasma MPs decreases after 21 days post treatment.

Discussion

Despite increasing evidence of multidrug-resistant
P. vivax associated with severe and fatal disease, little is
known about its pathogenesis. This study provides the
first evidence that microparticles (MPs) from leukocytes,
platelets, and erythrocytes are significantly increased in
plasma from acute P. vivax malaria patients. These
results are consistent with the observation that active,
non-cytokine, factors are present in paroxysm plasma
from non-immune patients with acute P. vivax infec-
tions [23,24]. As some of the active components in par-
oxysm plasma are lipids, of unknown nature, and,
importantly, are present in particulate form [24], MPs
could contribute to P. vivax paroxysms. However, at this
time, it is not possible to conclude on the role of MPs
during paroxysm, because it remains as undefined com-
plex phenomenon, which involves several components,
including host-derived cytokines [24].

As virtually all cell types can release MPs, the pre-
sence of MPs of different origins circulating during
acute P. vivax malaria is not unexpected. It rather sug-
gests that different cell types are activated and partici-
pate in the myriad of inflammatory processes induced
by P. vivax parasites/infection. In fact, these data are in
concordance with a recently published study reporting
that children infected with P. falciparum presents high
levels of circulating MPs, including those from platelet,
erythrocytes, endothelial cells and leukocytes [25]. In
these infected Cameroonian’s children, MPs levels
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EMPs

Days post treatment

Figure 3 Plasma MPs levels decrease after anti-malarial
chemotherapy. Levels of platelet (PMPs), erythrocyte (EMPs) and
leukocyte derived-MPs (LMPs) were quantified in plasmas from five
patients at the acute phase of P vivax infection (0) and after 21
days of anti-malarial chemotherapy. MP levels were calculated and
expressed as number/ul of plasma as detailed in Methods, Statistical
analyses were performed using the two-talled paired =test, A

p value < 005 was considered significant.

returned to normal when the patients were cured. This
results are in line with the observations described here
with P. vivax, and by others with P. falciparum [17],
which shown that the levels of MPs significantly
decrease after 19 - 21 days post treatment.

In the present study, elevated levels of platelet-derived
microparticles (PMPs) were associated with clinical
manifestation of disease, such as fever and prolonged
time with malaria symptoms. At this time, the signifi-
cance of this finding in P. vivax infection is not clear,
but they are of particular interests as both platelets [26]
and PMPs [18] have been shown to play a role in the
pathogenesis of malaria caused by P. falciparum. More-
over, MPs have been shown to be mediators of the
inflammatory process that occur during infection with
Plasmodium berghei in mice [18]. Recently, Boilard and
colleagues [27] provides strong evidence for the patho-
genic role of PMPs, confirming their contribution as
“Incendiary devices” in the conflagration of a hot, swol-
len, and painful rheumatoid joint.

Although evidence for a role of microparticles in human
malaria diseases at present is still only limited, new
evidence is accumulating rapidly to support this theory.
In Cerebral Malaria, the most severe complications of
P. falciparum infection, PMDs levels significantly
correlated with coma depth and thrombocytopenia [25].
Consequently, these authors have been proposed cell-
specific MPs as biological marker for cerebral dysfunctions
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in severe falciparum malaria, and intervention to block
MP production as a new therapeutic target against cere-
bral malaria.

As in P. falciparum PMPs [acilitate cytoadherence of
iRBCs to brain endothelial [18], it is reasonable to spec-
ulate that, similarly, they might be involved in the
underlying mechanisms driving pulmonary vascular
sequestration in P. vivax malaria as suggested by Anstey
et al [7]. However, as cytoadherence is not a common
feature of vivax-infected RBCs and evidences for their
microvascular accumulation is, at best, modest [28], it is
conceivable that PMPs may be merely an epiphenome-
non of the pro-inflammatory response previously
observed in vivax malaria [12,29-31]. Further studies will
be required to investigate if circulating PMPs from
P. vivax patients may act either as biomarker or mediator
of inflammation/disease (or both).

A potential limitation of the statistics analysis per-
formed here was that multiple comparison were rea-
lized, aiming to find possible associations between MPs
and clinical/biological parameters; however, it should be
take in consideration that these significant findings were
hypothesis-generating, and, consequently, its represent a
realistic interpretation of the facts. In addition, multiple
linear regression models confirmed the independent
association between fever and length of symptoms with
platelets-derived microparticles.

An interesting [inding was the presence of leukocyte
and erythrocyte derived-MPs during acute P. vivax
malaria. The role of leukocytes in malaria pathogenesis
is still not fully understood; nevertheless, it has been
shown that these cells are the main source of pro-
inflammatory cytokines, especially TNFo which is highly
pyrogenic [32]. The presence of MPs derived from these
cells provides evidence for their activation in acute vivax
malaria. Perhaps, an attractive field of study is to investi-
gate whether or not EMPs might contribute to the dis-
tinet erythrocyte destruction commonly observed in
vivax malaria [33]. Although severe anemia can be pro-
duced by both P. vivax and P. falciparum infections,
malariotherapy studies have shown greater destruction
of non-infected RBCs per infected erythrocyte in P.
vivax as compared to P. falciparum malaria [33].
Accordingly, in the present study, the [requency of ery-
throcyte derived MPs in plasma was not associated with
parasitaemia. Actually, the absence of correlation
between MPs and parasitaemia is not unexpected,
because in the Brazilian Amazon area the wide range of
parasitaemia found in P. vivax infection does not enable
to conclude on the value of this variable as determinant
of severity [34].

While it is not possible at this time to characterize th
mechanism by which MPs might be involved in th
pathogenesis of P. vivax malaria, the data shown here

€
€
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raise important questions on the role of cell derived
MPs in malaria pathogenesis revealing a fruitful area for
investigation. Thus, the potential of circulating cell
derived-MPs as non-invasive inflammatory marker of
P. vivax morbidity is likely.

Conclusions

This paper describes the initial attempts made at char-
acterization of the MP phenotype in vivax malaria. It is
shown here that the plasma levels of platelet, erythro-
cyte and leukocyte-derived MPs are increased during
acute uncomplicated vivax malaria. In P. vivax patients
platelets derived-MPs were significantly correlated with
fever and length of symptoms. Elucidation of the micro-
particles composition and the mechanisms involved in
exertion of their effects could contribute to additional
intervention strategies against malaria.

Additional material

Additional file 1: Quantification of platelet, erythrocyte and
leukocyte derived-MPs levels in plasma from P. vivax patients,
before and after antimalarial treatment. Plasma levels of platelet,
erythrocyte and leukocyte derived-MPs were calculated as described in
Methods; results are expressed as MPs/ul. The absolute numbers of
plasma MPs was compared among healthy donors and P. vivax malaria
patients. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney two-
tailed test. A p value < 005 was considered significant Supplementary
Figure,
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Plasma Circulating Nucleic Acids Levels Increase
According to the Morbidity of Plasmodium vivax Malaria
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Abstract

Background: Given the increasing evidence of Plasmodium vivax infections associated with severe and fatal disease, the
identification of sensitive and reliable markers for vivax severity is crucial to improve patient care. Circulating nucleic acids
(CMAs) have been increasingly recognized as powerful diagnostic and prognostic tools for various inflammatory diseases
and tumors as their plasma concentrations increase according to malignancy. Given the marked inflammatory status of P.
vivax infection, we investigated here the usefulness of CNAs as biomarkers for malaria morbidity.

Method's and Findings: CNAs levels in plasma from twenty-one acute P. vivax malaria patients from the Brazilian Amazon
and 14 malaria non-exposed healthy donors were quantified by two different methodologies: amplification of the human
telomerase reverse transcriptase (hTERT) genomic sequence by quantitative real time PCR (gPCR), and the fluorometric
dsDNA quantification by Pico Green. CNAs levels were significantly increased in plasma from P. vivax patients as compared
to healthy donors (p<<0.0001). Importantly, plasma CNAs levels were strongly associated with vivax morbidity (p=0.0007),
including a drop in platelet counts (p=0.0021). These findings were further sustained when we assessed CNAS levels in
plasma samples from 14 additional P. vivax patients of a different endemic area in Brazil, in which CNAS levels strongly
correlated with thrombocytopenia (p=0.0072). We further show that plasma CNAs levels decrease and reach physiological
levels after antimalarial treatment. Although we found both host and parasite specific genomic sequences circulating in
plasma, only host CNAs clearly reflected the clinical spectrum of P. vivax malaria.

Conclusions: Here, we provide the first evidence of increased plasma CNAs levels in malaria patients and reveal their
potential as sensitive biomarkers for vivax malaria morbidity.
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Acids (CNAs) refers to cell free segments of DNA or RNA found in
the bloodstream. Their existence in human plasma was first
reported more than 60 years ago [13], however, no interest was
shown in the presence of DNA in the dreulatory system untl high
DNA levels were demonstrated in the blood of patents with
cancer [16]. Elevated plasma CNAs levels have now been detected
during other acute illnesses and injuries. Examples include lupus
erythematosus [17,18], diabetes [19], trauma [20], stroke [21],
and myocardial infarction [22,23]. Furthermore, high usefulness of

CNAs levels in the diagnosis of mfections in febrile patients and as
a prognostic marker in septic patients has been shown [24]. Their
applications in chincal diagnosis and prognosis have continuously
grown and further studies on CNAs showed that these nucleic
acids could be a powerful non-nvasive approach to a wide range

of dinical disorders [23].

Aiming at finding sensitive and reliable biomarkers for P wivax,
herein we tested the usefulness of plasma CNAs levels as markers
for the morbidity of vivax malaria. We investigated the CNAs
levels in plasma from P owoee infected patents with different
ficant higher levels of CNAs
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malaria, evaluated here by scoring  patients”  clinical  and

hematological parameters.

Results

CNAs levels were measured mplasma from P vivax patients by
qPCR amplhification of the genomic sequence of the human angle

ication of the

copy gene hTERT and by fluorometric quantif
dsDNA content with the l:_?'tmnt—i'l"r‘M Pico Green Reagent. The
amplification plot of K TERT shows that the mean cycle threshold
(Ct) achieved in CNAs samples from P mpax patients (mean Cle
28,6 %1.5) was significantly lower than the one reached in samples
from healthy donors (mean Ct 31.520.79) (p=<0.0001) (Fig.
and 1C). As the amount of DNA theoretcally doubles every cycle
during the exponential phase of qPCR, these results suggest that

the levels of this target sequence in the CNAs preparadon from P
stoax patients are at least 8-fold higher than in healthy donors. In
fact, a difference of 11,6% between the hTERT levels in plasma
from P. wear patients (1278 pg/ml) and healthy  donors
(0.1098 pg/ml) was confirmed when a standard curve, built from
a serial diludon of an amplified sample of hTERT sequence, was
used to interpolate the hTERT concentrations i the samples
(Figure S1). To normalize the amount of nucleic acids purified and
mputted i gPCR experiments, 3 ng of salmon sperm DNA was

C
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Figure 1. Increased CNAs levels in plasma from P. wvax patients. CNAs levels were guantified in plasma from acute P. vivax patients or
healthy donors by measuring the amplification of the hTERT human genomic sequence (A) as compared to the amplification of the Q. keta Y
chromosome marker (B) for the salmon sperm DNA spiked into plasma samples before CNAs purification. (C) Comparison of the mean cycle threshold
{Ct) frem the hTERT or the O. keta Y chromosome marker in CNAs samples purified from P. vivax patients or non-exposed healthy donors. (D)
Fluorometric dsDMA quantification of CNAs levels in plasma by the Quant-iT' ™ Pico Green methodology. Statistical analyses were performed using
the Mann-Whitney test. A p value<0.05 was considered significant.
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spiked into plasma samples before CNAs purification (Fig. 1B). As
expected, the speafic sequence of salmon sperm DNA was
similarly amplified in P. pivax patients and healthy donors plasmas
(Fig. 1B and 1C, p =0.6925).

The ncreased levels of twotal CNAs in plasma from P vivax
paticnts were confirmed by quantification of dsDNA with Quant-
T™ Pico Green Reagent (Fig. 1D) (1494.7=1169.7 in vivax
patient vs. G89.03 =131.54 pl.,,-"ml in he allh\ donors, p<0.0001).

To irmves

gate the potendal of CNAs as biomarkers for malaria
morbidity, we compared the levels of CNAs in plasma from
paticnts with different clinical presentations, and scored according
cal and hematological parameters (Table S1). Figure 2A
llustrates  the gPCR amplification of the hTERT genomic
in plasma from four P wpar patients and four

to cli

sequence
unexposed-controls. Sensitive changes in hTERT amphification
were observed according to the slightest increase in the o
score. Furthermore, significantly higher levels of CNAs were found

ical

in plasma isolated from padents who presented fever at the dme of
blood collection (febrile patents) compared to plasma samples
from non-febrile patients, as revealed by the two  different
methodologies: amplification of 1 RT genomic sequence by
qPCR (= 0.0376) and the quantfication of dsDNA content with
(_1[1;1|1[-i'l'“1 Pico Green (p =0.0023) (data not shown).

To confirm whether CNAs levels reflect disease morbidity, the

sum of scores attributed to cach patient (Table ST) was plotted
against the CNAs levels detected in plasma with the l;?'uunt—i'l'n{
Pico Green or the mean cyde threshold detected by gPCR
amplification of the h"TERT genomic sequence (Fig. 2B). A dlear
correlation (Spearman = 04795, p= 0.0034) was found between
the CNAs levels and the intensity of dinical mal:
were confirmed when the Cts from the amplification of h'TERT
were analyzed (Pearson r= —0.7111, p=0.0001) (Fig. 2B).

Platelet activation exerts thrombotic and pro-nflammatory

ia. These data

functions and their unbalanced activation contributes to life-
threatemng outcomes i discases such as heart attack, stroke, and

Circulating Mucleic Acids: Malaria Severity Marker

cancer [26]. Both platelets [27] and platelet derived microparticles
(PMPs) [10] have been assodated with dinical manifestations of
malaria. We thus investigated if plasma CNAs levels may be
associated with thrombocytopenia and/or others hematological
parameters, such as WBC and RBC counts, hemoglobin and
(MHC) and
mean platelet volume (MPV). Among all parameters investigated,

hematocrit levels, mean corpuscular hemoglobin

¢ found a strong negative correlation between CNAs levels,
assessed by dsDNA quandfication with Pico Green, and platelet
counts (spearman = —0.6451, p=0.002]) (F 3A). These
findings were confirmed when the mean Ct obtained after gPCR
amplification of the genomic sequence for h'TERT gene was

0.0027)

plotted against platelet levels (Pearson r=0.6479, p=
Fig. 3B).

To further confirm the assodaton between CINAS levels and P
vivar morbidity, we assessed the CNAS levels in plasma from an
additional group of P vivax patients whose selection was carried-
out in a different hospital of the Amazon arca, Cuiaba, MT
(= 15300 miles from Manaus, AM). Once the clinical protocol used
at the hospital in Cutaba was different from Manaus (FMT-HVD),
we were unable to build a similar chinical score. For this reason, we
compared the CNAS levels in these samples with thrombocyto-
penia, a common hematological disturbance seen in malaria

morhidity in the Amazon area [28]. By analyzing the amplification

of hTTERT, it was possible to demonstrate a significant correlation
r=0.745, p=0.0072 CNAS

thromhocytopenia in P, wivax patients from Cuiaba (Figure S2A)

(Pearson between levels  and

As this study provides the first deseription of dreulating nueleic
acids in malaria infectdon, we evaluate CNAs levels In a small group
of P. faleiparum patients who sought for care at Culaba’s hospital
m=9). CNAs levels were significantly higher in samples from
falciparum  malaria patients as compared to healthy  donors
= 0.038; not shown). Importantly, CNAs le \'c-l\, n patient’s plasma
cdlearly correlated with thrombocytopenia
occurrence of fever during acute P faleiparum infection |

ure S53A) and the
gure S3B).
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Figure 2. Plasma CNAs levels reliably correlate with the P. vivax clinical spectrum. CNAs levels were quantified in plasma from P. vivax
patients with different clinical presentations. (A) Amplification of the genomic sequence of hTERT by gPCR in four healthy controls, and P. vivax
patients (Pv_01 to 04) scored according to clinical/hematological parameters. Only four patients are shown for illustration purposes. (B) Correlation
between the final clinical score of P. vivax patients (n=21) and their plasma CNAs levels (pg/ml) (Spearman r=0.6092, p = 0.0034), or their Ct for the

amplification of the hTERT (Pearsen r = —0.7897, p<0.0001).
doi101371journal pone0019842.g002
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Figure 3. Correlation between plasma CNAs levels and malaria vivax thrombocytopenia. Correlation of plasma CNAs levels with platelet
counts in symptomatic vivax malaria patients. The dsDNA levels measured by Pico Green (A) and the mean cycle threshold for hTERT am plification (B)
were plotted against the platelet counts. Spearman (r=—06451) and Person (r=06479) correlations were used respectively in A and B. A p
value<0.05 was considered significant.
doi:10.1371/journal pone.0019842.9003

In six patients attended at the FMT-HVD (Ma
CNAs levels were further

chemotherapy. !

s reasonable to speculate that parasite specific DNA s present
circulating in p . To confirm thi
of P viwax derived-CNAs i pl a in an
ate their treamline ¢

5, wWe

specific tre; pt to nve
obtained after qPCR
samples from
(p=0.0243) |
counts returned

prognostic tool. For this purpose, specific primers
amplify a genomic sequence unique to P max. As expected,

amplification of the hTERT in plasm:
wute vs. treated patients confirmed these finding

mplification of this genomic sequence was not detected in

om healthy donors | A). Furthermore, although

kel

presence of fever at the tme of blood

+ specific CNAs levels were we clated with the

antly diminished impling (Ct vs. body
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Figure 4. Plasma CNAs levels decrease after anti-malarial chemotherapy. For 6 patients who showed up during convalescence, the CNAs
levels in plasma were assessed by (A) fluorescence guantification of dsDNA with the Pico Green methodelogy or (B) comparison of the mean cycle
threshold for the gPCR amplification of hTERT genomic sequence. (C) platelet counts measured during admission and convalescence. Statistics were
performed as follow: Mann-Whitney test for panel A, and two tailed t test for panels b and C. A p value<0.05 was considered significant.
doi:10.1371/journal pone0019842.9004
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Figure 5. Plasmodium specific genomic sequences circulating in plasma from F. vivaxpatients. The presence and levels of P. vivax specific
plasma CNAs were investigated in samples from P. vivax patients with different clinical presentations by gPCR amplification of a specific P. vivax
genomic sequence. (A) For illustration purpose, gPCR amplification of a P. vivax specific genomic sequence in four healthy contrels, and four P wivax
patients (Pv_01 to 04) scored according to clinical/hematological parameters is shown. (B) Pearson correlation between the Ct of parasite spedific
genomic sequence and the body temperature measured at the time of blood collection (r= —0.5535, p = 00497) or the clinical score of the patients

(r=—03604, p=02056). A p value<<0.05 was considered significant.
dei10.1371/journal pone0019842.9005

= —0.3604,

associated with the dinical spectrum t:f the «
p=0.2056) 5C). Also, y
sequences did not reflect peripheral parasitemia (v

p=10.1884),

. L;(‘I](!H]i('

=—0.3735,

Discussion

e use of plasma lc"\cls of

s a murkx-r of P.

s that this powerful marker can also be used
ve indicator of mflammation and injury. In

fact, plasma CNAs levels have been rt-L,urdt-d as @ noninvasive

in malaria as a seng

[30], colon [.'; lJ , wr\lml [.';E’J, OVATIAT [3.)], hrt‘ust [.H—J, t
[36], and prostate [37]), allowing their di
from patients with nonmali

bladder

several other inflammatory dis

Other r in pldsma,
molecules [38], pro-inflammatory cytokines [39], the superoxide
dismutase-1 [14], and, more recently, microparticles [10], have

:rt]t-rs [

17,18,19,20,21 9? 23].

1b oy s

molecules  creula such as adhesion

been suggested as biomarkers for human P, wivax malaria as their
levels are often associated with malaria clinieal manifestations.
Nevertheless, we that CNAs offer & mo ive
since qPOR amplification of WTERT, a spec gle copy human
genomic sequence, revealed that levels as low as 100 fentogram of

believe tool

L

CNAs could be detected creulating i plasma, .mc] were able to
nate different degrees of diseas i {

We show here that plasma CNAs reach physiolo
7-10 days of antimalarial chemotherapy and patient’s recovery. It
that of cell-free DNA from  the
bloodstream occurs rapidly; the half-life time of fetal DNA in
the blood of mothers after delivery was approximatcly 16 minutes
[40]. Cell-free DNA scems to be eliminated by different manners
including renal and hepatic mechanisms as well as degradation by
plasma nucleases [29]. It is unknown whether a different clearance
time i also contributing to the higher levels of cell-free DNA in

rure S1).

levels after

has been shown clearance

@ PLoS ONE | www.plosone.org

malaria patients. The kinetics by wl

ich CNAs levels rise and fall
g acute malaria requires furthe i

The source of CNAs levels during malaria remains unknown.
Apoptosis and necrosis have been pointed as the main source of
cell-free DNA - drculating in blood [41,42]. Usually apoptosis-
induced  deavage of DNA  results in DNA  frapments  of
approximately 180 bp; thus, quantification of a small and a long
PCR prt:dutl allows indirect inferences about the underlying cell-
death entity. Although apoptosis has not been directly addressec

in
this study, our results do not rule out this possibility, as most of the
fragments amplified were in the range of 90 bp to be suitable for
qPCR  anal In malar apoptosis is a  process  highly
represented in the annotation of gene expres ion prc:f e of acute

infection as revealed by several microarray studi
human and mouse models [43,44]. Neverthele
shown that apoptosis and or necrosis mi
sources of CNAs in plasma of patic

conditions, and active release of free
cells was pointed as a plausible mechanism [43]. “At this dme, it 8
unknown whether apoptosis and/or DNA release contribute to the
gher levels of cell-free DNA observed here n P mvax path
Thromhbocytope < 150,000/ mm®)
hematological finding in patients  with
infection particularly in vivax malaria [28,46].
carried out in northwest India highlighted the

18

counts

a (platelet a

COMImon Plasmodium

Recent studies

’k 16T OCCUrrence

of severe thrombocytopenia n P, v in comparison to cither P.
Saleipanem monoinfection or mixed infections [47,48]. We show
here that CNAs levels in vivax malaria strongly correlate with a
drop in platelet counts, a data confirmed in two different hospitals
of the Amazon area. Although it s not possible, at this point, to
speculate on the role of platelets in the increase of CNAs levels in
plasma, our results indicate that CNAs might contribute to cell
activation and inflammation that are assoclated with malaria
infection.

Although P. falcsparum infection was not the main scope of the
present study, by having access to a small group of patents, it was
possible to demonstrate that CNAS levels are increased during
acute F. fa!r'zj{)amm infecton. In this malaria model, ncreased
CNAs levels in plasma were associated with thrt:mht:t \-“[U‘[Jt‘l]l..l

and the occurrence of fever at the tme of blood collection (Figure
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Anexos

53). While these results support the association between CNAS

and malaria, the tive

comparison between P faleipanem and P

+ of our sample precludes any de
rivax infection. Further

studies will be required to proper address this question.

In uncomplicated P. wvay malaria, we have recently shown that

PMPs) arc

assoctated with the dinical spectrum of disease, includi

the levels of drculating platelet-derived micropartch

and prolonged time with malaria symptoms [10]. The fact that
CNAs levels as well as PMPs were higher in febrile and
symptomatic vivax paticnts suggests a possible assoclation with
PMP and CNAs. MPs are important carriers of membrane
components or bioactive molecules and their association with
nueleic acids has been proposed [49]. The presence of host and/or
parasite DNA associated with MPs circulating in plasma and their

role i inflammation is currently  being  addressed in your
lahoratory.

To mvestigate if parasite derived-sequences are part of the pool
of nucleic acids circulating in blood during vivax malaria, and if
these sequences correlate wi sed the
levels of a parasite specifi
purified from P owvax patients. Althoug]
host and parasite sequences are part of the total plasma CNAs

ith disease morbidity, we as
gle copy genomic sequence in CNAs
our results revealed that

levels inacute P pigax infected patients, the levels of a host spe
(WTERT] but not parasite spe
chnical disease.

sequence correlated with
in agreement with a recently
h parasitemia

These results are

study carried out in the Amazon area in which

was not the rule among patients with severe dise
the WHO criteria [30].

Whether CNAs are merely inert debris of cellular injury, or if

se according to

they possess pro-inflammatory  propertics and  are, therefore,
players in the immunopathogenic basis of malaria requires further

inves

gation. Although at this point is not possible o draw

g
malaria cannot be rule out. In fact, it is well known that dying

conclusions, their role in the nflammatory response  du

cells spill their content .md release a myriad of endogenous pro-
inflammatory danger

enals, inc lllt]ll]l.? proteins, nucleic acids,
extracellular matrix components, hipid mediators and adenosine
(ATP) [51].

heen shown to play important roles in nflammation [31,52,533]. As

triphosphate These endogenous danger signals have

human and parasite derived nucleic add sequences have been
shown to posses immune-stimulatory properties, the |mpl|c ation of
CNAs m cellular acovatdon and 1 o 15 likely.
Likev timulatory

circulating nucleic acids in plasma from patients with different

Iate IH]H]UI]I

a5 the Er[‘[]ll(‘l][j’ of immune sllmulult:ry\'s. nomn

chinical outcomes would provide important insights into the role of
CNAS in malaria pathogenesis,

In conclusion, we show that host creulat
plasma cc

nucleic acids in

titute & reliable and non-invasive blomarker to

evaluate vivax malaria morbidity. CNAs levels were dosely
assoctated with P, mivex malaria chinical spectrum, and may have
a role in malara-mduced inflaimmation. Given the enormous
cconomic scourge of P wvar in endemic areas, plasma CNAs levels
provide a welcome prognostic tool to rapidly identfy potendally

SUVETC Cases ill][] i[l]'[]r(!\'[‘ ['lll]l('i.ll (l]ill]il_l;[‘[l][‘l][.

Materials and Methods

Study area and subjects

This study was conducted 1
Medicing Tropical Dr. Heitor
tertiary care center for infectious diseases in Manaus
6071"W), the capital of the

clearly part of a new front

May 2010, at Fundagio de
ira Dourado (FMT-HVD), a
378’8,

tate of Amazonas, Brazil. Manaus s

rin the cconomic development of the

Amazon and 1 considered as one of the leading cities in terms of

@ PLoS ONE | www.ploscne.org
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number of P. miwax malaria cases in Latin America [34]. In 2009, a
total of 19,698 malaria cases were reported in Manaus with a large
dominance of vivax (92.6%) over falciparum malaria [35].

Indniduals who sought care at FTM-HVD and whose thick

blood smear was positive for P. mvar were mvited to partic |p.1t: n
the study. Exclusion criteria included: §{) refuse or inability to
the informed consent; (i) age <<18 years; (fi) pregnant women
mixed infection with P, faleiparum or P malariae; (iv) any other co-
morhidity that could be traced. Twenty-one patients, aging 21 to
72 years, were enrolled in the study. Selected volunteers were all
negative for P falcpanan and/or Plasmodivm malariae infection by

1

hoth microscopic examination and a nested-PCR, carried out

latter in our laboratory. Ch

cal and demographical data were
acquired through a standardized questionnaire, and the hemato-
logical profiles were assessed by awtomated complete blood count
carried out at FMTA hematology facility. Table 1 summarizes
demographic, epidemiological, parasitological and hematological
data of P. moer infected-volunteers.

The study was approved by the Ethical Review Board of the
René Rachou Research Center, FIOCRUZ, Brazilian \[II]I\[rV of
Health (Reporter CEPSH/C I’[]RR () }f"oﬁlml All particy

mstructed about the objectives of the study and s

Table 1. Characteristics of the Plasmodium vivax patients
enrolled in the study.

CHARACTERISTICS

D hical and epidemiological

Sex, maledfemale, proportion 13/8

Age, median, mnge 49 (21-72)
N° of previous malaria episodes 3 (0-300

Para. al and wical, median (range)
Parasitemia, parasites/ul of blood
Hematocrit %,

Hemoglobin levels g/dL

305 (25-2255)
426 (305-489)
13.2 (95-1439)

WRBC counts x10%/mm? 4.9 (2-86)
RBC counts = 10%mm* 4.8 (357-542)
Platelet counts x 10%mm? 125.5 (39-225)
MCV (L) 89.3 (B29-96)
MPV (L) 9.8 (B.1-13.2)
MCH (pg) 27.1 (25-30)
MCHC (g/dL) 30.6 (29.8-33.2)
Clinical parameters

Duration of symptoms in days, median, (range) 3 (=1=20)
Fever at the time of blood sampling, n (%) 7 (33.3%)
Symptoms in the last 3 days, n (%)

Fever 21 (100%)
Myalgia 21 (100%)
Chills 15 (80.5%)
Headache 18 (85.7%)
Mausea 15 (71.4%)
Anorexia 12 (57.1%)
Vomiting 6 (28.6%)
Dyspnea 6 (28.6%)
Diarrhea 3 (14.3%)

doi:10.1371/joumal pone. 0015842 1001
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An

informed consent in accordance with guidelines for human

rescarch, as specified by the Braziian National Council of Health
(Resolution 196/96). Patients diagnosed with vivax malaria were

treated according to the standard protocols recommended by the
National Malaria Control Program (chloroguine plus primaquine).

\

| were obtained from

Peripheral blood \.nmpl{ 5 {10 mLm EDT.

paticnts on admi and, In those who attended follow-up,
during comvalescence 7 (‘h}s later. Plasma samples from 14 age-
matched malaria-unexposed donors from Belo Horlzonte, a
malaria free area, were used as bascline control. Aiming to avoid
bias of selecton, we further include an additonal group of P,
patients (n= 14; age range, 18-41 years) f